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1. OZET

Antiinflamatuvar sitokinlerin, nérotrofik faktérlerin ve interferon-beta’nin fare
oligodendrositleririn ir vitro apoptotik 5liimii Gizerine etkileri

Dr. Kemal Kiirsad GENC

Giris ve Amac¢ :@ Oligodendrositler (OL) miyelin yapimindan sorumiu glial
hilcrelerdir. Akut ve kronik norodejeneratif hastabiklarda OL hasann ve apoptotik {limii
goriilmektedir. Bu nedenle in vifro degigik hiicre hasart modelllerinde OL &liimiinii
Onleyebilecek ajanlarm  belirlenmesi bu hastabklar i¢in etkin tedavi ydntemlerinin
bulunmasma katkida bulunabilir. Bu amagla, bu tez ¢ahsmasinda interferon-gamma (IFNy),
timor nekrozis faktSr-alfa (TNFa), lipopolisakkarid (LPS) ve serum deprivasyonu (SD) ile
olusturulan OL §limiine karm interferon-beta (IFNPB), transforming growth faktor-beta
(TGFp), hepatosit growth faktdr (HGF), nerve growth faktor (NGF) ve eritropoetinin (EPO)
koruyucu etkisinin bulunup bulunmadi: arastmldi.

Gereg ve Yontemler : Bu calismada yenidogan fare OL ve N20.1 immatiir OL hiicre
hatts kiiltiirlerinde hiicre hasar1 100 U/ml IFNy + 100 ng/ml TNFa, 100 U/ml IFNy + 1 pg/ml
LPS ve SD ile olusturuldu. OL hasarmin ve test edilen maddelerin olasi koruyucu etkinliginin
degerlendirilmesinde  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
hiicre canhlik ve Laktik dehidrogenaz (LDH) sitotoksisite testleri, apoptotik hiicre 5liimfiniin
degerlendirilmesinde ise apostain immiinfloresan (IF) boyamasi kullamldi Hiicre
kiiltiirlerinde EPO reseptdrit (EPOR) ekspresyonu IF boyama, Western blotting (WB)-
immiinpresipitasyon (IP) ve reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)
yontemleriyle degerlendirildi.

Sonuclar : Bu ¢ahsmanm sonuglan uygulanan hiicre hasarn modellerinde IFNB,
TGFB, HGF ve NGF’tiin OL’i koruyucu etkisinin olmadifm, EPO’in ise OL’i koruyucu etki
gosterdiini ve apoptotik hiicre OltimiinGi Onledifini gOsterdi. IF boyama ile OL’in bazal
EPOR ekspresse ettifi, WB-IP ve RT-PCR teknikleriyle N20.1 hiicrelerinin hem EPOR
proteini hem de EPOR mRNA ekspresse ettifi saptandi. N20.1 hiicrelerinde EPOR mRNA
ekspresyonunun IFNy ve LPS uygulamalartyla indiiklendigi gOsterildi.
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Tartigma : Bu sonuglar ¢alismada test edilen maddelerden EPO’in gesitli in vitro
hasar modellerinde OL hasarim ve apoptotik hiicre dliimiinii dnledifini ve OL’de bazal ve
inflamatuvar uyaranlarla indiiklenebilr EPOR protein ve mRNA ekspresyonunun
bulundugunu géstermektedir. Bu ¢ahsma daha Onceki ¢ahgmalarla cesitli in vivo hastalk ve in
vitro hasar modellerinde ndroprotektif etkisi gdsterilmis olan EPO’in oligodendroglioprotektif
etkisini gosteren ilk in vitro ¢ahgmadir. Bu sonuglar kronik anemi tedavisi endikasyonuyla
zaten klinik kullanmm bulunan EPO’in, OL 6liimii ve beyaz cevher hasar1 goriilen stroke,
travma gibi akut ve multipl skleroz, Alzheimer hastabg: gibi kronik nérodejeneratif
hastahiklarin tedavisine katkida bulunabilecegini diigtindiirmektedir.

Anahtar sdzciikler : Oligodendrosit; apoptoz; eritropoetin; norotrofik faktorler;
interferon-beta; anti-inflamatuvar sitokinler; fare
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2. INGILIZCE OZET

The effects of anti-inflammatory cytokines, neurotrophic factors and interferen-
beta on in vitro apoptotic death of murine oligodendrocytes

Dr. Kemal Kiirgad GENC

Background, purpose, aim of the study : Oligodendrocytes (OL) are glial cells that
are responsible for myelin production. OL injury and apoptotic cell death occur in acute and
chronic neurodegenerative disorders. Therefore, determining the agents that may prevent OL
death in various injury models in vifro might contribute to establish effective treatment
strategies for these disorders. For this purpose, in the present study it has been investigated
that whether interferon-beta (IFNB), transforming growth factor-beta (TGFB), hepatocyte
growth factor (HGF), nerve growth factor (NGF) and erythropoietin (EPO) have protective
action against OL death that is induced by interferon-gamma (IFNy), tumor necrosis factor-
alpha (TNFa), lipopolysaccharide (LPS) and serum deprivation (SD).

Material and methods : In this study, OL injury has been induced by 100 U/ml IFNy
+ 100 ng/ml TNFa, 100 U/ml IFNy + 1 pg/ml LPS and SD in neonatal mice OL and N20.1
immature OL cell line cultures. The OL injury and the possible protective actions of candidate
agents have been evaluated by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yI)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) cell viability assay and Lactic dehydrogenase (LDH) cytotoxicity assay. Apostain
immunofluorescein (IF) staining has been used for the evaluation of apoptotic cell death. The
protein and mRNA expression of EPO receptor (EPOR) has been searched by IF staining,
Western blotting (WB)-Immunoprecipitation (IP) and Reverse Transcriptase-Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR) techniques respectively.

Results : The results of the present study shows that IFNf, TGFp, HGF and NGF
have no protective action in the injury models that have been used. In contrast to this, EPO
shows protective action on OL and prevents apoptotic cell death. It has been demonstrated
that OL expresses baseline EPOR as shown by IF staining and N20.1 cells express both
EPOR protein and EPOR mRNA as shown by WP-IP and RT-PCR techniques respectively. It
has been shown that EPOR mRNA expression is induced by IFNy and LPS treatment of

cultures.
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Discussion : These results show that EPO which is one of the agents that have been
tested in this study prevents cell injury and apoptotic cell death in various in vitro cell injury
models and that baseline and inflaimmatory stimuli-induced EPOR protein and mRNA
expression exist in OL. This is the first in viro study that presents the
oligodendroglioprotective action of EPO which of the neuroprotective action has been
demonstrated by recent studies in various disease models in vivo and injury models in vitro.
These results suggest that EPO that is currently used for the treatment of chronic anemia
might contribute to the treatment of acute and chronic neurodegenerative disorders such as
stroke, trauma, Alzheimer’s disease and multiple sclerosis which in OL death and white
matter injury occur.

Keywords : Oligodendrocyte; apoptosis; eritropoietin; neurotrophic factors;
interferon-beta; anti-inflammatory cytokines; mouse
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3. GIRIS ve AMAC

Oligodendrositler (OL) merkezi sinir sisteminin (MSS) glial hiicrelerinden bir grubu
olusturmaktadir ve bu hiicreler aksonlarm miyelin kilifiin yapmindan sorumludur. MSS’nin
dogumsal (dismiyelinizan hastahklar) ya da gesitli etiyolojileri olan (inflamatuvar, toksik,
otoimmiin) edinsel hastaliklarmda [multipl skleroz (MS) gibi demiyelinizan hastaliklar]
primer patoloji miyelin hasart ve OL oSliimiidiir. Bu hastaliklarm yamsira MSS’nin hipoksi,
iskemi gibi akut ve Alzheimer Hastalifa (AH) gibi kronik dejeneratif hastaliklarmda gri
cevher hasan ve ndron Sliimii yanisira beyaz cevher etkilenmesi, miyelin kaybi ve OL Slimil
de goriilmektedir. Bu nedenle primer ya da sekonder OL patolojisinin bulundugu bu
hastabklarda OL Oliminiin kesin mekanizmalarinin anlagilmasi ve OL OSlimini
onleyebilecek ajanlarm  belirlenmesi etkin tedavi ySntemlerinin bulunmasma katkida

bulunabilir.

MSS’nin demiyelinizan ve ndrodejeneratif hastalklarmda inflamatuvar siiregler,
glutamat eksitotoksisitesi, reaktif nitrojen ve oksijen lirlinlerinin olugpumu ve apoptotik hiicre
olimii gibi fizyopatolojik siiregler rol oynamaktadwr. OL Sliimfinfin kesin mekanizmalarmm
anlagilmasinda ve tedavi edici potansiyeli bulunan ajanlarin test edilmesinde bu hastaliklarin
in vitro hiicre kiiltlirii modelleri yaygmn olarak kullamlmaktadwr. In vitro ¢ahgmalarn avantaji
calisma kolayhg, yeniden iretilebilme (reproducibility) orammin yliksek olmasi ve sistem
degiskenlerinin kontrol altnda tutulabilmesidir. Jn vitro OL hasar modellerinde hasar yaratica
etken ya da ajan olarak serum deprivasyonu (SD), hipoksi, oksijen-glukoz deprivasyonu
(OGD), hidrojen peroksid, nitrik oksid (NO) verici maddeler, amiloid beta (AB) peptid,
lipopolisakkarid (LPS) yamisira interferon-gamma (IFNy) ve tlimdr nekrozis faktér (TNF) gibi
inflamatuvar sitokinler de kullamlmaktadrr. Bu tez cahgymasinda SD yamsira in vitro
apoptotik OL Oliimii ve inflamatuvar OL hasar modeli olarak LPS, IFNy ve TNFa
kullamimistr. Bu ajanlarm segilmesinin nedeni in vivo inflamatuvar demiyelinizasyona
benzesim ve AH, Parkinson Hastahf gibi kronik ve stroke, travma gibi akut ndrodejeneratif
hastaliklarda da inflamatuvar siireglerin ndron ve glia hasarma katddigmna iligkin kanitlar
bulunmasidir.
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Bu hastalik tablolarmda beyaz cevher hasarim ve OL 6liimiinil azaltan ajanlar tedaviye
katkida bulunabilir. Ancak deneysel hastalk modellerinde tedavi edici etkinligi smanacak
aday ajanlarm segimi icin in vivo depeylerden once in vitro OL hasar modellerinde degisik
ajanlarin denenmesi uygundur. Bu amagla bu tez ¢ahgmasinda degisik in vitro OL hasar
modellerinde, depisik gruplardan maddelerin olasi koruyucu etkilerinin  smanmasi
planlanmistr. Bu ajanlarin in vitro etkinlifinin gosterilmesi in vivo hastalk modellerinde
tedavi edici aday ajan olarak denenmelerini giindeme getirebilir. Bu tez galigmasinda anti-
inflamatuvar bir sitokin olan transforming growth faktor-beta’mn (TGFB), ndrotrofik
faktorlerin [nerve growth faktér (NGF) ve hepatosit growth faktdr (HGF)], interferon-beta’nin
(IFNB) ve eritropoetinin (EPO) OL &liimiine kars1 koruyucu etkilerinin bulunup bulunmadii
yenidogan fare OL Kkiiltiirlerinde ve N20.1 fare OL hiicre hatt kiiltiirlerinde ¢esitli in vitro
hiicre hasarn1 modelleri (LPS, IFNy, TNFa ve SD) kullamlarak aragtirilmustir. Bu maddelerden
NGF, HGF, EPO ve TGFB’nn in vitro gesitli hiicre hasar1 modellerinde ndronlan koruyucu
etkisi daha 6nceki gahgmalarla gosterilmistir. Fakat, NGF diginda bu maddelerin OL hasarim
Onleyici etkilerini bildiren bir ¢ahsma henliz yaymlanmamstr. TGFB ve IFNB anti-
inflamatuvar ve immunomodiilatdr etkileri olan maddelerdir ve bu &zellikleri nedeniyle
MS’un deneysel hayvan modeli olan ecksperimental otoimmiin  (autoimmune)
ensefalomiyelitin (EAE) tedavisinde denenmis ve etkili bulunmustur. Benzeri bir etki yine
anti-inflamatuvar bir sitokin olan ve inflamatuvar OL hasarmi da Snleyen interlokin-10 (IL-
10) icin bildirilmigtir. Benzeri sekilde TGFP ve IFNB’nmn da inflamatuvar uyaranlaria
indiiklenen OL hasarina karst primer koruyucu etkisi bulunuyor olabilir. Bu tez ¢ahgmasinda
OL hasarmin ve denenen bu maddelerin olasi1 koruyucu etkinlifinin degerlendirilmesinde 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) hiicre canhih@ ve Laktik
dehidrogenaz (LDH) sitotoksisite testleri, apoptotik hiicre Sliimiiniin degerlendirilmesinde ise
apostain immiinfloresan (IF) boyamasi yontemi kullamid:.

Cesitli in vitro hasar modellerinde NGF, HGF ve EPO’in ndronal hiicreleri koruyucu
etkisinin oldugu ¢ok sayida cahsma ile gosterilmistir. Kemirgen OL’nin NGF ve HGF
reseptorleri ekspresse ettifi bilinmektedir. Fakat bugiine kadar kemirgen OL’de EPO
reseptoriiniin (EPOR) varh heniiz bildirilmemistir. Bu tez ¢gahgmasmda EPO’in OL hasarma
kars1 koruyucu etkisinin saptanmasi bizi bu hiicrelerde EPO reseptorlerinin varhfm da
aragtirmaya yoneltti. Bu amacla primer OL hiicrelerinde ve N20.1 hiicrelerinde bazal EPOR
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mesajct riboniikleik asid (mRNA) ekspresyonu reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (RT-PCR) yOntemiyle aragtinldi. Cahgmada primer OL kiiltliri yamsira
oligodendroglial hiicre hatt: da kullamimasindaki amag primer OL kiilttirlerinde saf OL hiicre
eldesinin diigiik olmasidir. Bu durum 6zellikle fazla sayida hilcrenin kullamlmasmm gerektigi
molekiiler biyolojik yontemler igin Onemlidir. Bu ¢ahsmada bazal oligodendroglial EPOR
mRNA ekspresyonunun inflamatuvar uyaranlarla (IFNy ve LPS) degigiklik gosterip
g0stermedigini aragtwmak icin de RT-PCR teknigi kullamldi. Oligodendroglial EPOR protein
ekspresyonunun varhd: ise IF boyama ve Western Blotting (WB)-immiinpresipitasyon (IP)
teknikleriyle aragtmild.
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4. GENEL BIiLGILER
4.1. Glial Hiicreler ve Oligodendrositler

Omurgah MSS’de gok sayida farkh noron ve glia tipi bulunmaktadir. Evrimle birlikte
glial hiicrelerin sayis1 artmaktadw. MSS’de glial hiicrelerin toplam hiicre sayisma oram
drosofilada %25, kemirgenlerde % 65 ve insanlarda % 90°dir (78). Glial hiicreler astroglia,
oligodendroglia ve mikrogliadir. Astrositler heterojen bir hiicre toplulufudur. Bu hiicrelerin
ortak 6zellikleri Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP) eksprese etmeleridir. Bu hiicrelerin
fonksiyonlan gesitlidir. Geligim sirasinda astroglia ve &nciileri akson geligimini desteklemekte
ve nbronlarm migrasyonu i¢in kilavuzluk etmektedir. Erigkin yagamda astroglia, kan-beyin
bariyerinin olusumuna katilmakta, nronlara metabolik destek saflamakta, hasardan sonra
glial skar olusumuna katiimakta, salgiladif: trofik ve toksik faktdrler aracihfiyla ya ndron
canhhgm desteklemekte ya da OlimiinG ilerletmektedir (95). Astrositlerin bir bagka
fonksiyonu da nSrotransmitter diizeylerinin modiilasyonudur (147).

OL, astrogliadan farkh olarak daha homojen bir hiicre toplulugudur. Beyaz cevherde
OL’in rolii miyelin kilifinn yapim ve yapismn siirdiirilmesidir (24). Gri cevherde de ¢ok
sayida OL ve 8ncil hiicresi bulunmakla birlikte bunlarin fonksiyonu agik degildir. Bu hiicreler
néronlara metabolik ve trofik destek saghyor olabilir ya da hasar durumunda beyaz
cevherdeki OL toplulufunun yenilenmesi igin depo gorevi goriiyor olabilir (78). OL ilk kez
1899 yiinda Robertson tarafindan degigik uzunlukta birkag uzantist olan kigiik hiicreler
olarak tammlanmugtir (78). 1921°de del Rio Hortega bu hiicrelerin ayrmtih bir histolojik
tanimlamasii yapmis ve tammlayict OL terimini kullannugtr (78). Bu hiicrelerin aksonal
traktlar boyunca, ndronal hiicre govdelerinin gevresinde ve kapillerin komsulugundaki
lokalizasyonu del Rio Hortega’nin oligodendroglial hiicreleri fi¢ alt grup i¢inde siiflamasma
yol acmugtw: interfasikiiler, perindral satellit ve perivaskiiler. OL’in heterojenitesi hem
ultrastriiktiirel diizeyde hem de immiinositokimyasal marker’lar ile de gosterilmigtir. Ancak’
bugiin i¢in birden fazla OL soyu hiicre bulundugiuna iligkin bir kanit bulunmamaktadir (78).

OL’in baghca fonksiyonu kompakt c¢ok tabakah miyelin kiifim olugturmak iizere
yogun membran yapilarmm aksonlarin g¢evresini sarmasidir (24). Periferik sinir sisteminde bir
Schwann hiicresinin bir internodun miyelinizasyonunu saglamasmmn aksine MSS’de bir OL
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farkh aksonlarda 20 ya da daha fazla sayida internodun miyelin kilifim olusturmaktadir.
Lipidden zengin yapisiyla miyelin kihfi sinir impulslarmin aksonlar boyunca etkin ve hizh
iletimini saglamaktadir. Miyelin olustuktan sonra yapismn sireklilii ve turnover’ igin de
OL gereklidir (24). Proteolipid protein (PLP) ya da miyelin basic protein (MBP) gibi miyelin
proteinlerinin mutasyonu bi¢imindeki miyelin yokludu insanlarda ve hayvanlarda oldiiriicii
tablolara yol agmaktadir (24). Erigkinlerde MS gibi demiyelinizan hastaliklar da nérolojik
disfonksiyona neden olmaktadir (180). OL miyelin yapiminin yamsira demir homeostaz ve
MSS’de demir depolanmasmda da Onemli bir rol oynuyor gibi goriinmektedir. OL, demir

transport glikoproteininin baghca kaynagidir (78).

OL’i astrogliadan ayiran ¢ok sayida &zellik vardir. Hiicre g6vdesi daha kiiciiktiir, hem
sitoplazmas1 hem de gekirdegi daba yogundur (yogun kromatin igermektedir), sitoplazmik
intermediate filamentleri bulunmamaktadir ve sitoplazmasinda glikojen yoktur; uzantilarinda
¢ok sayida mikrotiibiil vardir ve bu yapilarm, hiicre uzantilarmin stabilitesinin saglanmasma
katkida bulunmas: olasidir (78).

Oligodendroglial hiicreler, miyelin olugturan olgun OL asamasma gelinceye kadar
degisik gelisim basamaklarindan gegmektedir. Bu gelisim basamaklan in vive ve in vitro
cahsmalarla tammlanmugtir ve farkh gelisim basamaklarmda hiicrelerin eksprese ettigi
antijenik marker’lar ve bu hiicrelerin mitotik ve migratuvar durumlan farkhlik gdstermektedir
(205). Bu antijenik marker’larm gogu ilk 6nce in vitro gahsmalarla saptanmmgtir. Farkhlagsma
siireci ilerledikge baz1 yiizey ya da sitoplazma antijenlerinin ekspresyonu kaybolmakta ve baz
yeni antijenler eksprese edilmeye baglanmaktadir (78). OL geligsimi farkh, fakat zamansal
olarak ortiigen iki evreye aymlabilir. ilk evre &ncii hiicrelerin (progenitor) olugmasi ve
¢ofalmasm kapsamaktadir. Ikincisi ise miyelinogenezise ve demir metabolizmasma katilan
genlerin ardigik aktivasyonu ile karakterizedir (205). Miyelin membramnin biyokimyasal
bilesimi ve molekiiler organizasyonu iyi anlaglmigsa da miyelin ve OL genlerinin
regiilasyonuna iligkin bilinenler azdir. OL Onciisli hiicrelerin ¢ogalmas: ve farklilasmasinin
fenotipik ve molekiiler mekanizmalan bfiylik Olglide hiicre kiiltiirli gahgmalariyla ortaya
konmustur. In vitro miyelinizasyon ilk kez 1955°de Murray tarafindan eksplant kiiltlirde
gOsterilmigtir (78). Bu tip killtlirde MSS’nin {i¢ boyutlu yapisi siirmektedir ve bu nedenle
degisik tipte hiicreler arasmnda baglantilar ve etkilesimler korunmaktadir. Ayrica gelisim ve
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matiirasyon olaylan1 in vivo durumdakine benzer bir zamansal seyir izlemektedir. Dissosiye
perinatal beyin hiicrelerinden hazirlanan reagregat kiiltiirlerinde de eksplant kiilttirlerdekinden
daha az olmakla birlikte miyelinizasyon gergeklegsmektedir. Dissosiye beyin hiicre
kiiitiirlerinde de miyelin benzeri yapilar kiltlirde ndronlar bulunsun ya da bulunmasin
gozlenmektedir (78).

Birgok aragtirmaci miyelinogenezis mekanizmalarmi ve bununla ilgili hiicre-hiicre
etkilesimlerini premiyelinizasyon evresinde ve matiir OL kiiltiirleri kullanarak aragtrmugtir
(78). Yenidogan dissosiye sigan beyin hiicrelerinden hem OL’i hem de astrositleri kapsayan
mikst glial kiiltiirler hazirlanmaktadir. Bu kiiltiirlerin mikroskobik incelemesi hiicre
morfolojisinin ve hiicre tiplerinin kiilttirde zamansal geligimini gostermektedir. Kiiltiirlerde
ekimden 5-6 giin sonra diiz, poligonal astrosit tabakasi olugmaktadir. Daha sonraki 48 saatte
astrosit tabakasmm fizerinde faz kontrast mikroskopta koyu goriinen hiicreler ortaya
¢ikmaktadir. Bu hiicrelerin sayis1 zaman i¢inde hizla artmaktadw. Bu hiicreler tek ya da
kiimeler bigiminde gorillmektedir. 9. giinde proliferasyon belirgin olarak yavaglamaktadir,
hiicre goévdeleri yuvarlaklagmakta ve ince, uzun uzantilar ortaya g¢ikmaktadir; hiicre
kiimelerinin sayis1 ve boyutu artmaktadwr. Bu hiicreler ilk olarak kiiltiiriin 5.-6. gilinlerinde
ortaya ¢ikan ve faz kontrast mikroskopda koyu goriinen hiicrelerden tiiremektedir. Kiiltiirler
birkag hafta hem &ncil hiicreleri hem de olgun OL icermekte ve bu sekilde birkag hafta
heterojen durumda kalmaktadw. 1980°de McCarthy ve De Vellis mikst glial hiicre
kiiltiirlerinden saf OL Kkiiltiirii elde etmek igin kiiltlirleri sallamaya (shaking) dayanan basit bir
yontem geligtirmiglerdir (78). Bu yontem mikst glial kiiltlirlerin iki Szelliine dayanmaktadir:
Birincisi OL astrosit tabakasmin {izerinde yerlesim gostermektedir. Ikincisi kiiltiirin erken
evrelerinde (6-10. giinler aras1) OL’in astrositlere tutunma (adezyon) giicii astrositlerin kiiltlir
kabma tutunma giictinden daha zayiftr. Bu ydntem in vitro nisbeten erken donemde saf
oligodendroglial hiicrelerin elde edilmesini saflamaktadir. Bu hiicrelerin ¢ogunlugu OL
onciisti hiicreler ve pre-OL’dir. In vitro 2.-3. haftalarda OL’in adezyonu giderek artti1 icin
sallama ydntemiyle bu hiicrelerin astrosit tabakasindan ayrilmasi zorlagmaktadir (78).

OL postnatal olarak gelismektedir ve farkhlagmamg k&k hiicre agamasindan olgun ve
miyelin olugturan OL hiicre asamasma gelinceye kadar deZisik gelisim evrelerinden
gegmektedir. Bu agamah gelisim siireci kiiltlirde de gozlenmektedir. Kiiltlirde progenitor
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hiicre [OL-tip 2 astrosit (O-2A)] bipotansiyel bir hiicredir. Uygun kogullarda ya OL’e ya da
astroglial hiicrelere farklilagabilmektedir. Sicanda in vifro OL gelisiminin dort ayr evresi
saptanmustir (78, 205). O-2A progenitor hiicre A2B5 antikoruyla pozitif boyanan, bipolar ve
goffalma gosteren bir hiicredir. Bu hiicrelerden O4'/Galaktoserebrozid C (GalC)™ pre-OL
gelismektedir. Bu hiicreler de ¢ofalma ozellifine sahiptir. Ardindan 04°/GalC* immatir OL
geligmektedir. Olgun OL ise 04'/GalC'/MBP" boyanma ozelligi gostermektedir. Bu hiicreler
miyelinogenezis yetenegindedir (78, 23) (Sekil 2).

ANTIJENIK MARKER'LAR

PDGF
FGF
Migrasyon
—
Proliferasvon
Diferansiyasyon
—
Matiirasyon
— —

Sekil 1. Oligodendroglial hiicrelerin gelisim evreleri (78)

~en
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In vitro birgok madde O2-A progenitor hiicrelerin proliferasyonunu ya da
farkhlagmasim uyarmaktadir. Ornegin bazik fibroblast growth faktdr (bFGF) ve platelet
derived growth factor (PDGF) c¢ogalmayi, tiroid hormonlar, dana serumu, hidrokortizon,
insulin-like growth factor (IGF) gibi faktorler ve hiicre i¢i siklik adenozin monofosfati
(cAMP) arttiran ajanlar farkhlagmay: uyarmaktadir (78).

Mikst glial kiiltlirlere iligkin parametreler OL kiiltiirlerinin elde edilmesine etki
etmektedir. Ornegin pre-OL baglangig ekim yogunlugu yiiksek tutuldugunda gelismektedir.
Diisiikk ekim yogunlugunda ise kiiltiirlerde astrositler egemen olmaktadir. Ayrica 0-2 giinliik

Daha biiyiik sicanlarm beyninden OL killtiirlerinin  kurulmasi1 i¢in ise sallama-aderans
yontemi digmda manyetik separasyon, dansite gradient santriflij, immunopanning gibi farkh
kiiltiir teknikleri kullaniimaktadir (78).

4.2. Hiicre Oliimii Mekanizmalar

Morfolojik dlgiitlere dayamlarak hiicre OSlimfiniin iki formu tammlanmustr (245).
Apoptotik hiicre oliimii niikleer piknoz, kromatin kondansasyonu, plazma membranmmn ve
hiicre organellerinin biitiinligiinti korumas: ile karakterizedir. Apoptotik hiicre Sltimil, aktif
enerji tliketimini gerektirmektedir ve bu tip hficre Olimiinde interniikleozomal
deoksiriboniikleik asid (DNA) fragmantasyonu, spesifik sistein proteazlarm (kaspazlar)
aktivasyonu ve spesifik substratlarnn aspartik asid rezidii bélgelerinde spesifik ayrilmas:
(cleavage) olmaktadir (245). Bunun tersine nekrotik hiicre OSltimii sitoplazmik sisme,
subselliiler komponentlerin entegrasyonunun ve plazma membrammn biitiinkigiinin
bozulmas1 ve enerji kaybiyla karakterizedir. OL soyundan hiicrelerde gelisim sirasinda
apoptotik hiicre Slimii ve patolojik durumlarda ise zararh uyarann tipine ve hiicre Slimii
stirecine katilan “downstream™ sinyalleme aracilarma bagmmh olarak bu iki hiicre Slimil
formu da goriilebilmektedir (60, 245).

42.1. Hiicre Olimiiniin Effektorleri: Apoptotik Hicre Oliiminiin Tipik
Morfolojik Degisikliklerinden Sorumlu Mekanizmalar

Apoptotik hiicre Gliimii siirecine katilan biyokimyasal olaylar tiirler arasinda evrimsel
olarak iyi korunmugtur ve bu slire¢ aminoasid sekanslan, protein yapisi ve substrat



22

spesifisitesi agismdan benzer Ozellikler tagiyan proteolitik kaspaz kaskad sisteminin
aktivasyonuyla olmaktadir (60). Kaspazlar inaktive pro-kaspaz bigiminde bulunmaktadir ve
apoptotik siireg basladiginda kaskadik olarak aktive olmaktadwr. “Initiator” kaspazlarm uzun
N-terminal “domain”leri vardir ve bu domain’ler prokaspaz-8 ve -10°da DED (death effector
domain), prokaspaz-1, -2 ve ~9°da CARD (Caspase Recruitment Domain) denilen protein-
protein etkilesme motifleri igermektedir (60). Initiator kaspazlarm aktivasyonu ya kaspaz-8°de
oldugu gibi aktive olmug hiicre yiizey 6liim reseptorleriyle etkilesimle ya da kaspaz-9 i¢in
oldugu gibi sitozolik komponentlerle mitokondriden salman sitokrom ¢ arasinda aktif
komplekslerin olugumuyla (60) (Sekil 2).

4.2.2. Initiator Kaspaziarm Adaptdor Molekiiller Aracihifiyla Oliim
Reseptorleriyle Etkilegerek Aktivasyonu

Olim reseptorleri ekstraselliiler domain’lerinde ortak bir sistein motifi ve intraselliiler
bolimlerinde daha zayif homoloji gOsteren Olim domain’i tasiyan transmembran
proteinlerdir. Bu bdlgeler protein-protein etkilesim bdlgeleridir ve bu bolge araciligiyla
adaptor molekiiller (6rnegin Fas i¢in FADD ya da pS5TNFR i¢in TRADD) “initiatér™ pro-
kaspazlarin (pro-kaspaz-1, -8 ve —11) N-terminal domain’lerine baglanmaktadir ve pro-
kaspazlar aktive olmaktadir (60) (Sekil 2).

4.2.3. Initiator Kaspazlarm Mitokondrial Sitokrom ¢ Salimmmma Bagmh
Aktivasyonu

Sitokrom ¢ normal kosullarda mitokondri membran i¢ arahfinda bulunmakta ve
solunum zincirine katilmaktadir (60). Mitokondri dig zarmin gegirgenlifinin Bcl-2/Bax/Bad
sistemindeki degisikliklere bagh olarak degismesinin ardindan sitokrom c sitozole gegerek
Apaf-1’e ve kaspaz-9°a baglanmakta ve adenozin trifosfatn (ATP) varhginda proteolitik bir
kaskadi baglatmaktadir (173) (Sekil 2).

4.2.4. Bcl-2/Bax/Bad sistemindeki degisikliklere bagh sitokrom c salimmas:

Bcl-2 ailesinin tyeleri Bcl-2 homoloji (BH) domainlerini (BH1, BH2, BH3, BH4)
tagiyan ve anti-apoptotik ya da pro-apoptotik fonksiyon gdren sitozolik proteinlerdir (60). Bu
dort domain bu proteinlerin hiicre koruyucu fonksiyonu i¢in gereklidir. Oysa yalmz BH3
domaini Slimi indiiklemek igin yeterli olmaktadir ve bu domaini tagiyan tiyeler (Bad, Bim,

An
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Bik, Blk, Bax ve Bid) pro-apoptotik rol oynamaktadir (60). Bcl-2 ve Bcl-XL ise uygun iyonik
gradienti sirdiiriirerek mitokondrial fonksiyonun korunmasina katkida bulunmalarinm yam
sira Bax pro-apoptotik proteinini heterodimerize ederek onun fonksiyonunu antagonize
etmektedir. Pro-apoptotik Bcl-2 ailesi tyeleri ise negatif yiikla molekiillere selektiviteleriyle
mitokondri dis membramnda porlar olugturabilmektedir (60). Bid ve Bax mitokondri
membran potansiyelini defigtirmeden de sitokrom c¢ tastyicist olarak  fonksiyon
gorebilmektedir (60). Degigik hiicre olimid uyaranlan Bcl-2 ailesinden molekiillerin
diizeylerini ve/ya da hiicre i¢i lokalizasyonlanm degistirerek sitokrom salimmm
indiklemektedir (60). Omegin TNF’nin OL’de Bax proteini diizeyini arttirdih saptanmugtir
(243).

Ligandiar NGF

Reseptorler p7sNGER |
Adaptorler

/ RAIDD
Kaspaz8,10,1 t—" SD, Glutatyon

deplesyonu

Kaspaz3
\TtOKrom C ¢ ' -~ M’:

Nikleer laminin ve hucre iskeletinin APAF-1
parcalanmasi, DNA fragmantasyonu Prokaspaz9 Mitokondri

APOPTOZ

Sekil 2. Apoptotik hiicre 5liim mekanizmalan (60)

an
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4.2.5. Effektor kaspazlar

Effektor kaspazlar apoptozda gozlenen morfolojik degigikliklerin indiiksiyonuna yol
agan proteolitik substrat yikimm olaymdan sorumludur (60). Bu kaspazlar kaspaz-3, -6 ve —
7’dir. Bu kaspazlarin aktivasyonu aktive olmug initiator kaspazlar tarafindan pro-enzimin
proteolitik yikimina bagimhdir. Effektor kaspazlarm substratlar: iki ana gruba ayriimaktadur:

1. Yikimlan sonucu hiicrede apoptotik degisikliklerin gelistiZi proteinler.

a. Yikima uSramalariin sonucu olarak hiicre iskeleti degisiklikleri ve difer morfolojik
degisikliklerin olugtugu proteinler. Niikleer laminler, fodrin, aktin.

b. DNA fragmantasyonundan sorumlu Caspase Activated DNAse enziminin inhibitori
(ICAD)

c. Cift sarmal DNA kiriklarmin onarimindan sorumlu poli-ADP-riboz polimeraz
(PARP)

2. Hiicre canliifmin siirdiiriilmesine katilan Ras, Cbl, Raf-1 ve Akt gibi sinyal iletim

molekiilleri

Temel hiicre fonksiyonlarmin ve yapismin siirdiiriilmesinden sorumiu bu proteinlerin
apoptotik hiicre Olimii siirecinde effektér Kkaspazlar tarafindan yikilmasi apoptozun
biyokimyasal ve morfolojik 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasma neden olmaktadr (60, 245).

4.3. Beyaz Cevher Hasari ve Oligodendrosit Olimii

MSS’nin dogumsal (dismiyelinizan hastabklar) ya da gesitli etiyolojili (inflamatuvar,
toksik, otoimmiin) edinsel hastahklarmda (MS gibi demiyelinizan hastaliklar) primer patoloji
miyelin hasar1 ve OL Sliimiidiir. Bu hastahklarin yanisra MSS’nin hipoksi, iskemi, travma
gibi akut ve AH gibi kronik dejeneratif hastaliklarinda gri cevher hasari ve ndron Slimii
yamsira beyaz cevher etkilenmesi, miyelin kayb ve OL &6limi de goriilmektedir. OL’in in
vitro ve in vivo birgok hasar modelinde ¢ok gesitli etmenlere duyarh oldufu saptanmugtir (27,
60) (Tablo 1).



Tablo 1 : Oligodendrosit Hasarina Yol Agan Etmenler
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Uyaran Kaynaklar
Amiloid beta 211
Hipoksi 135,282
Radyasyon 309
C2 seramid 42,59
Is1 soku . 145
Kategolaminler 221
Eksitotoksisite 189, 193, 335, 336
Oksidatif stres

Glutatyon deplesyonu 18
Hidrojen peroksid 249, 298
Nitrik oksid 38, 202, 208
Sitokin reseptorlerinin aktivasyonu
TNFa 2,3, 89, 129, 198, 203,241, 261, 263
Fas 90, 88
IFNy 13, 20, 69, 302

NGF (Tirozin kinazA yoklugunda) 58, 124, 87

4.3.1. Travmada Oligodendrosit Hasan ve Oliimii

MSS’de travmatik hasardan sonra apoptotik hiicre Sliimiiniin goriilmesi pasif nckroz
yamsira apoptozun da hasara aracibk edebilecegini diiglindlirmektedir (287). Omurilik
travmasindan sonraki 6. saat-3. hafta doneminde &zellikle beyaz cevherde apoptotik hiicre
olimii olmaktadr ve bu hiicreler OL marker’lan ile pozitif boyanmaktadir. Bu nedenle hasar
bolgesindeki kronik dejenerasyon ve traktuslarm kronik demiyelinizasyonu en azindan
kismen apoptoza bagh goriinmektedir (73, 174). Deneysel omurilik travmasi galigmalarmda
segilen modele ve hasarin siddetine bagh olarak apoptotik OL Sliimiiniin en fazla gorildiga
zaman degiskenlik gdstermekle birlikte bu bulgu genellikle ge¢ domemde (hasan izleyen
birka¢ glinden sonra) ortaya ¢ikmaktadir (287). Siddetli alt torasik kontfizyon modelinde
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apoptotik néronal ve OL 6liim{i travmadan sonraki ge¢ dénemde ve bifazik (3.-14. giinler)
olarak saptanmustir (332). Anevrizma kiibi ile olusturulan deneysel omurilik travmasindan
sonra aksonal dejenerasyonunun apoptotik glial ve 6zellikle oligodendroglial hiicre Sliimiiyle
birlikte oldugu ve apoptotik OL Oollimiine FAS ve p75 hiicre yiizey Slim reseptorii
ekspresyonu artigmmn eslik ettifi bildirilmigtir (61). Siganlarda tam olmayan orta torasik
omurilik hasarindan sonra ndronlarda ve OL’de apoptotik hiicre 6liimii saptanmugtir (123).

Travmanin ardmdan ge¢ donemde ortaya g¢ikan apoptotik OL &lilmiiniin kesin
mekanizmalari heniiz aydmnlatilamamakla birlikte inflamatuvar sitokinler ve inflamatuvar
hiicreler, trofik destek yoksunlugu, glutamat -eksitotoksisitesi, sckonder iskemi gibi
mekanizmalar bu siiregte rol oynuyor olabilir (287). Sitokinlerin in vitro OL dliimiine aracilik
ettigi gOsterildigi i¢cin benzer bir mekanizma travmatik ve iskemik MSS hasarma da katkida
bulunuyor olabilir (107). Apoptotik OL’in aktive mikroglial hiicrelerle yakin komsulugu,
apoptotik OL Sliimiiniin mikroglial aktivasyona sekonder oldufunu diiglindiirmektedir (268).
Travmatik MSS hasarindan somra gelisen kronik demiyelinizasyonun MS gibi kronik
dejencratif hastaliklar ile benzer Szellikler tagimas: olas1 gériinmektedir (73). Omurilik hasar
modelinde a-Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionic acid (AMPA) antagonisti
tedavisinin beyaz cevher hasarim koruyucn etki gdstermesi AMPA reseptdr aktivasyonunun
patogenezde rol oynadigim diiglindiirmektedir (170).

Omurilik kompresyon travmasmdan sonra ge¢ donemde apoptotik OL Sliimii miyelin
dejenerasyonunu indiikleyebilir ve ek aksonal fonksiyon bozukluklarma yol agabilir. Bu siireg
(OL oliimii) de travma tedavisinde ek bir hedef olabilir (169, 170). Apoptotik OL &kimiiniin
travmanin ardindan ge¢ dSnemde goriilmesi farmakolojik girisimler igin bir avantaj
saglayabilir (268). Bu nedenle ¢esitli uyaranlarla olugan apoptotik OL Slimiine kars: in vitro
koruyucu etkinlik gosteren maddeler MSS travma tablolarmda yararh etki g&sterebilir.

4.3.2. Iskemide Oligodendrosit Oliimii ve Beyaz Cevher Etkilenmesi

Deneysel fokal serebral iskemi modelinde beyaz cevherin iskemik hasara duyarh
oldugu gosterilmistir (231). Bu nedeLle inme tedavisinde beyaz cevher hasarim da &nleyici
farmakolojik tedavi yaklagimlan klinik tablonun diizelmesine katkida bulunabilir (81).
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OL, non-N-metil-D-aspartat (NMDA) glutamat reseptérleri tagimaktadir ve glutamat
reseptdrii aracth eksitotoksisiteye duyarhdir. OL ve Onciilerinin AMPA/kainat reseptor
eksitotoksisitesine ¢ok duyarh olmasi, bu mekanizmanin perinatal ve eriskin MSS’de travma
ya da iskemiye bah beyaz cevher hasarmin Onemli mekanizmalarmdan biri oldufunu
digindiirmektedir (193, 194). Apoptotik hiicre Sliimiintin effektr molekiillerinden olan
kaspaz-11, iskeminin indiikledifi OL Slimiine katilmaktadir (266). Anti-oksidan bir madde
olan Ebselen’in sican fokal serebral iskemi modelinde gri cevher yamsira beyaz cevheri de
koruyucu etkisinin bulunmas:1 iskemik beyaz cevher hasarma ve OL Oltimiine katilan
mekanizmalardan birinin de serbest radikal hasar1 oldugunu diigiindiirmektedir (136).

4.3.3. Hipokside Oligodendrosit Oliimil ve Beyaz Cevher Etkilenmesi

Prematiire bebeklerde beyin beyaz cevherinin hipoksik-iskemik hasan (periventrikiiler
16komalazi) sik olarak serebral palsy ile sonuglanan kronik ndrolojik engelliliin yaygm bir
nedenidir. Hipoksik-iskemik ensefalopatili bebeklerde yapilan radyolojik goriintiilleme ve
pozitron emisyon tomografi (PET) calismalar1 beyin hasarmin primer miyelinizasyon
alanlarinda belirgin oldugunu gdstermistir (17). Gelismekte olan beynin erigkin beynine gore
beyaz cevher etkilenmesine daha duyarh olmasmin nedeni bilinmemekle birlikte ge¢ OL
onciisi hiicrelerin erken OL Onciisti hiicrelere ve olgun OL’e gdre hipoksik-iskemik hasara
daha duyarh oldufu saptanmustir ve ge¢ OL Onciisii hiicrelerin MSS°de ortaya ¢iktift donem
beyaz cevherin hipoksik-iskemik hasara en duyarh oldugu doneme uymaktadir (19). Deneysel
perinatal hipoksik-iskemi, periventrikiller beyaz cevherde OL Onciilerinin apoptotik ve
eksitotoksik Sliimiinii indiiklemektedir (218). Hipoksik-iskemik hasar OL onciilerinin 5limii
yamsira miyelin gen ekspresyonunun akut bozulmasma da yol agmaktadir (274).

AMPA antagonisti olan 6-nitro-7-sulfamoylbenzo(f)quinoxaline-2,3-dione (NBQX)’in
hipoksik-iskemik beyin hasarmda OL Oliimiinii Onleyici etkisinin g&sterilmesi hipoksik-
iskemik beyaz cevher hasar1 ve OL Oliminde rol oynayan mekanizmalardan birinin
AMPA/kainat resept6ril aracth eksitotoksisite oldugunu diiglindirmektedir (98).
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43.4. Alzheimer Hastahfinda Beyaz Cevher Etkilenmesi ve Oligodendrosit
Olimia

AH ilerleyici demans ile karakterize nSrodejeneratif bir hastahktwr. AH’min patolojik
6zellikleri amiloid-B peptid (AP) igeren ndritik vé serebrovaskiiler plaklar, nérofibriler
yumaklar, aktive glia hiicreleri ve noronal dejenerasyondur (265). AP, B-Amiloid Prekiirsor
Protein’den (BAPP) olusan ve 39-43 amino asid uzunlufunda bir fragmandir. Bu peptid, AH
hastalarmin beyinlerinde néronal ve vaskiiler dejenerasyon ile baglantih oldugu diigiiniilen
¢ziinmez fibriler agregatlar olugturmaktadir (184, 327, 292).

Yakin zamana kadar AH’da daha ¢ok gri cevher patolojisine yogunlagilmigsa da bu
hastalikta beyaz cevherin de etkilendigini diiglindiiren kanitlar giderek artmaktadir. Manyetik
Rezonans Goriintileme (MRG) ¢ahgmalan AH’da beyaz cevher hasarmin varhfm
gostermistir ve bu hasarin biiylikligti demansmn siddetiyle baglantihdir (258, 222, 255, 281).
Gorsel ve beyin sapr isitsel uyartibms potansiyellerinde latans gecikimesini gosteren
norofizyolojik c¢ahsmalar AH’da miyelin disfonksiyonunun oldufunu diislindiirmektedir
(286). Beyaz cevherde AH patolojisi, miyelin ve akson kayb (44), OL kaybi ve DNA
fragmantasyonudur (44, 164). Insan beyin otopsi materyallerinde AP depozitlerinin hem gri
cevherde, hem de beyaz cevherde hasara uframus OL ile yakm komsulukta bulundugu
gosterilmigtir (325). AH’da beyaz cevherde gozlenen patoloji gri cevherde ndronal hasarin
dolayh bir sonucu olabilir ya da beyaz cevherde vaskiiler yetmezlife bagh olabilir (44). Bir
bagka olasihk da beyaz cevher hasarmm dofrudan beyaz cevherdeki AP birikimiyle
olmasidir. Beyaz cevherde AP birikimi AH beyin Srneklerinde (318) ve AH’mn hayvan
modellerinde gosterilmistir (132). Beyaz cevherde AP birikimi travmatik beyin hasari, inme,
MS, deneysel kafa travmasi ve deneysel serebral iskemi gibi bagka norolojik hastaliklarda ve
hastalk modellerinde de gosterilmigtir (34, 96, 138, 251, 275, 324, 331). Bu nedenle Af’nin
indiikledigi OL oliimii bu hastaliklarin patogenezine de katkida bulunuyor olabilir.

AB’nin in vitro ndronlar (26, 327), endotel hiicreleri (292) ve OL (323) tizerine
sitotoksik etki gosterdigi bildirilmigtir. Ap’nm 1-40 ve 25-35 fragmanlan in vitro doza
bagimh olarak OL’in apoptotik O©limiine yol agmaktadr ve oksidatif hasar AP
sitotoksisitesine katilmaktadm (323). AB, sitotoksik etkisinin yamsira OL’i kemokin firetmek
lizere aktive etmektedir (141). Bu @ddeler lezyon bolgelerine mikroglia gd¢iinti
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uyarabilmektedir. AH patogenezinde inflamatuvar siireglerin (kompleman sistemi, pro-
inflamatuvar sitokinler) de rol oynadigim diigiindiiren kanitlar giderek artmaktadir ve anti-
inflamatuvar tedavi yaklagimlarmmn deneysel modellerde ve klinik 6n cahsmalarda etkili
oldugu gosterilmistir (4, 28). Ayrica hipotetik olarak AH’da inflamatuvar siireglerin ndron
hasar1 yanisira OL ve beyaz cevher hasarmna da katkida bulunuyor olmasi olasidir. Fakat bu
konuda yapilmus herhangi bir in situ post-mortem insan ¢ahismasi ya da in vivo ve in vitro
deneysel ¢alisma bulunmamaktadr.

4.3.5. Multipl Skleroz, Oligodendrosit Hasan ve Olimi

insan hastaliklarmda  demiyelinizasyonun birgok nedeni  olabilir.  Primer
demiyelinizasyonun bashca nedenleri genetik (I6kodistrofiler), inflamatuvar ve immiin (MS
gibi), viral ya da toksik nedenlerdir. MS ve hayvan modeli EAE, MSS’nin T hiicre aracth
kronik ve inflamatuvar demiyelinizan hastah@idir (117). Bugiinkii bilgilerimize gére MS’un
ve diger demiyelinizan hastaliklarm etiyolojisi genetik, viral ve otoimmiin faktdrleri kapsiyor
olabilir.

MS lezyonlarnin patolojisinde ve immiinopatogenezinde belirgin bir heterojenite s6z
konusudur. MS lezyonlarmda aym hastada degigkenlik diiglik olmakla birlikte hastalar
arasmdaki patolojik tablo degiskenlii ¢ok yiiksektir (178, 179, 228). MS’da MSS
patolojisinin spektrumu su sekildedir :

1. Digiik diizeyde OL hasariyla birlikte primer demiyelinizasyon

2. Demiyelinizasyonun gidisi sirasinda yaygn OL kayb:

3. Sekonder demiyelinizasyon ile birlikte OL kaybi

4. Segici olmayan doku kaybiyla birlikte belirgin makrofaj aktivasyonu. Bu durumda
miyelin ve OL hasari yanisira akson, néron ve astrosit hasan da bulunmaktadir. Aksonal hasar
ve kayip da MS’un belirgin bir Szellifidir ve bu hastahktaki geri doniligsiiz ndrolojik
bozulmanmn patolojik karsihf: olabilir (96, 177, 196, 297). Deneysel MS modellerinde de
néronal apoptoz gosterilmigtir (204).

Kan-beyin bariyerinin (KBB) biitlinliigliniin bozulmas1 MS gibi MSS demiyelinizan
hastaliklarmda, EAE’in demiyelinizan formlarinda (117, 311, 312) ve virilis ile indiiklenen
demiyelinizasyonda ilk patolojik belirtidir (244). Bu stiregte aktive T lenfositler 6nemli bir rol
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oynamaktadir (314). Bu hiicreler MSS’de inflamasyonu ve doku hasarm baglatmaktadir. T
hiicreleri, mikroglia, makrofajlar ve astrositler TNFa, lenfotoksin ve IFNy gibi
proinflamatuvar  sitokinler Gretmektedir. Ayrica KBB’nin biitiinliiflniin bozulmas:
dolasmmdaki antikorlarm ve Ozellikle anti-miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG) gibi
demiyelinizan antikorlarm MSS’ne gecisini saflamaktadir (111). Aktive T hiicrelerinin
MSS’ne gegisiyle birlikte inflamatuvar hiicrelerden ve glial hiicrelerden TNFa. ve IFNy gibi
proinflamatuvar sitokinler sahnmaktadir. Miyelin hasar1 ve OL &liimiine bu proinflamatuvar
sitokinlerin, komplemanin ve antikorlarm katiliyor olmas: olasidir (27).

Bunlarn yamsira bagka farkh mekanizmalar da demiyelinizasyon stirecine katilyor
olabilir. OL’in yiikksek demir icerifinin olmas: bu hiicrelerin reaktif oksijen firiinleri ile
oksidatif strese girmelerine efilim yaratmaktadir. NSrotransmitterler ve 6zellikle glutamat da
OL iizerine toksik etki gﬁsterebilir' ve demiyelinizasyona yol agabilir (189, 190, 234, 279). Isi-
sok proteinleri de demiyelinizasyona katilabilmektedir. Bir 1s1 sok proteini olan a-B kristallin
de MS’da aday ensefalitojenik antijen olabilir (301). Matriks metalloproteinaziar (MMP)
ekstraselliller matriks elemanlarm parcalayabilen ve ¢inkoya bagimh enzimlerdir. Bu
enzimler MBP’i parcalayabilmektedir (62, 333). MMP’lardan, §zellikle MMP-7 ve MMP-9
aktif ve kronik MS lezyonlarinda artrmg olarak saptanmmgtir (70, 180).

Patolojik agidan OL klasik olarak miyelin hastaliklarmda canlihif: bozulan basit bir
hiicresel hedef olarak degerlendirilmigtir. Fakat yeni kanitlar bu hiicrelerin hedef olmasinn
yam sira inflamatuvar kosullarda sitokin ve NO kaynag olabildiini diiglindiirmektedir (200,
211). Sitokinler MS’da ve onun deneysel hayvan modelleri olan EAE ve Theiler’s viriis
enfeksiyonunda g6zlenen inflamatuvar demiyelinizasyonda Onemli araci maddelerdir (117,
244). Bu patolojilerde endojen MSS hiicreleri ya da infiltran makrofajlar ve CD4+ Thl
hiicrelerinden salinan proinflamatuvar sitokinler birikmekte ve OL {izerine ¢ok yonlii etkiler
gostermektedir (14, 74, 25, 201, 339). Ozellikle IFNy, miyelin ve miyelinasyon siireci {izerine
belirgin zararh etki gbstermektedir. MS hastalarmmn IFNy ile tedavisi hastalifin alevlenmesine
yol agmustir (230). MSS’de IFNy eksprese eden transgenik farelerde miyelini etkileyen
anormallikler goriilmektedir (69, 133). IFNy ya da TNFa, apoptotik OL &limiine yol
acmaktadir (20, 302, 329). OL O&nclisii hiicreler proinflamatuvar uyaranlarm indiikledigi
olime daha duyarhdir (13, 20, 211, 260, 337). IFNy aynca OL Oncisii hiicrelerin
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proliferasyonunu ve farkhlagsmasmm baskilamaktadir (1). Ayrica dogal immiin yanit uyaram
olan LPS’in MSS’de hiicresel yantlar olugturdufu ve immiin infiltratlar1 ve glial hiicreleri
cesitli inflamatuvar sitokinler salmalari i¢in tetikledigi gosterilmigtir (110).

TNFa, 17 kDa agirhgmda bir sitokindir. immiin sistem hiicreleri ve MSS’de néronlar,
astrositler ve mikroglia tarafindan salgilanmaktadr (217). Hem TNFa, hem IFNy reseptdrleri
OL soyundan hiicrelerde ekspresse edilmektedir ve TNFa reseptorlerinden biri olan TNFR2
gelisime paralel bir ekspresyon artisi g6stermektedir (289, 294). Immatiir OL’de hem TNFa
hem de IFNy, TNFR1 mRNA diizeyinde artiza yol agmaktadw (85). Insan TNFa fare
hiicrelerinde TNFR1’e baglanmakta, fakat TNFR2’ye baglanmamaktadir (168).

MS otopsi materyallerinde plaklarda yliksek diizeyde TNFo bulundufu saptanmugtir
(53, 131, 264). TNFo. mRNA ekspresyonu ile MS lezyonlarmda aktif demiyelinizasyon
arasinda glichi bir baglanti bulunmugtur (33). Klinik alevlenme sirasmda MS hastalarmmn
periferik kan mononiikleer hiicrelerinin TNFo {iretiminin arttifa bildirilmigtir (116, 217). T
hiicre klonlarimin ensefalitojenitesi lenfotoksin ve/ya da TNFa Uretimleriyle dogru orantihdir
(240). Baz in vitro gahgmalarda bu sitokinin OL iizerine dofrudan hiicre hasar1 olugturucu
etkisi bulunurken (89, 129, 176, 261, 263, 317), difer cahsmalarda sitotoksisite
saptanamamugtir (51, 92, 197, 203, 276). Ancak sitotoksisitenin saptanamadifi bu
caliymalarda da TNFo’'nin membran depolarizasyonu, potasyum akimlarmin azalmast ve OL
uzantilarmin geligiminin inhibisyonu gibi etkiler olugturdugu saptanmustr. TNFa ya da
IFNy’nmn sicanlarm lomber spinal kord bolgesine tek mikroenjeksiyonu EAE’e benzer bir
inflamatuvar yanita yol agmaktadir (269). EAE semptomlarmin TNFa’ya ySnelik antikorlarla
inhibisyonunu gésteren cahigmalar da bu sitokinin patojenik roliinii desteklemektedir (252,
262). Bu sitokinin diizeyinin fosfodiesteraz tip IV inhibit6rii olan rolipram tarafindan EAE’de
azaltiimas) demiyelinizasyonun ilerlemesini azaltmada etkilidir (112).

TNFa’nmn indiikledigi apoptotik hiicre Sliimii kaspazlarin aktivasyonuyla olugmaktadir
(209, 290). TNFo’'nmn primer OL kiltiitlerine eklenmesi DNA fragmantasyonunu
indiklemekte ve canli OL sayisim anlamh olarak azaltmaktadir. Kaspaz-1’in spesifik bir
inhibitorii olan asetil-Tyr-Val-Ala-Asp-aldehid, kaspaz-3°tin spesifik bir inhibitdrii olan asetil-
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Asp-Glu-Val-Asp-aldehid ve bakulovirlis kaspaz inhibitdrli p35°in TNFo ile muamele edilen
OL’in canhlifim arttirmasi kaspaz aracih hiicre Sliim yollarmmm TNFa ile indiiklenen OL
Sliimiinde aktive oldugunu diigiindtirmektedir (128, 129).

IFNy, T lenfositler ve Natural Killer (NK) hiicreler tarafindan iiretilen ve yaklagik 15
kDa agrrhiinda olan bir sitokindir. Reseptorit ¢ofiu hiicre tipinde bulunmaktadir. Bu sitokinin
makrofaj yamitlarni ve iriinlerini arttinc: Szellifi vardir; Thl hiicre yanitim arttrrmken Th2
hiicre yanitlarmi baskilamaktadir (236, 237). IFNy, oligodendroglial Fas yiizey o6lim
resept&rﬁnﬁn ekspresyonunu da arttirmaktadir (238).

Yukarida s6zit edilen proinflamatuvar uyaranlarla uyaridan sitotoksik effektor
molekiiller arasmda 8zellikle NO’in demiyelinizan hastaliklarda gbzlenen doku hasarmda rolii
oldugunu diigiindiiren kamtlar giderek artmaktadr (214). Bu patolojilerde anlamh derecede
indiiklenebilir nitrik oksid sentaz (iNOS) ekspresyonu saptanmugtir (21, 35, 341). EAE’de ve
Theiler viris ile indiikklenen demiyelinizasyonda iINOS  ekspresyonu hem
monosit/makrofaj/mikroglia hiicrelerinde (226, 227, 296, 300) hem de reaktif astrositlerde
gOsterilmistir (227, 296). MS lezyonlarmda iNOS baghca hipertrofik astrositlerde (35; 43) ve
mikrogliada saptanmustir (21). OL de kiiltiirde LPS/IFNy uyarimunin ardindan iNOS ekspresse
etmekte ve NO salgilamaktadw (211, 200). Bu bulgunun mikroglal kontaminasyona bagh
oldugu ileri stirlilmiigse de (127) CG4 OL hiicre hattmin da TNFo/IFNy’ya maruz
brrakildigmda INOS protein ve mRNA ekspresyonu gosterdifi saptanmugtir (31). Hem
mikroglial hiicrelerden salman endojen NO, hem de ekzojen NO vericileri tarafindan
olugturulan NO Kkiiltiir ortaminda OL Olimiin{i inditkklemektedir (202, 207). LPS/IFNy
uyarmiyla OL Onciisii hiicrelerde indiiklenen 6lim, iNOS inhibisyonuyla kismen inhibe
olmaktadir. Farkhlagmmg OL 6limii ise tamamen dnlenmektedir. Bu bulgular 6ncii hiicrelerde
proinflamatuvar uyaranlarin NO’den bafimmsiz sitotoksik etkisinin ve antiproliferatif etkisinin
oldugunu disindtirmektedir (211). NO vericileri tarafindan olusturulan NO’e farkh duyarhhk
degisik farkhilagma evrelerinde bulunan fare OL hiicre hatlarnda da gosterilmigtir (38, 181).
NO sitotoksisitesi siiperoksidle konjugasyonu nedeniyle peroksinitrit olusturmak igin yiiksek
konsantrasyonlarda NO’¢ maruz kalmayr gerektirmektedir (220). NO/peroksinitritin
sitotoksik etkileri arasinda proteinlerin nitrasyonu, lipidlerin peroksidasyonu, tiol gruplarnmn
S-nitrozilasyonu ve mitokondrial aktivitenin inhibisyonu bulunmaktadir (36). OL’in kisa
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siireli uyarmiyla olugan diisiik konsantrasyonlarda NO toksik olmayabilirse de
proinflamatuvar molekiillere kronik maruz kalmaya bagh siirekli NO {iretimi hiicre hasarma
neden olabilir. Ayrica azalmis glutatyon ve glutatyon peroksidaz [glutathione peroxidase;
(GPX)] diizeylerine bagh olarak OL serbest radikallerle indiiklenen strese gok duyarh oldugu
icin ve yiksek demir igerikleri nedeniyle relatif olarak digiik intaselliiler NO
konsantrasyoniar: hiicre hasarmm indiiklemeye yeterli olabilir (146, 293).

EAE’de iNOS inhibitdrlerinin tedavi edici etki gostermesi, MSS inflamatuvar
demiyelinizasyonunda NO’in zararh rollinii desteklemektedir (40, 341). Ancak iNOS
inhibisyonundan sonra hastaligm siddetinin arttifim bildiren bir ¢ahgma da vardir (343).
EAE’de NO igin 6nerilen bir bagka rol de inflamatuvar hiicrelerin apoptotik eliminasyonudur
(226). Bu nedenle iNOS’in inhibisyonu, EAE’in fazina bagh olarak yararh ya da zararh etki
gosteriyor olabilir.

MS ve EAE’de (86, 130, 233) beyaz cevher lezyonlarmda OL o&limid sik
gozlenmektedir. EAE olugturulan hayvanlarda MSS’°deki lezyonlarda apoptoz bildiriimistir
(45, 86, 233). MS hastalarinin 1siyla muamele edilmis beyin omurilik sivist (BOS) 8rnekleri
in vitro olarak astroglial ve oligodendroglial apoptoza yol agmaktadir (199). Ancak bu
patolojik siireglerde OL apoptozunun mekanizmalar kesin olarak belirlenememigtir. Kaspaz
kaskad: bu siiregte rol oynuyor olabilir. Kaspaz inhibitdr protein p35 eksprese eden transgenik
farelerin OL hiicrelerinin sitokinle indiiklenen hiicre Oliimine in vitro direncli oldugu
gosterilmigtir (130). Bu fareler MOG ile immiinizasyon yapilarak indiiklenen EAE’ye direnghi
bulunmugtur. Bu hayvanlarin lomber omurilik beyaz cevherinde kaspaz-3 eksprese eden ve
apoptotik OL sayisinda azalma saptanmugtir (130). EAE lezyonlarinda hem OL, hem de T
hiicreleri gibi infiltran hiicrelerde kaspaz-11 ekspresyonu yiiksek saptanmgtir (128). Kaspaz-3
ve 11’in OL’de kolokalize olmasi her iki kaspazn OL Olim slirecine katildigim
diistindiirmektedir. Kaspaz-11 defektif farelerin beyninden izole edilen OL’in in vitro TNFa,
IFNy ve Fas antikoru ile indiiklenen hiicre Slimiine direncli oldufu gosterilmigtir (128). Bu
farelerin MOG immiinizasyonu ile indiiklenen EAE’e de direngli oldugu saptanmustir. Ayrica
bu farelerde olugturulan EAE tablosunda MSS’de interlkin-lbeta (IL-18) ve IFNy
konsantrasyonlarinin  defektif olmayan farelerdekinden daha diigitk diizeylerde bulunmasi
kaspaz-11’in inflamatuvar siireglere de katildifim ve kaspaz inhibisyonunun inflamatuvar
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stireci de baskiladigim diiglindtirmektedir (128). Aktif bir demiyelinizasyon atagindan sonra
lezyonlarda bcl-2 ekspresyonu sag kalan OL ile dogru orantih bulunmugtur (160). Bu bulgu
da apoptotik OL §liimiiniin demiyelinizan stirece katildigim diiglindtirmektedir.

4.4. Oligodenrosit Hasarim ve Olimiini Onleyici Farmakolojik Tedavi

Yaklasimlan

Yukarida s8zii edilen ndrolojik hastahk tablolarinda primer ya da sekonder OL
hasarm ve Sliimiinti 6nlemeyi hedef alan farmakolojik tedavi yaklagimlan ndrolojik tablonun
diizelmesine katkida bulunabilir. Bu amagla in vitro ve in vivo olarak denenen ve etkili
bulunan farmakolojik ajanlar ana etki mekanizmalarma gdre gu alt gruplara ayrilabilir (Bir
ajan birden fazla mekanizmayla da etki g6sterebilmektedir):

4.4.1. Anti-oksidan Ajanlar

Daha dnce s6zil edildigi gibi MSS’nin ¢esitli akut ve kronik dejeneratif hastaliklarmda
oksidatif stresin patogeneze katildifina ve OL olimiine de yol agtigma iligkin kamtlar
bulunmaktadir. Bu nedenle anti-oksidan maddelerin kullanim noronal ve glial hasan azaitica
etki gOsterebilir. Gergekten de anti-oksidan bir madde olan Ebselen’in sigan fokal serebral
iskemi modelinde gri cevher yamsira beyaz cevheri de koruyucu etkisi gdsterilmigtir (136).
Bir bagka anti-oksidan madde olan N-acetyl cystein (NAC) in vitro TNFa ile indiiklenen OL
hasarma karg1 koruyucu etkinlik géstermektedir (191).

4.4.2. AMPA Glutamat Reseptdr Aktivasyonunu Onleyen Ajanlar

OL non-NMDA glutamat reseptdrleri tayimaktadir ve glutamat reseptdrii aracih
eksitotoksisiteye duyarhdir. OL ve dnciilerinin AMPA/kainat reseptdr eksitotoksisitesine gok
duyarh olmasi bu mekanizmanin perinatal ve eriskin MSS’de travma, hipoksi, otoimmiin
hasar ya da iskemiye baBh beyaz cevher hasarmm Onemli mekanizmalarmdan biri oldugunu
digindiirmektedir (193). Omurilik hasar modelinde (170) ve hipoksik-iskemik beyin
hasarmda AMPA antagonisti tedavisi OL &liimiinti Snleyici etki gdstermektedir (98).

4.4.3. Anti-inflamatuvar Ajaniar
Thl sitokinlerin ekspresyonunun inflamatuvar demiyelinizasyonun progresyonu ile
yakindan baglantih oldugu, oysa Th2 sitokinlerin ekspresyonunun hastalik remisyonuna eglik
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ettigi digtndlmektedir (30, 152). interlokin-4 (IL-4), interlokin-10 (IL-10) ve TGFbeta
inflamatuvar hiicrelerden pro-inflamatuvar sitokinlerin salmmasm baskiladif: icin anti-
inflamatuvar sitokinler olarak tanmnmaktadir. Bu sitokinler MSS’de aktive olmug mikroglia
ve astroglianmn fonksiyonunu baskilayabilmektedir (97, 225, 239, 256). IL-10 astrositer ve
mikroglial proinflamatuvar sitokin ve siiperoksid anyonlarm iiretimini baskilamaktadr (108,
256). MS modellerinde bu sitokinlerin tedavi edici etkisi ya da spontan iyilesmeyle dogru
orantih ekspresyonu saptanmustir (30, 152, 280, 322). Bu Ozelliklerinin yamsira IL-10
reseptdrii OL hicrelerinde de bulunmakta ve LPS/IFNy ile indiiklenen OL O&limiinii
Onlemektedir (211). OL’de IL-4 reseptorl de saptanmig olmakla birlikte bu sitokinin
LPS/IFNy ile indiiklenen hiicre 6liimfine karg: koruyucu etkisi saptanamamugtir (211).

4.4.4, Anti-apoptotik ve Glioprotektif Ajanlar

MSS’nin ¢ok degisik etiyolojili hastaliklarnda apoptotik OL 6liimii ve beyaz cevher
hasan1 olmaktadw. Ayrica in vitro birgok etmenin apoptotik OL OHimiine yol agtigy
gosterilmigtir (Tablo 1). Bu nedenle anti-apoptotik etki gosteren maddelerin OL hasarina kargi
koruyucu etki gostermesi beklenir. Ornegin ciliary neurotrophic factor (CNTF) ve insulin-like
growth factor (IGF)’iin TNFa ile indiiklenen apoptotik OL hasarma kars1 koruyucu etkinlik
gosterdigi saptanmustir (91, 176, 219, 329). CNTF insan OL’i SD ile indiiklenen apoptotik
hiicre dliimfine kars1 da korumaktadir (91, 176). Buna kargin néronal hiicre sistemlerinde anti-
apoptotik etkinlik gosteren NGF gibi norotrofinler insan OL kiiltiirlerinde etkili

bulunamamugtir (91).

4.4.5. Oligodenrosit Onciilerinin Coalmasim: ya da Farkhlasmasmi Uyaran
Ajanlar

OL onciisii hiicreler normal erigkin MSS’de ve MS lezyonlarmda da bulunmaktadir
(166). Fakat bu hiicreler MS’da demiyelinizasyonunun onarmmum saglayamamaktadir (259,
319). MS diinda difer MSS hastahklarmda da OL Onclisi hiicrelerin endojen
proliferasyonunda artiy saptanmugtir. Bu durum kompanzatuvar bir savunma mekanizmasmm
varhgm diigiindiirmektedir. Bu endojen mekanizmmanin, OL dnciisii hiicre transplantasyonuyla
ya da endojen OL Oncilsti hiicrelerin farmakolojik maniiplasyonlarla proliferasyon, gb¢ ve
farklhilagma Ozelliklerinin uyarilmasiyla desteklenmesi deneysel tedavi yaklagmlarmdan
biridir. Bu amagla in vitro OL Onciisii hiicrelerin proliferasyonunu uyardign saptanmis olan
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platelet derived growth factor (PDGF) ve basic fibroblast growth factor (bFGF) gibi
ndrotrofik faktorler kullamlabilir (122).

4.5. Olas1 Oligedendroglioprotektif Ajanlar
4.5.1. Transforming Growth Faktér-beta
TGFpB, MS ve EAE’in remisyon d6nemlerinde ekspresyonu artti1 saptanmus olan bir
anti-inflamatuvar sitokindir. EAE’de TGFp tedavisi iyilesme sajlamaktadir (139). Bu nedenle
n6ronal hiicre sistemlerinde de nbroprotektif oldugu bilinen bu sitokinin
oligodendroglioprotektif etkisi de bulunuyor olabilir (342). Bu amagla bu tez ¢alismasinda
TGFp da olas: OL koruyucu etkisi test edilen maddeler arasina katilmugtir.

4.5.2. Interferon-beta

IFNB son yillarda MS tedavisinde klinik kullamma girmis ve atak sikhm azaltici
etkisi gOsterilmis immiinomodiilatér bir maddedir (15, 82). Bu maddenin immiin sistem
fizerine etkileri iyi bilinmekle birlikte MSS hiicreleri fizerine etkileri ayrmtih olarak
aragtriimamugtir. IFNP’nin glial NOS (retimini baskiladi: bildirilmigtir (134). Bu madde
astroglial NGF tretimini in vifro kiiltlir ortaminda uyarmaktadir (39). IFNB, in vitro kiiltiir
ortaminda ndroprotektif etki de gdstermektedir (235). IFNB’nin SD ve TNFa ile indiiklenen
hiicre oliimiine kars1 erigkin insan OL’ni in vitro koruyucu etki gostermedifi saptanmstir
(91). Fakat kemirgen OL kiiltlirlerinde IFNB’mn koruyucu etkinligi olup olmadigim arastiran
bir ¢calisma heniiz yaymlanmamgtir.

4.5.3. Hepatosit Growth Faktor

HGF embriyogenezisin ge¢ doneminde beynin periventrikiiler bolgesinde ekspresse
edilmektedir ve bu ekspresyon oligodendroglial proliferasyon ve migrasyonun gelisimsel
evresiyle uyumludur (79). Ayrica HGF ve reseptdrii olan c-met MSS’nin gelisimsel
agamalarnda da fonksiyon gorilyor olabilir (283). HGF, PC12 hiicre hattimn canlilifim
arttmci etki gostermektedir (187). HGF, Schwann hiicreleri i¢in mitojenik etkili bulunmugtur
(159). Sgan OL hiicrelerinde HGF reseptorilinin varhfy gosterilmigtir (155). Fakat bu
maddenin OL kiiltiirlerinde etkisini aragtiran bir ¢aligma bugiine kadar bildirilmemigtir.
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4.5.4. Nerve Growth Faktor

Nérotrofik faktdrlerden NGF ve CNTF diizeylerinin MS hastalarmin BOS’nda artti
saptanmugtr (165, 183). Bu nérotrofik faktorlerin up-regiilasyonu MS’da néral ve glial
hiicrelerin inflamatuvar yamta kargi savunma mekanizmalarmdan biri olarak goriinmektedir.
CNTF’iin in vitro TNFa ile inditklenen OL &liimiine karg1 koruyucu oldugu gésterilmigtir (91,
176). NGF de TNFa ile indiiklenen OL Oliimiine kars1 koruyucu etki géstermektedir ve bu
etkisine Akt aracih sinyalleme mekanizmalar: aracilik etmektedir (285).

Nérotrofin (NT)’lerin etkisi konusundaki ¢ogu cahsma bu maddelerin ndronlarin
canhhfm arttirici ve farkhlagmasim inditkleyici etkileri fizerine yogunlagmustir. NT ailesi
NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5 ve NT-6’dan olugmaktadwr. NT’ler hiicre proliferasyonu,
farkhlagma ve canhhk gibi gesitli biyolojik yamitlan tetiklemektedir. NT’lerin sinyal iletim
yollarmna iki tiir transmembran glikoprotein aracihk etmektedir: Tirozin kinaz (Trk) reseptor
tirozin kinaz ailesi ve p75 diiglik affiniteli ndrotrofin reseptdrli. p75°in ekspresyonu
sempatoadrenal hiicrelerde TrkA’nin tirozin fosforilasyonunu arttirmaktadir (304). p75 TrkA
ile birlikte NGF icin yiiksek affinitede baglanma bdlgelerinin olugturulmasina katilmaktadir
(126, 182). NGF’nin hiicre ytizeyinde bulunan TrkA’ya baglanmas: reseptér dimerizasyonuna
neden olmakta ve TrkA mm intrinsik tirozin kinaz aktivitesinin aktivasyonuna yol agmaktadir
(140). NGF, Phosphatidyl Inositol (3) Kinase [PI(3)K)/Akt ve Ras/Mitogen Activated Protein
Kinase (MAPK) sinyalleme yollarm: aktive ederek hiicre canhlifim arttwrmaktadir (46, 102).

Kiiltiire sigan OL’de p75, TrkA, Trk B ve TrkC bulunmaktadsr. Sigan OL’de, BDNF,
NT-3 ve NGF’den en etkin olarak NGF, TNFa ile indiiklenen OL oliimiinti Snlemektedir
(285). Astrosit-Conditioned Medium (ACM) da TNFo. ile olusturulan OL &limiind
Onlemektedir ve bu etki anti-NGF antikorunun da eklenmesiyle kismen inhibe olmaktadir
(285). Bu bulgu NGF’nin astrositler tarafindan tretilen fizyolojik bir anti-apoptotik faktor
oldugunu dilslindirmektedirr. NGF, TNFa tarafindan olugturulan mitokondrial membran
potansiyeli kaybim da &nlemektedir (285). PI(3)K’m “downstream™ hedeflerinden biri olan
Akt’'m OL’de artmug ekspresyonu TNFa ile indiiklenen mitokondrial membran potansiyeli
kaybim ve hiicre 6liimiini dnlemektedir (285). Aynica OL’de dominant-negatif Akt’m artis1
NGF’nin TNFa aracih OL toksisitesine kars: koruyucu etkisini bloke etmektedir. Bu bulgular
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NGF’nin OL’i TNFa ile indiikklenen hasara karsi Akt-aracih sinyalleme mekanizmalan
yoluyla korudugunu gostermektedir (285).

NT’ler tarafindan hiicre canhhfmm siirdiirilmesi Trk tirozin kinaz’m aktivasyonunu
gerektirmektedir. Bu aktivasyon Ras’a bafmmh bir yol aracilifiyla sinyal iletmekte ve
MAPK’larm (121) ve PI(3)K’mn aktivasyonuna yol agmaktadir (328). p75 reseptorii TrkA ile
yiiksek affinitede baglanma bolgeleri olusturmakta ve sinyal iletimi icin daha diigik NGF
konsantrasyonu yeterli olmaktadir (22). TrkA ekspresyonu olmaksizm p75 olgun kemirgen
OL i¢in apoptoz indiikleyici etki gOsterebilmektedir (58). Fakat bu etki olgun insan OL igin
saptanamamugtir (163). p75°in hiicre OliimiinG indiikleyici aktivitesine seramid {retimi,
Niikleer faktor kB (NFxB) ve c-Jun N-terminal kinaz aracilik ediyor olabilir (37, 58, 101).
OL’de TrkA aktivasyonunun p75 aracth hficre 6liimiinli Snlemesi TrkA ve p75 ekspresyon
diizeylerinin NGF’e OL yanitmm belirledigini diiglindtirmektedir (334). TrkA ekspresyonu
olgun OL’de saptanmustir (8, 67) ve NGF farkhlagmig OL’in canhhm arttwmaktadmr (67).

PC12 hiicreleriyle yapilan caligmalar endojen reseptor kinaz (ERK)’larm NGF aracih
canhlik sinyallerine katildigmm diigindiirmektedir (321). Ancak, primer sempatik néronlarda
ERKs’m bir upstream aktivatorii olan MAPK-1’in inhibitSrleri NGF aracih canhh bloke
etmemektedir (71, 307). Giderek artan kamtlar PI(3)K ve Akt’1 aktive eden trofik faktorlerin
cesitli tipte hiicre Sliimlerine kargi koruyucu etki gdsterdigini diiglindiirmektedir (103, 153,
188, 192, 299). PI(3)K sinyallemesi OL’in ve Onclilerinin canlihf i¢in gereklidir (303).
PI(3)K/Akt pro-apoptotik bir protein olan Bad’m fosforilasyonuna neden olmakta ve onun
pro-apoptotik fonksiyonunu baskilamaktadir (76, 80). Seramid, TNF uyarmmuyla iretilen lipid
ikincil sinyalcilerden biridir (156). Seramid PI(3)K’1 downregiile etmekte ve bu da Akt’in
inhibisyonuna ve Bad’m fosforilasyonunun azalmasma neden olmaktadir (344). Ayrica Akt’in
inhibisyonu proteaz aktivitesini inhibe eden kaspaz-9’u fosforile edebilmektedir (54). Akt’m
aktive formlarmin (v-Akt ya da myristoylated Akt) ekspresyonu hiicre canhhinm artmasma
neden olurken, Akt’m dominant-negatif formunun ckspresyonu SD ya da farkhilagma
sirasinda hiicre Slimiini hziandirmaktadir (94). Akt’m NGF’ye bagmh sempatik nSronlarin
canhligmm siirdiiriilmesine aracihk ettii de gosterilmigtir (72, 188, 299). Akt aktivasyonu
mitokondriden sitokrom ¢ sahinmasmu inhibe etmektedir (154). TNFa’mn indiikledigi apoptoz
PC12 hiicrelerinde NGF tarafindan &nlenmektedir (125). TNF, TNF’e direngli hiicrelerde ise
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NFxB aktivasyonunu ve PI(3)K/Akt yolu aracihfiyla Bad fosforilasyonunu uyarmaktadir
(229, 232). Bu bulgu TNF gibi hiicre yiizey 6liim reseptorlerinin hiicre tipine bagh olarak dual
bir etki gosterebilecegini diistindiirmektedir.

4.5.5. Eritropoetin

EPO, 34 kDa agwhgmda, glikoprotein yapida ve 165 aminoasidden olusan
hematopoetik bir biiyime faktdrii-hormon-sitokindir (273). Dolasimdaki EPO eriskinde
bobrekler tarafindan iiretilmektedir. Oysa f5tal yasamda baghca EPO iiretim yeri karacigerdir.
Dolasmmdaki EPO doku oksijenasyonunun regiilasyonunda eritropoezis yoluyla énemli bir rol
oynamaktadir. EPO’in gbrevi kemik ilifinde eritroid ncil hiicrelerin canhhgm, ¢ogalmasm
ve farkhlagmasim arttirarak eritrosit Gretimini kontrol etmektir (273). EPO tretimi hipoksiyle
regiile edilen tek hematopoetik bilylime faktoriidiir. “Knockout” fare ¢ahsmalariyla
gosterildigi gibi EPO ve EPOR fetal yasam igin gereklidir (320). EPOR bulunmayan
knockout fare embriyolarmda giddetli anemi ve kardiyak gelisim defektleri olmakta ve bu
hayvanlar embriyonik 13.5. giinde (E13.5) Slmektedir (320). E12.5°de fetal karaciger,
endokard, miyokard ve beyinde yaygm apoptotik hiicre Sliimii olmaktadir. EPOR yoklugu
beyin geligimini E10.5 kadar erken ddnemde etkilemektedir. EPO ve EPOR’nin beyin
geligimi i¢in de gerekli oldufu bildirilmigtir (338). EPOR knockout fare embriyolarinda
E10.5’de ndral progenitor hiicrelerin sayis1 azalmg ve beyinde apoptotik hilcre 8lim{ artrus

bulunmustur (338).

EPO ilk kez Miyake ve ark. tarafindan aplastik anemili hastalarm idrarindan
saflagtrilnmgtr (210). Insan EPO geni 1985 yilinda izole edilmis ve klonlanmstir (137, 172).
1987 yilnda da rekombinan EPO kronik bdbrek yetmezliginde aneminin tedavisinde
kullamimaya baglanmustir (93). Baslangigta EPO’in 6zgiil olarak ve yalmzca hematopoetik
hiicreler fizerine etk gosterdigi dilsintillirken daha sonralarn EPOR fetal ve eriskin yasamda
gok cesitli hiicrelerde saptanmugtr (Tablo 2). EPO ve EPOR’niin kemirgen ve insan beyin
dokusunda ve kiiltiirde noronlarda ve astrositlerde de saptanmasi ve EPO’in in vivo ve in vitro
degisik hasar modellerinde koruyucu etkisinin gdsterilmesi bu sitokinin hematopoezis dismda
sinir sisteminde de biyolojik rollerinin oldugunu diisiindtirmektedir (273).
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Tablo 2 : Eritropoetin Reseptorii Ekspresse Eden Hiicreler :

Hiicre Tipi
Karaciger stroma hiicresi

Endotel hiicresi

Diiz kas hiicresi

Kardiyomiyosit

Enterosit

Plasental sinsisyotrofoblast

MSS hiicreleri

Noronlar
Aminerjik

Kolinerjik
Astrositler

Testikiiler Leydig hiicresi

Schwann hiicresi

Eritropoetinin Etkisi Kaynaklar
Mitojenik 223
Mitojenik 9,11, 12, 32, 55-57
Kalsiyum mobilizasyonu 171, 216, 248, 308
Endotelin-1 yapmmu ve salmim 171, 216, 308, 326
Anjiojenik yanit
VEGEF ile sinerjistik etkiler
Kalsiyum mobilizasyonu 10, 212
Kasilma
Mitojenik 310, 320
Geligimsel etkiler
Migrasyon 144, 224
Apoptotik hiicre 6liimiiniin azalmasi

257
Kalsiyum mobilizasyonu 158, 185, 186

213

Monoamin konsantrasyonu artig1

Kolinasetil transferaz aktivitesi artis1 284

trofik etkiler
Apoptotik hiicre Sliimiiniin azalmasi
Testosteron salgilanmasmin artisi =~ 99, 100, 206
? 52

4.5.5.1. Sinir Sisteminde Eritropoetinin ve Eritropoetin Reseptbriiniin Oksijene

Bagimh Ekspresyonu

Beyin de dahil olmak iizere gogu dokuda EPO gen ekspresyonu “hypoxia-inducible
factor-1” (HIF-1) tarafindan regiile edilmektedir (273). Hipoksi gibi cesith stressorler HIF-1°1
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aktive etmektedir. EPO gen ekspresyonu doku tipine 6zgiil bir bigimde ve en giicli olarak
bobrek ve beyinde indiiklenebilmektedir. Oysa uterusta EPO mRNA yalmzca 8strojenin
varhmnda indiiklencbilmektedir (65). Ilging olarak beyinde kendisi de noroprotektif etki
gosteren 17B-Gstradiol hipoksinin EPO mRNA ekspresyonu iizerine etkisini arttirmaktadir
(65). EPO ve EPOR mRNA hipokampal néron kiiltiirlerinde hipoksi ile indiikklenebilmektedir
(167). Hipoksi in vivo da EPO mRNA ekspresyonunu uyarmaktadir. Hipoksiye (% 8 oksijen)
2 saat maruz birakilan siganlarda hipokampal EPO ve EPOR ekspresyonu belirginlesmektedir.
Beyinde anemik stres sonrasinda da EPOR gen ekspresyonu indiiklenmektedir (66). Orta
beyin arterinin tikanmasmdan sonra iskemik penumbra alaninda EPOR gen ekspresyonunun
arttif bildiritmigtir (253). EPOR mRNA ekspresyonu artigt nronal EPOR proteini yapimma
da yansimmaktadir ve hipoksiye maruz brakilmis hipokampal ndron kiiltiirlerinde noronal
uzantilarda belirgin olarak ekspresse olmaktadir. Insan beyin infarkt: Srneklerinde de noronal
uzantilarda benzer EPOR ekspresyonu artisn saptanmugtir (272). Hipoksiye maruz brrakilan
sican hipokampal néronlarmda EPOR eckspresyonu artigmin ekzojen EPO kullanmiyla
azalmamasi EPOR bedefli klinik tedavi yaklagimlarmm endojen EPO néroprotektif
sisteminde yanitsizlia yol agacag diigiincesini zayiflatmugtir (167).

4.5.5.2. Beyinde Eritropoetin ve Eritropoetin Reseptir Ekspresyonu: Gelisim
Sirasinda ve Hasardan Sonra Degisen Ekspresyon

Insan embriyolarmda farkhlasmamig néroepitelyal hiicreler hem EPO hem de EPOR
ekspresse etmektedir (143). Ekspresyon Ornedi geligimin daha ge¢ evrelerinde farkhhik
gostermektedir. Geg fetal yasam doneminde EPO astrositlerde, EPOR noronlarda ekspresse
edilmektedir (143). Erigkin insan beyninde ise ndronlarda ve astrositlerde yalmzca zayf EPO
ve EPOR ekspresyonunun oldugu bildirilmigtir (143, 272).

Insan beyninde iskemi ve/ya da hipoksi sonrass EPO ve EPOR ekspresyonunun
aragtinidif bir cahgmada inmeden sonraki ilk bes giinliik akut donemde EPO’in vaskiiler
dokuda ve inflamatuvar hiicrelerde, EPOR’nlin infarkt alaninda ve peri-infarkt alanmda kan
damarlarmda ve nbronal ve astrositer uzantilarda gériildtigd bildirilmigtir (272). Daha eski
infarkt dokularmda (18. giinden sonra) EPO ve EPOR ekspresyonu en giiclii olarak reaktif
glia hiicrelerinde saptanmustir. Akut hipoksik beyin hasarinda kan damarlarmda FPO ve
ndronal uzantilarda EPOR giglii ekpresyon gOstermektedir. Noronal uzantilarda EPOR
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ekspresyonunun artisi ndronlarim metabolik stres alimda EPO’e yantimn artigm yansitiyor
olabilir. Inmeden sonra uzun stireli hipoksi astrositer EPO iiretiminde siiregen bir artisi
indiiklemektedir (272). Bu durum tekrarlayan hipoksik/iskemik olaylarda hizla mobilize
edilebilen astrositer bir EPO kaynagmm varhim dislindtirmektedir ve iskemi sonrasi
edinilmig bir relatif iskemik toleransi yansitiyor olabilir.

4.5.5.3. Eritropoetinin Noroprotektif Ozellikleri

Degigik bafimsiz aragtirma gruplar1 EPO’in kiiltirde néronlar1 glutamat ve AMPA
toksisitesine kars1 korudugunu (29, 213, 270) ve kemirgen stroke modellerinde iskemik
ndronal hasan ve ndrolojik disfonksiyonu azalttigim (29, 41, 253, 254) gostermistir.

Sistemik EPO uygulamas: sercbral iskeminin yamsira spinal iskemi (75), subaraknoid
kanama (6, 120), omurilik travmasi1 (118), mekanik kafa travmasi, eksitotoksik hasar ve néro-
inflamasyon modellerinde de koruyucu etki gostermektedir (41). EPO’in farelerde 1-methyl-
4-phenyl-1,2,5,6-tetrahydropyridine (MPTP) ile indiklenen Parkinsonizm modelinde
noroprotektif etkisi gosterilmigtir (113). iskemik hasardan sonra beyin dokusunda EPO ve
EPOR gen ekspresyonunda belirgin degisiklikler oldugu bildirilmistir (29, 253). Endojen
EPO’in soluble EPOR ile nétralizasyonu ekzojen EPO’in glutamat toksisitesine kars
koruyucu etkisini dnlemekte (213) ve in vivo iskemik beyin hasarim arttwrmaktadir (254). Bu
bulgular EPO’in ndroprotektif etkisinin 6zglilliijiinii gdstermektedir.

4.5.5.4. Eritropoetinin Protektif Etkisinin Mekanizmaian

EPOR sitokin reseptdr sliperailesine aittir ve bu aileye ait molekiillerin kullandi
hiicre i¢i sinyalleme mekanizmalan ayrntih olarak bilinmektedir (273). EPO reseptdriine
baglandiginda EPOR homodimerize olmakta ve reseptore bagh janus tirozin kinaz-2 (JAK-2)
otofosforilasyona ugramaktadir. JAK-2 aktivasyonu birkag down-stream sinyalleme yolunun
fosforilasyonuna yol agmaktadir (77, 273) (Sekil 3):

1. Ras-MAPK

2.PI(3)K

3. “Signal transducers and activators of transcription” (Stat)-5 transkripsiyon faktorit
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EPO reseptorii

Niikleus

Gen ekspresyonu/ Noroprotektif
genler

Sekil 3. Eritropeetin ve hiicre ici sinyalleme mekanizmalan (273)

Hedef hiicrede EPOR uyannunin net etkisi proliferasyon, apoptotik hiicre 6limiiniin
inhibisyonu ve eritroblastlara 6zgil olarak hiicre farkhlagmasidir. Hematopoetik hiicre
hatlarmda tammianan EPO sinyalleme yollanimn noronal hiicrelerde de fonksiyonel oldugu
gosterilmigtir (271). Bu sinyalleme yollan EPO’in noroprotektif etkisini gostermesi igin
gereklidir. Cunkii MAPK ve PI(3)K yollanmin spesifik inhibitorleri EPO’in hipoksi ile
indiiklenen hiicre olimine karyi koruyucu etkinlifini biyik Slgiide 6nlemektedir (271). Son
zamanlarda NFxB yolunun da EPO’in noroprotektif etkisine aracilik ettifini dugtndiren in
vitro bulgular bildirilmigtir (77, 83).

Deneysel fokal ya da global serebral iskemi modellerinde EPO tedavisinin apoptotik
néron Olimiinii azaltmast EPO’in néroprotektif etkisine anti-apoptotik etkinin de aracihk
ettifini diigindiirmektedir (254, 271). Endojen tretilen EPO’i nétralize etmek igin salgilanmg
durumdaki EPOR’niin intrahipokampal verilmesi global serebral iskemi modelinde CAl



bdlgesindeki ndronlarin yaygm apoptotik dliimiine yol agmaktadir (254). Bu bulgu endojen
EPQ’in intrinsik anti-apoptotik etkisini gbstermektedir. Sigan spinal motor ndron kiiltliriinde
EPO, SD ya da kainik asid ile indiiklenen apoptotik hiicre liimiin{i inhibe etmektedir (271).
Bu modelde koruyucu etki gosterebilmesi i¢in EPO’in hasardan 24 saat 6nce verilmesi
gerekmektedicr ve bu bulgu EPO’in anti-apoptotik etkisini gOsterebilmesi igin gen
ekspresyonunun gerekli oldugunu gostermektedir. Bu kogullarda kiiltiir ortamunda hasar
olustuktan sonra EPO bulunmasa da hasardan 24 saat dnce uygulanan EPO’in koruyucu
etkinlifi 3 giin stirmektedir. Yeni cahgmalar ile EPO’in anti-apoptotik proteinler olan Bcl-2
ve Bcl-xl ekspresyonlarim in vitro ve in vivo arttirdi1 g6sterilmistir (83, 313).

EPO’in ndronlan koruyucu etkisi dogrudan hiicre canhhifim etkilemesiyle smirh
degildir. EPO Kkiiltiir kosullarmda ndrotrofik etki de gOstermektedir (157, 271, 284). Bu
nérotrofik etki EPO’in in vivo uzun slireli ndroprotektif etki de gdsterebilecegini
dogtindiirmektedir. Eski iskemik lezyonlarda reaktif astrositlerin EPO imminreaktivitesi
gOstermesi EPO’in rejeneratif ve uzun siireli koruyucu etkisi agismdan Snemli olabilir (272).

EPO’in noroprotektif etkisine anti-apoptotik ve norotrofik etkilerinin yamsira baska
etki mekanizmalar1 da katkida bulunuyor olabilir. Bunlar EPO’in antioksidan ve anti-
inflamatuvar etkileri ve hiicre igi kalsiyum metabolizmas1 ve NO olusumu {izerine modiile
edici etkiler ve glutamat salmimmin inhibisyonu (151) olabilir. EPO néronal hiicre hatlarinda
voltaja bagmnh kalsiyum kanallarnnin aktivasyonu aracihfiyla hiicre canhhfmi modiile
etmekte (158) ve ndronlarm glutamat toksisitesine direncini arttrmaktadir (213). Bu modelde
glutamat toksisitesi hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun artigina bagunh degildir ve NO-
aracih serbest radikaller aracihifiyla oluyor gibi goriinmektedir (213, 214). Bu nedenle NO
aracth serbest radikal olugumunun baskilanmasin ya da NO toksisitesinin antagonize
edilmesinin EPO’in noroprotektif etkisinin temelinde bulundugu ileri siirlilmiistiir (254).
Global serebral iskemi modelinde EPO’in NO olusumunu in vivo inhibe ettigi bildirilmigtir
(48).

EPO, eritrositlerde lipid peroksidasyonunun inhibisyonu ve sitozolik katalaz ve GPX
enzim aktivitelerinin restorasyonu aracihfiyla oksidatif hasara karsi koruyucu etki
gostermektedir (64). EPO kiiltlir ortaminda fare astrositlerinde GPX {iretimini anlamh ve doza
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bagmmh olarak uyarmaktadir (114). MPTP ile indiiklenen deneysel Parkinsonizm modelinde
substantia nigra bdlgesine uygulanan EPO, MPTP ile indiiklenen GPX azalmasim
diizeltmektedir (114). Bu bulgular EPO’in ndrodejeneratif siireglerde koruyucu etkisinin
mekanizmalarmdan  birinin  anti-oksidan savunma sistemini giiclendirmesi oldugunu
diigiindlirmektedir.

Deneysel kafa travmasmm sican modelinde sistemik EPO tedavisinin inflamasyonu
azalttify gosterilmigtir (41). Bu bulgu EPO’in anti-inflamatuvar bir etkisinin de olabilecegini
diigtindirmektedir. EAE modelinde sistemik EPO tedavisi klinik tabloda belirgin iyilesmeye
yol agmustir (41). Fakat bu caliymada EPO’in inflamasyon ve OL Oliimii izerine etkisi
degerlendirilmemigtir. Ayrica bugiine kadar EPO’in ir vitro OL hasarim 6nleyip 6nlemedigi
aragtinlmamg ve OL’de EPOR’niin varhf: bildirilmemistir. Insan OL kiiltiirlerinde EPO ve
EPOR saptanamamugtir (215). Fakat kemirgen OL kiiltiirleriyle yapilan bir ¢aliyma heniiz
yaymlanmamgtir. Yeni bir ¢alisma, sigan spinal travma modelinde spinal beyaz cevherde geg
donemde gorillen apoptotik OL Oliimfin{i sistemik ve kronik EPO tedavisinin tamamen
Onledigini gbstermistir (118). EPO’in bu etkisinden sorumlu oldugu diiglintilen mekanizmalar
NO iiretimini baskilamasi, anti-inflamatuvar etkisi ve dogrudan anti-apoptotik etkisidir.

Neovaskiilarizasyonun uyarilmast EPO tarafindan aktive edilen bir bagka koruyucu
mekanizma olabilir. Bu yolla EPO, metabolik olarak hasara ugrayan dokuda perfiizyonu
korumaya yardimci olabilir. Beyin endotel hiicreleri EPOR ekspresse etmektedir (326) ve
EPO uygulamasma proliferasyon ile yamt vermektedir (326). EPO tedavisinden sonra
uyarllmi anjiogenezisin varhffy in vivo ve in vitro deneylerde saptanmistr (248). Sigan
subaraknoid kanama modelinde EPO’in beyin kan akim otoregiilasyonunu normalize ettigi
saptanmugtir (277).

EPO’in in vitro ve in vivo olarak ortaya konan bir baska etkisi de ndronal dncii
hiicrelerin goZalmasim uyarmasidir (nérogenezis) (267, 338). EPO’in bu etkisi de &zellikle
kronik hastahk modellerinde ve kronik EPO uygulamasmda ndroprotektif etkisine katkida
bulunuyor olabilir. Fakat EPO’in OL &6nciisli hiicrelerin ¢ogalmasi, canhh@i ve farkhlasmasi
{izerine etkileri hentiz aragtiriimammstir.



4.5.5.5, Eritropoetinin insanda Néroprotektif Bir Ajan Olarak Kullapim

Yukarida 8zetlenen literatiir bilgisi EPO’in gogul ndroprotektif mekanizmalara sahip
bir ajan oldugunu gostermektedir. Ayrica EPO ve EPOR’niin insan MSS’de ekspresse olmast
(142, 143, 272) ve EPO’in milyonlarca hastada gok iyi tolere edilerek kullanian bir ilag
olmas: nedeniyle bu ajann nSroprotektif amaglarla klinik uygulamaya girmesi olasihig
yiiksek goriinmektedir. EPO’in ndroprotektif amagla klinik uygulamada kullanim akut (inme)
ve kronik (Parkinson hastalii, AH, amyotrofik lateral skleroz) ndrodejeneratif hastahklardan
MS gibi demiyelinizan hastaliklara ve gizofreni gibi psikiyatrik hastaliklara kadar genis bir
kullanim alanmm kapsayabilir (273).
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5. Gereg ve Yontemler

5.1. Geregler

Bu tez gahymasmda kullamlan laboratuvar gerecleri sunlardir : Karbondioksid
enkiibatori, enkfibatdr, faz-kontrast mikroskop, floresan mikroskop, 15tk mikroskobu, image
analyzer, thermal cycler, laminer flow kabinet, Enzyme-linked Immunoadsorbent Assay
(ELISA) plak okuyucusu, Eagle eye, elektroforez aygmi, giic kaynag, santrifiii, derin
dondurucu (- 20 ve - 70°C), likid nitrojen tanki, buzdolabs, Pasteur firmi, otoklav, cytospin
aygity, spektrofotometre, shaker, aspirat6r, hibridizasyon firi, mikrodalga firm, heater, hot
plate, pHmetre, hassas terazi,

5.2. Deney Hayvanlan
Bu tez cahgmasmda BALB/c susu yenidogan fareler kullamildi Deney hayvanlar
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlann Laboratuvarlarinda standart
kosullarda beslenmekte ve barmdirnitmaktadir. Fareler APEC fare kafeslerinde ve standart yem
ve suya serbestce erisebilecekleri kosullarda tutuldu. Cahgma i¢in Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Fakiiltesi Etik Komitesinden etik kurul onayr alinda (23.2.1999 tarihli ve 99/02-03 sayih
karar).

N20.1 fare transforme immatiir oligodendroglial hiicre hatt1 primer olarak Kaliforniya
Universitesinden Dr. Anthony Campagnoni tarafindan gelistirilmistir (305). Bu tez ¢alismas:
igin N20.1 hiicre hatt1 Paris Universitesinden Dr. Monique Dubois-Dalc’tan saglands.

5.3. Hiicre kiiltiiri (primer kiiitiir, N20.1)

5.3.1. Lamellerin Hazarlanmasi

IF boyama igin 18 x 18 mm boyutta cam lameller kullamidi Lamellerin temizligi su
basamaklar izlenerek yapilds :

1. Bir beher igine alnan lamellerin fizerine 6 N hidroklorik asid eklendi ve bir saat
¢ekerocakta bekletildi.

2. Lameller daha sonra ¢esme suyu ile yrkkands.

3. 10 dakika kadar sonifikasyon yapilds.

4. % 70°lik alkol ile birkac kez yikama yapildi.

5. Lameller % 100 alkol igerisine konularak biitiin gece bekietildi.
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6. Lameller ertesi giin alkolden ¢ikanlarak distile su ile yikand:
7. Pasteur firmmmda kuru sterilizasyon yapilds.

5.3.2. Kiltiir Kaplan

Mikst glial kiilttirler igin 75 cm®lik kiltiir flasklar1 (Greiner), N20.1 kiiltiirleri icin 25
ve 75 cm®lik kiiltiir flasklari, apostain boyamas: igin 6 kuyucuklu kiltiir plaklan (Greiner),
MTT ve LDH testleri i¢in 24 ya da 96 kuyucuklu kiiltiir plaklar1 (Greiner), IF boyama igin ise
35 mm’lik kiiltiir petri kaplar: (Greiner) i¢ine konulan lameller kullamld.

5.3.3. Kiiltiir Kaplarnin ve Lamellerin Polilizin fle Kaplanmas:

Kiltiir kaplarmm ve lamellerin kaplanmasinda poli-i-lizin (PLL) ya da poli-p-lizin
(PDL) (Sigma) kullamld:. 10 pg/ml konsantrasyonda PDL ya da PLL eklenen kiltiir kaplar
ve lameller laminer flow kabinet altinda bir saat sfireyle bekletildikten sonra kaplama
malzemesi gekilerek kiiltiir kaplan ve lameller birkag kez steril, distile su (Biochrom KG) ile
yikandi. Ardindan laminer flow kabinet altinda kiiltlir kaplarmin kapaklan agik birakilarak
kurutuldu ve agizlar1 parafilm ile sarilarak hiicrelerin ekimine kadar saklands.

5.3.4. Deney Hayvanlarmdan Beyin Dokularmmin Cikanlmas

Primer OL kiiltiirlerinde her bagmmsiz deney igin bir anneden yeni dogan biitiin
yavrular kullamldi. Deney giiniinden bir giin 6nce deneyde kullamlacak cerrahi aletler, siseler
ve naylon filtreler otoklav ile sterilize edildi. Beyin dokularmin ¢ikariimasi Deney Hayvanlar:
Laboratuvarinda bulunan laminer flow kabinet altinda gergeklestirildi. Bu islemden &nce
kabinet UV lambasi en az 15 dk kadar agik tutuldu. Yenidogan fare yavrular, % 70°lik alkol
ile yikandiktan sonra steril bir makas ile bag aynlarak sakrifiye edildi. Bir bagka steril makas
ile bag derisi kesilerek yanlara ayrildi ve kafatasina erisildi. Uglincti bir steril makas ile
kafatas1 agildi. Beyin steril bir spatiil ile almarak steril gazh bez tistiinde yuvarlandi. Bu iglem
kiitiirlerde fibroblast kontaminasyonu kaynafi olabilecek meninkslerin ve biiylik kan
damarlarmin uzaklastinlmasim saflamaktadir. Beyin dokularnn daha sonra sofuk (buz
iizerinde) transport (tagima) ortaminm igine konuldu. Bu transport ortami % 10 oraninda ve
istyla inaktive edilmig (56°C sicaklikta su banyosu iginde 30 dk tutularak) fetal dana serumu
(Biochrom KG) ve %1 antibiyotik (penisilin-streptomisin) igeren Dulbecco’s Minimal
Essential medium (DMEM)/F12 kiiltdr ortamindan (Biochrom KG) olugmaktadir.
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5.3.5. Beyin Dokusunun Dissosiasyonu

Beyin dokularmin dissosiasyonu Tibbi Biyoloji ve Genetik AbD’da bulunan laminer
flow kabinet altinda gergeklestirildi. Bu iglemden 6nce kabinet UV lambasi en az 15 dk agik
tutuldu. Beyin dokular steril penset ile tagima ortamindan almarak buz iizerine konulan steril
35 ya da 60 mm’lik petri kaplarma aktanldi. Dokularmn {izerine kurumamalan i¢in az miktarda
soguk ve taze kiiltlir ortamu eklendi. Dokularda kalmug olabilen kan damarlan steril penset ile
temizlendikten ve killtlir ortamiyla yikandiktan sonra bir bagka steril petri kabma aktarildi
Daha sonra beyin dokulan iki steril bistiiri ile | mm®**den biiyiik olmayacak bigimde pargalara
ayrild: (“mincing” iglemi). Daha sonra beyin dokusu pargalart 140 pm aralkh steril ve 50
ml’lik beher lizerine gerilmis naylon filtreden (Millipore) siiziildi. Siizme isleminden Snce
naylon filtre az miktarda kiiltlir ortamiyla islatildi. Siizme iglemi sirasinda steril 2 ml’lik bir
plastik enjektoriin piston boliminiin arkasi ile doku pargalarna hafifce mekanik baski
uygulands. Naylon filtre {izerine ara ara kiiltiir ortamu eklenerek doku pargalarmm filtreden

gegisi kolaylagtirids.

Yukarida tammlanan mekanik dissosiasyon isleminin yamsira 6n deneylerde ek olarak
enzimatik dissosiasyon teknifi de uygulanmugtr. Bu amagla doku siispansiyonu mincing
agamasindan sonra igerisinde manyetik stir bulunan steril sigelere aktarildi ve esit hacimde %
0.05’lik Tripsin-EDTA soliisyonuyla (Biochrom KG) kargtirlarak oda sicakhpinda 15 dk
kadar siireyle enkiibe edildi. Enkiibasyon igleminin sonunda doku siispansiyonuna serum
iceren kiiltlir ortamn eklenerek tripsinin etkisi sonlandinldi ve siseden alman doku
slispansiyonu yukanida tammlandify gibi filtreyle sfiziildi. Orijinal deney protokoliinii
tammlayan yazarlara gore enzimatik dissosiasyon basama@ elde edilen hiicre sayis1 ve
canlihfa acismdan ek bir olumlu katki saglamadifi gibi mekanik dissosiasyon y&ntemiyle
hilcre eldesi daha fazla olmaktadir (78). Enzimatik dissosiasyon igleminin diger dezavantajlari
ise dokuda kalabilen damar yapilarmdan enzimatik sindirimle aynlan fibroblastlarm glia
kiiltliriini kontamine edebilmesi ve enzim igleminin hiicre yiizey antijenlerinin ve
molekiillerinin ekspresyonunu baskilayabilmesidir (23, 147). Bu gerekgelerle esas deney
asamalarmda enzimatik dissosiasyon basamag uygulanmad.
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5.3.6. Mikst Glial Hiicre Kiiltiirlerinin Kurulmas:

Stizme igleminin ardmdan beherde toplannmg olan doku stispansiyonu 12 ml’lik steril
santriftij tiliplerine aktarildi ve +4°C sicakhkta, 200 g devirde, 5 dk siireyle santrifiij edildi.
Santriflij isleminin ardindan siipernatant atilarak tliplerin dibinde bulunan pellet 37°C
sicakhia getirilmis kiltfir ortamiyla resiispende edildi. Onceden polilizin ile kaplanmug 75
cni®’lik kiiltiir flasklarma 3 beyin/flask/10 ml kiiltéir ortamn yogunlukta ekim yapilds. Bu ekim
yogunlugu yiikksek bir degerdir ve oligodendroglial hiicre soyundan olan hiicrelerin mikst glia
killttirlinde gelisimi igin Snemli goriinmektedir (78). Kiltlir kaplan 37°C sicaklifa ayarlanmus,
nemli ve %5 oraninda karbondioksid igeren karbondioksid enkiibatSriine konuldu. Hiicrelerin
kiiltiir kabina yapismas: i¢in kiiltlir flasklan1 ekimden sonraki ilk iki giin yerinden oynatilmadi.
Kiiltlirlerin ortamn 3. giin taze kiltiir ortamyla degistirildi. Bu islem daha sonra her iki giinde
bir tekrarlandi. Kiiltir ortammn bilesimi daha 6nce belirtilen tasima ortaminm bilegimiyle
aymdir. Kiltlirler her giin makroskobik olarak (ortam rengi, kontaminasyon agisindan) gozle
ve her besleme giiniinde mikroskobik olarak faz-kontrast inverted mikroskop altinda
hiicrelerin geligimi, kiiltlirlerin sikigikik (confluency) durumu ve kontaminasyon agismdan
degerlendirildi.

5.3.7. Sallama-aderans Ydntemiyle Saf Oligodendrosit Kiiltiirlerinin Kurulmas:

Mikst glial hiicre kiiltlirlerinin ekimden sonraki 6. giinde sikipifa yakin (near-
confluent) bir durum aldifs ve zemindeki gri astrosit tabakasmm {izerinde faz-karanhk,
yuvarlak ve bipolar kii¢lik uzantilan olan OL Oncilsti hiicrelerin (pre-OL) ortaya ¢iktifn
g6zlenmektedir. 8.-9. giinlerde kiiltlirler tamamen sikigkk duruma gelmekte ve pre-
oligodendroglial hiicrelerin sayis1 belirgin olarak artmaktadir.

Mikst glia kiiltiirlerinden oligodendroglial hiicrelerin ayngtnimasmda kullanilan
sallama-aderans yOnteminin ilkesi farkh tipte glial hiicrelerin kiiltlir kabma aderans
Ozelliginin farkh olmasma dayanmaktadwr. Sallama islemiyle astrosit tabakasmm {izerinde
bulunan ve gevgek tutunmug pre-oligodendroglial hiicreler, mikroglial hiicreler ve mitoz
evresinde bulunan astroglial hiicreler ayrilarak yiizer duruma gegmektedir. Sallama igleminin
hiz1 ve siiresi arttnlirsa elde edilen hiicre sayis1 OL popiilasyonunun safimin azalmas1
pahasma artmaktadw. 9. giinden sonraki dénemde yapilan sallama iglemlerinde zemindeki
astrosit tabakasindan da ayrilma olabilmektedir. Ayrica mikst glia kiiltiirlinde astrositlerden
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saliman trofik faktSrlerin destegiyle zaman igerisinde farkhlagma siireci ilerleyen
oligodendroglial hiicrelerin alttaki astroglia tabakasma yapigma giicli artmaktadir ve sallama
islemiyle ayrilmalar1 zor olmaktadir ya da astrosit tabakasiyla birlikte ayrilmaktadir.

Sallama igleminden sonra ylizer duruma gegen hiicreleri igeren hiicre siispansiyonu
kaplanmamus petri kabma aktanldiginda mikroglial hiicreler aderans &zelliklerinin giichi
olmas1 nedeniyle lwzla kiiltlr kabmna yapigmaktadir. Astroglial hiicrelerin aderans ozelligi
mikroglial hiicrelerinkinden daha zayiftir, fakat oligodendroglial hiicrelerinkinden daha
gliclidiir. Bu nedenle aderans iglemi ne kadar uzun tutulursa elde edilen (yiizer durumda
kalan) oligodendroglial hiicre popiilasyonunun safhfi hiicre eldesinin az olmasi pahasma
ytiksek olmaktadir.

Orijinal olarak ik kez yenidogan sigan OL kiiltlirli icin tamimlanan sallama-aderans
yOntemi (78) daha sonra bagka birgok arastirmaci tarafindan modifiye edilerek hem yenidogan
sican, hem de yenidogan fare OL kiltlirlerinin kurulmasmda kullamlmistir. Bu tez
calismasinda uygulanan sallama-yapigma yOnteminin ayrmtilani basamak basamak agagida
sunulmugtur :

1. Ekimi izleyen 8. ya da 9. glinde mikst glia klttirlerinin ortamm taze kiiltiir ortamiyla
yenilendi.

2. Kiiltiir flasklarimn kapaklar: sikica kapatilarak parafilmle sarild.

3. Kiiltiir flasklan ortam sicakhigi 37°C’ye ayarlanmms shaker aygitina yerlegtirildi.

4. 150 rpm devirde 30 dakika siireyle sallama islemi uygulandi.

5. Sallama isleminin ardindan ylizer duruma gegen hiicreler toplandi ve killtiirlere taze
kiiltiir ortanm eklendi. Faz-kontrast inverted mikroskop altmda incelenen kiiltiirlerde pre-
oligodendroglial hiicrelerin bir bSliimiiniin astrosit tabakasmdan ayrilmig oldufu gozlendi.
Kiiltiirler enkiibatore geri konuldu. Bu mikst glial kiltiirlerde pre-oligodendroglial hiicreler
astrosit destegiiyle bir-iki giin iginde tekrar gogfalmakta ve sallama-yapigma yontemiyle tekrar
toplanabilmektedir.

6. Hiicre siispansiyonu 30 pm arabklan olan steril naylon filtreden (Millipore)
stiziildii. Bu iglem sallama sonrasi ylizer duruma gegebilen astrosit kiimelerinin filtrede
kalarak hiicre slispansiyonundan ayrigtiriimasim saflamaktadr.
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7. Stizme igleminin ardindan santriftij tlplerine akiarilan hiicre slispansiyonu +4°C
sicaklikta, 200 g devirde, 5 dk siireyle santrifilj edildi.

8. Santriflij igleminin ardindan sfipernatant uzaklagtmlarak tiiplerin dibinde bulunan
pellet 37°C sicakhga getirilmis kiltir ortammyla restispende edildi. Siipernatant, olabilecek
hiicre debrislerinin uzaklagtirilmas1 amaciyla 0.45 pm’lik filtreyle siiziildi ve daha sonra
mikst glia-conditioned media (MGCM) olarak kullamldi. Bu slizme igleminin amaci debrisleri
uzaklagtrrmaktir. Kiltiir ortamm ve MGCM 1:1 oraninda kanstirlarak ekim ortaiqm olarak
kullamldi. Hiicre siispansiyonu 4-5 ml hacimde 60 mm’lik steril petri kabma aktarifarak 37°C
sicakhfa ayarlanmuy, nemli ve %5 oranmnda karbondioksid igeren karbondioksid
enkiibatSriine konuldu.

9. 15 dakika enkilbasyon sfiresinin ardindan petri kab1 faz-kontrast inverted mikroskop
altmda incelendi ve hiicrelerin bir bSliimliniin kiiltlir kabmna yapismus oldugu (mikroglia ve
astrosit), bir boliimfiniin ise yilizer durumda oldufu (egemen olarak pre-oligodendroglial
hiicreler) gézlendi.

10. Yiizer durumda bulunan hiicreler tiibe aktarilarak yapisma islemi sonlandirildh ve
hiicre saymm yapildi. Hiicre saymm ve hiicre canlilifinn degerlendirilmesi igin 0.2 ml hiicre
slispansiyonu 6rnegi 0.4 ml fosfath tampon soliisyonu (phosphated buffer solution; PBS) ve
0.4 ml % 5’lik tripan blue soliisyonuyla kangtiriidi. Bu kariimdan pipetle Thoma lamina
ahnan 1-2 damla Srnekten hiicre saymm yapilds.

11. Pre-oligodendroglial hiicre siispansiyonundan &nceden polilizin ile kaplannug
kiiltiir kaplarma ya da lamellere ekim yapild LDH ve MTT testleri igin 24 ya da 96
kuyucuklu kiiltiir plaklarma, apostain boyamasi igin 6 kuyucuklu kiiltiic plaklarma, IF boyama
icin 35 mm’lik petri kaplan iginde bulunan lamellere, RT-PCR incelemesi igin ise 25 cm®’lik
kiilttir flasklarma ekilen hiicreler kullamidi. Ekim yoguntugu 24 kuyucukiu plaklar icin 10°
hiicre/cm’ /kuyucuk/ml, 96 kuyucuklu plakiar igin 5 x 10* hiicre/kuyucuk/200 pl, 6 kuyucuklu
plaklar igin 5 x 10° hiicre/kuyucuk/2 ml, 25 cm®lik kiltiir flasklari igin 2 x 10° hiicre/flask/ 5
ml olarak ayarlandi. Lamellere ise 10* hilcre/lamel/ 0.5 ml yogunlukta ekim yapild.

5.3.8. Mikst Glia Kiiltfirlerinden Astrosit Kiiltiirlerinin Hazirlanmas:
EPOR mRNA ekspresyonunun RT-PCR yéntemiyle degerlendirilmesinde ve IF anti-
EPOR boyama deneylerinde pozitif kontrol hiicre olarak bazal EPOR protein ve mRNA
ekspresyonu gosteren astroglial hiicreler kullanildi. Bu amagla fare mikst glia kiilttirlerinden
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astrosit izolasyonu yapildi Kisa siireli sallama ydntemiyle mikst glia kiiltiirlerinden OL
izolasyonu yapildiktan sonra kiiltiirlere taze kiiltlir ortamm konuldu ve sallama iglemi 24 saat
daha siirdiiriildii. Bu islemin amaci kisa siireli sallama isleminin ardindan kiltiirlerde kalan
OL hiicrelerinin uzaklagtirilmasidir. Uzun siireli sallama iglemi bittikten sonra ylizen hiicreler
uzaklagtiriidi ve kiiitiirler kalsiyam ve magnezyum icermeyen Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS) (Biochrom KG) ile bir kez yikkandi. HBSS uzaklagtirildiktan sonra kiiltiir flasklarina
tripsin-EDTA sollisyonu konularak 37°C sicakhkta birkag dk enkiibe edildi. Faz-kontrast
mikroskop altinda hiicrelerin kiltlic kabmdan ayrildif: izlendi. Bu arada kiilttir kaplarmn’
altma vurularak ayriima iglemi gabuklagtirildi. Hiicrelerin ¢ogu kiiltiir kabindan aynildiktan
sonra killtlir kaplarma tripsini inaktive etmek amaciyla serum igeren kiiltiir ortamn eklendi.
Hiicre siispansiyonu santrifiij tiipiine aktarilarak santrifiije edildi. Santrifiij islemi sonunda
siipernatant atildi ve pellet kiiltiir ortamiyla reslispende edildi. Hiicre saymm yapilarak
kaplanmamis 75 cm®’lik kiiltlir flasklarina 3 x 10° hiicre/flask/ 10 ml yogunlukta ekim yapildy
Astrosit kiiltiirleri 3 glinde bir ortamlant defistirilerek ve sikigik duruma geldiginde 1:4
oraninda yeni kiiltlir flasklarina pasaj yapilarak stirdiirildii. Astrosit killttirlerinin safhg: anti-
GFAP IF boyamas:1 yapilarak degerlendirildi. EPOR ekspresyonunun mRNA diizeyinde
degerlendirilmesi igin hiicreler 25 cm®lik kiltiir flasklarma, IF boyama igin ise PDL ile
kaplannus lamellere ekildi.

5.3.9. N20.1 Hiicre Hatt:1 Kiiltiirii

Yenidogan fare beyninden elde edilen primer OL kiiltiirlerinin yamsira deneylerde fare
transforme immatiir oligodendroglial hiicre hatt: olan N20.1 hiicreleri kullamidi. Ozellikle
molekiiler biyolojik yOntemler i¢in ¢ok sayida hiicrenin gerckmesi nedeniyle primer OL
kiltlirleri yamsira bu hiicre hatt1 da kullamlmugtir. Hiicre hattimn bir bagka avantaji da hiicre
toplulugunun saf olmasidir. Her ne kadar primer OL kiltlirlerinde de saflik oranmin yiiksek
oldugu anti-GalC IF boyamasiyla gOsterilmisse de hiicre hattmmn safifs daha yiiksektir.
Ancak hiicre hattinm bir dezavantaji bu hiicrelerin transforme olmalan nedeniyle uzun stireli
pasajlar sonras: k6ken aldiklar1 primer hiicrelerden farkh fenotipik ozellikler gosterebilmesi
ve primer hiicrelerin sahip oldugu fenotipik ozellikleri kaybedebilmeleridir. Ancak bu
¢ahgmada N20.1 hiicrelerinin GalC ekspresyonu gosterdigi IF boyama yontemiyle gosterildi.
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N20.1 hiicre hatti kiiltirleri icin DMEM/F12, % 10 fetal dana serumu ve % 1
gentamisin iceren kiltir ortam kullamidi. Bu kiltiirler 34°C sicaklifa ayarlanmg
karbondioksid enkiibatoriinde tutuldu. N20.1 kiltirleri iki giinde bir taze kiltiir ortamyla
beslendi ve sikigifa yakin duruma geldiginde tripsin-EDTA muamelesiyle kiltiir kaplarindan
kaldinlarak 1:4 oramnda pasaj yapildu.

Mikst glia kaltart

— mincing
°® @ _ .0 . . .
220%%H®?2 mikroglia
l shaking ‘
|:" oligodendrosit
meshden
stizme
CEANER R

Sekil 4. Primer oligodendresit ve astrosit kiiltiiri

5.4. In vitro Deneyler

In vitro deneylere ekimin ertesi giinii basland. 1:1 oramnda kaltiir ortam: ve mixt glia-
conditioned medium (MGCM)’dan olusan ekim ortam taze ve serumsuz idame ortamuyla
degistirildi. idame ortam: DMEM/F12, % 1 penisilin-streptomisin ve % 1 insiilin-transferrin-
selenit (ITS) (100 x; Roche) icermektedir. Serumsuz idame ortamina gegilmesinin nedeni
serumun immatir OL kiltirGnid kontamine etmis olabilecek az sayida astrositin sayism
birka¢g giin i¢inde belirgin olarak arttirmast ve kiltirin safifim azaltmasidir. Ayrica
MGCM’un siirdiiriilmesi de hem bu ortamin serum igermesi nedeniyle benzer bir sonuca yol
agacakti, hem de MGCM immatiir OL’in farklilagmasim uyaracakti. Deneylerde serumsuz
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kiiltlir ortacr kullamimasinin bir bagka gerekgesi de koruyucu etkinligi test edilen maddelerin
etkisiyle serumun olasi koruyucu etkisinin ayirtedilebilmesidir. Bir istisna olarak SD
deneylerinde kontrol olarak segilen kiiltiirlerde ITS yerine serum siirdiiriildi. SD uygulanan
kiiltlirlere ise serum ve ITS konulmadi. Biitlin deneylerde her ayn kiiltitr kosulu igin en az ii¢
es 6rnek (triplicate) kullamids.

In vitro deneylerde kullamlan maddelerin stok konsantrasyonlan ve firetici firmalar:
sOyledir : Rekombinan insan EPO (Eprex; Cilag; 2000 U/ml), rekombinan fare EPO (Roche;
10° U/mi), rekombinan fare IFNy (Roche; 10° U/ml), rekombinan fare IFNB (RDE; 10° U/ml),
rekombinan fare TNFa (100 pg/mi), LPS (E. Coli’den; Sigma, 1 mg/ml), rekombinan fare
NGF (Sigma; 100 pg/mi), rekombinan insan HGF (Prof. Dr. Nege Atabey’den saglanmugtir;
100 pg/mi), rekombinan insan TGFB (R & D; 100 pg/ml)

5.5. immiinfloresan Boyama ,

Mikst glial hiicre kiiltlirlerinde hiicre tiplerinin belirlenmesi ve OL kiiltiirlerini
kontamine etmis olabilen dier hiicre tiplerinin saptanmasi (bir bagka deyisle OL kiiltiirlerinin
safik oranmin belirlenmesi) amaciyla nbron, astrosit, oligodendrosit, mikroglia ve
fibroblastlarn hiicre ylizey antijenlerine ya da sitoplazmik antijenlerine spesifik antikorlar:
iceren Neural Cell Typing Set (Roche) antikor kiti ve anti-CD11b monoklonal antikoru
(Caltag) kullamildr. Hiicre tipine spesifik antijenler Tablo 3’de gsterilmistir. Bu antijenlerden
GalC ve CD11b yiizey antijenidir. Diger antijenler ise sitoplazmik yerlesim gostermektedir.

Tablo 3: Néronal ve glial spesifik hiicre marker’lan

Hiicre Tipi NF-160 | GFAP GalC Vimentin |Fibronektin [ CD11b
Noron + - - - - -
Astrosit - + - + - -
Oligodendrosit - - + - - -
Fibroblast - - - + + -
Mikroglia - - - - - +
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IF boyama i¢in su malzemeler kullamid: :

- Fiksatifler : Sitoplazmik antijenlere ySnelik antikorlarla (anti-NF-160, anti-vimentin
ve anti-GFAP) immiinfloresan boyama islemi igin fiksatif olarak - 20°C sicakhkta sogutulan
metanol kullamldi. Hiicre ylizeyinde bulunan antijenlere yonelik antikorlarla (anti-CD11b ve
anti-GalC) boyama isleminde ise fiksatif olarak etanolde % 5 oranmda (voliim/voltim)
hazirlanan ve - 20°C sicakhkta sogutulan asetik asid kullanildi. Bazi boyamalarda ise fiksatif
olarak metanol yerine TritonX-100 ile permeabilizasyon asamasindan sonra % 4°’lik soguk
paraformaldehid ve asetik asid/etanol yerine % 4’liik paraformaldehid kullamid.

- Fosfath tampon soliisyonu (PBS)

- % 1 fetal dana serumu iceren PBS

- Neural cell typing set

- Anti-CD11b monoklonal antikoru

- Fluorescein isothiocyanate (FITC) ya da Texas Red (TR) florokromu ile konjuge
anti-fare Ig ve anti-tavsan Ig sekonder antikorlar

- Entellan

- Anti-fade

- 4 ,6-diamino-2-phenylindole (DAPI) anti-fade

IF boyama iglemi gu basamaklar izlenerek gergeklestirildi :

1. Petri kaplarindaki kiltiir ortamm ¢ekildikten sonra lameller serumsuz PBS ile birkag
kez yikands.

2. Fiksasyon i¢in kullamlan antikor tipine gére yukanda agiklandifs gibi petri
kaplarina metanol, asetik asid/etanol ya da % 4’litk paraformaldehid soliisyonu (ya dogrudan
ya da TritonX-100 ile 2 dk permeabilizasyon agamasmdan &nce) eklendi. Hiicreler metanol ya
da asetik asid/etanol ile fiksasyon isleminde - 20°C sicakhkta 10 dakika, paraformaldehid ile
fiksasyon isleminde oda sicakhfmda 30 dk, TritonX-100 ile permeabilizasyon isleminde
+4°C sicaklikta 2 dk tutuldu.

3. Enkiibasyon isleminin sonunda fiksatif soliisyonu ya da permeabilizasyon
soliisyonu uzaklagtirddiktan sonra lameller serum igeren PBS ile iki kez yikand:.

4. Lamellerin iizerine 10 pl hacimde primer antikor soliisyonu eklenerek parafilm
tabakas: kapatildi Hiicreler primer antikor soliisyonuyla oda sicakhifinda ve nemli ortamda
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30 dk enkfibe edildi Baz: antikorlar i¢in (6rnegin anti-EPOR antikoru) enkiibasyon biitiin
gece siirdirildi.

5..Primer antikorla enkiibasyon isleminin ardindan antikor soliisyonu uzaklastinid: ve
lameller serum igeren PBS ile iki kez yikandi.

6. Lamellere FITC ya da TR florokromu ile konjuge sekonder antikor soliisyonu
eklendi, parafilm kapatild: ve oda sicakhgginda 30 dk siireyle enkiibe edildi.

7. Enkiibasyon siresinin sonunda sekonder antikor soliisyonu uzaklagtinldiktan sonra
lameller tekrar serum igeren PBS ile iki kez yikands.

8. Lameller, Gizerine 1-2 damla Entellan konulan lamlara yapigtirilda.

9. Lamellerin @izerine 10 pl hacimde anti-fade konularak bir lamel ile Srtiildii. Baz
boyama iglemlerinde anti-fade yerine DAPI nukleus boyasim iceren DAPI-anti-fade
konularak hiicre gekirdekleri de g@riiniir duruma getirildi.

10. Lamlar immiinfloresan mikroskop incelemesi yapilana kadar karanlk ve soguk bir
ortamda tutuldu.

5.6. Laktik Dehidrogenaz Testi

Hiicre olim klasik olarak plazma membran hasarmn  kantifikasyonuyla
degerlendirilmektedir. Hiicre Sltimiiniin dogru belirlenmesi i¢in duyarh, kantitatif, giivenilir
ve otomatize edilmis yOntemlere duyulan ihtiyag hiicre canhhfmm ya da Sliminiin
kantifikasyonu igin birkag standart testin gelistirilmesine yol agmugtr. Yaygm olarak
kullamlan standart yntemler tripan blue, nigrozin, propidium iodid ya da etidium bromid gibi
vital boyalarm hiicreler tarafindan abnmas: ya da alnmamas: ilkesine dayanmaktadir. Olii ve
canh hiicreler 155k mikroskobu ya da floresan mikroskobu altmda bu boyalarla farkh boyanma
dzelliklerine gore aywtdedilmekte ve sayilabilmektedir. Ancak bu ybntemler zaman ahci
oldugu i¢in ¢ok miktarda Srnegin degerlendirilmesine olanak sajlamamakta ve lizise ugrams
hiicreler bu yontemlerle degerlendirilememektedir. Bu da uzun sireli kiiltlirlerde hiicre 6ltimG
oraninin gergekten daha diigiik bulunmasina neden olmaktadsr.

Ikinci bir grup standart test, onceden isaretlenmis hedef hiicrelerden *'Cr, *H-timidin,
*H-prolin, ™Se-metionin, '?°J-5-iodo-2-deoksiliridin gibi radyoaktif izotoplarm ya da bis-
carboxyethyl-carboxyfluorescein (BCECF) ya da calcein-AM’in salinmasi ilkesine
dayanmaktadir. Bu yontemlerin dezavantajlan g¢ogunda radyoaktif izotoplarm kullanmmmn,
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ve hedef hiicrelerin isaretlenmesinin gerekmesi ve onceden isaretlenmis hedef hiicrelerden
spontan salmimn yiiksek olmasidir.

Ugiincti bir test grubu hasara ugramug hiicrelerden salman sitoplazmik enzimlerin
aktivitesinin 6lglimil ilkesine dayanmaktadir. Kiltlir siipernatantlarmda saptanan enzim
aktivitesi lizise ufrayan hiicrelerin oraniyla dogru orantihidir. Enzim salnma yéntemleri
alkalen fosfataz, asid fosfataz, glutamat-oksalasetat transaminaz, glutamat piriivat transaminaz
ya da arginostiiksinat liyaz i¢in tammmlanmgtir. Ancak bu enzimlerin miktar1 gogu hiicrede
diisiik diizeydedir ve ¢offu enzimin aktivitesinin kantitatif degerlendirilmesi i¢in yogun kinetik
cahgmalar gerekmektedir.

Bu sitoplazmik enzimlerin aksine LDH biitiin hiicrelerde bulunan stabil bir
sitoplazmik enzimdir. Bu enzim plazma membram hasara ugradiinda hizla kiltir
slipernatantina  salnmaktadir. Cytotoxicity Detection Kit (Roche) kullanmmiyla kiiltiir
stipernatantlarmda LDH aktivitesi bir zaman noktasinda tek bir Slglimle belirlenebilmektedir.
Spektrofotometrik microtiter ELISA plak okuyucusunun kullamlabilmesi ¢ok sayida 6rnegin
aym anda degerlendirilebilmesini saglamaktadir.

Kit icerigi :

1. Katalist, diaforazZ/NAD" kangmm

2. Boya soliisyonu. Iodotetrazolium klorid (INT) ve sodyum laktat igermektedir.

Kit - 20°C sicakhkta saklanmaktadir. Katalist ve boya soliisyonlan ¢dziildiigiinde 2-
8°C sicakhkta birkag hafta stabilitesini korumaktadir. Katalist 1 ml distile su ile
¢oziilmektedir. 100 test igin 250 pl Kkatalist solisyonu ve 11.25 ml boya soliisyonu
kanstirilarak reaksiyon karigim testten hemen dnce hazirlanmaktadr.

Testin ilkesi :

Hiicre icermeyen kiiltlir stipernatant1 Srnekleri (kiiltlir kosulu bagina 50 ya da 100 ul)
esit hacimde (50 ya da 100 pl) reaksiyon kangmm ile birlikte ELISA plagmn kuyucuklarma
konulmaktadir. ik basamakta NAD" LDH laktatin piriivata doniismesini Katalizlerken
NADH/H"a indirgenmektedir. fkinci basamakta katalist (diaforaz) NADH/H"dan H/H"1 san
tetrazolium tuzu INTa transfer etmekte ve INT da formazana indirgenmektedir.
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Oli ya da plazma membram hasara ugramug hiicrelerin sayismm artisi kiiltiir
slipernatantinda LDH aktivitesinin artigma neden olmaktadir. Siipernatantta LDH enzim
aktivitesinin artig1 belli bir zaman diliminde olugan formazan miktartyla dogru orantihdir. Bu
nedenle testte olusan rengin miktar: (koyulugu) lizise ugrayan hiicre sayisi ile orantihdir.
Formazan boyasi suda ¢dziiniirdiir ve yaklagtk 500 nm dalgaboyunda maksimum absorpsiyon
gostermektedir. Oysa tetrazolium tuzu INT bu dalga boylarmda Snemli bir absorpsiyon
gOstermemektedir.

LDH testinde kontrol olarak toksik ve/ya da koruyucu ajanlarm eklenmedigi kiiltiir
kosullann (kuyucuklar) kuilanddi. Maksimal LDH sabmimmm belirlenmesi i¢in ise toksik
ajanlarla aym zamanda ve yalmzca % 1’lik TritonX-100 deterjan maddesi eklenen kuyucuklar
kullamldi. Toksik ajanlar, koruyucu ajanlar ve TritonX-100 ile degisik enkiibasyon sfirelerinin
ardindan her kuyucuktan 50 pl siipernatant dmegi alinarak ELISA plagma aktanldi. Her bir
kuyucuga 50 pl hacimde ve taze hazirlanan LDH reaksiyon karigim eklendi. Reaksiyon
kangim eklendikten sonraki 30 dk iginde Dokuz Eylill Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez
Laboratuvar’nda bulunan ELISA plak okuyucusuna yerlestirilen plaktan 492 nm dalga
boyunda okutma yapildi. Referans dalga boyu olarak 620 nm segildi. Her bir kuyucuga ait
absorbans deferleri yazdmnldi Her bir kuyucufa ait absorbans degerinden ortalama
background absorbans deferi ¢ikartilarak net absorbans degerleri elde edildi. Background
absorbans degeri yalmz kiiltir ortammmn 100 pl bacimde eklendigi ve LDH reaksiyon
kangmm eklenmeyen kuyucuklardan okutulan absorbans degerlerinin ortalamasidir. Her bir
kiiltiir kosulu igin hiicre 6liimii yiizdesi agaBidaki formiil kullamlarak hesaplandi:

(Bulunan absorbans degeri — Kontrol absorbans degeri) x 100
Sitotoksisite (%) =

Maksimal absorbans degeri — Kontrol absorbans degeri

Kontrol absorbans degeri herhangi bir toksik ajan, koruyucu ajan ya da TritonX-100
eklenmeyen Kkiiltlir kogullarmdan elde edilen absorbans degerlerinin aritmetik ortalamasidir ve
bu hiicrelerden enkiibasyon siiresi igerisinde spontan LDH salinmmnn Sl¢tistidiir.



Maksimal absorbans degeri yalmzca TritonX-100 eklenen kiiltiir kogullarindan elde
edilen absorbans degerlerinin aritmetik ortalamasidr ve bu hiicrelerden enkiibasyon sfiresi
igerisinde maksimal LDH salimmminmn Sl¢iistidir.

5.7. MTT Testi

MTT yontemiyle bir hiicre toplulufundaki canh hiicrelerin oram1 kolorimetrik
yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontem saglam hiicrelerde mitokondrinin
MTT boyasmmn tetrazolium halkasim pargalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir (195, 330). Bu
reaksiyon frajil bir mitokondrial enzim olan siiksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesine
bagmhdir. Tetrazolium halkasinin pargalanmasi sonucu soluk sar renkli MTT boyasi koyu
mavi-mor formazan {iriinline donlismektedir. Sonug olarak canh ve mitokondri fonksiyonu
bozulmanug hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus
hiicreler boyanmamaktadir. Bu ydntem hiicrelerin MTT boyasiyla enkilbasyonu, presipite
reaksiyon. {irliniinlin solubilize edilmesi ve reaksiyon friinfiniin kolorimetrik olarak 8l¢timii
basamaklarmdan olugmaktadir. Ayrmtilh deney basamaklan gu sekildedir:

1. 100 mg MTT (Sigma) maddesi 10 ml hacimde PBS iginde ¢dzillerek % 0.5°lk (10
mg/ml konsantrasyonda) stok MTT soliisyonu steril ve karanhk kosullarda haziwland:.
Soliisyon 0.22 pm’lik filtre ile siiziilerek debrisler uzaklagtinldi. Bu soliisyon karanhk
ortamda ve 4°C sicaklikta bir ay kadar bir siire saklanabilmektedir.

2. Deneylerde herhangi bir toksik ya da koruyucu ajan eklenmeyen kiiltiir kogullan
kontrol olarak kullamldi 96 kuyucuklu kiiltiir plaklarmna ekilen ve degisik toksik ve/va da
koruyucu ajanlarm degisik dozlarryla karsilagtirilan kiiltiirlere hedeflenen enkiibasyon
siiresinin sonunda 10 pVkuyucuk hacimde MTT soliisyonu eklendi.

3. Kiltiir plaklan aliiminyum folyo ile sarilarak % 5 karbondioksidli nemli hava iceren
karbondioksid enkiibatoriinde 37°C sicakhikta 4 saat siireyle tutuldu.

4. Enkiibasyon siiresinin sonunda faz-kontrast “inverted” mikroskop altinda canh
hiicrelerde mor renkte formazan kristallerinin olugtugu, O6lii hiicrelerin ise boyanmadif

saptand1.
5. Kiiltiir plag, plak rotoru kullamlarak 1250 rpm hizda 5 dk siireyle santrifiij edildi.

Santrifiij sonras: sitipernatant atildi.
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6. Formazan kristallerini solubilize duruma getirmek icin Onceden hazirlanmig
solubilizasyon soliisyonu 100 plkuyucuk hacimde eklendi. Bu soliisyon isopropranolol i¢inde
hazirlanmis 0.04 N HCI soliisyonundan olugsmakta ve oda sicakhfinda saklanmaktadir.

7. Kiiltiir plagi DEUTF Hematoloji laboratuvarinda bulunan ELISA plak okuyucusuna
konularak absorbans degerleri 595 nm dalga boyunda okutuldu. Referans dalga boyu olarak
650 nm dalga boyu kullamildi. Herhangi bir ajan eklenmeyen kontrol kiiltlirlerinden elde
edilen absorbans degerlerinin aritmetik ortalamas: % 100 olarak kabul edildi. Degisik ajanlar
eklenen killtiir kogullarindan elde edilen absorbans degerlerinin herbiri ortalama kontrol
absorbans degerine oranland: ve bu degerin yiizdesi olarak gosterildi.

5.8. Apostain Immiinfloresan Boyama Yontemi

Apoptotik hiicre Sliimiini saptamak i¢in kullamlan bu yontemin ilkesi apoptotik
hiicrelerdeki DNA’nn 1styla denatiirasyona duyarhhmmn artmug olmasma dayanmaktadir. Bu
yontemde DNA, formamidin varhfinda isiyla denatiire edilmekte ve single strand DNA
(ssDNA)’ya spesifik F7-26 antikoruyla boyanmaktadir. Bu islem spesifik olarak apoptotik
hiicrelerin kromatinini boyamaktadir. Kondanse kromatin apoptotik hiicre 6limiiniin kesin bir
gOstergesi oldugu igin (340) kondanse kromatinin anti-ssDNA antikoruyla
immiinhistokimyasal olarak gosterilmesi apoptotik hiicrelerin spesifik olarak tanmmasim
saglamaktadr. Yontemin spesifiklifi apoptotik hiicrelerin kondanse kromatininde DNA’nmn
istyla denatlirasyona duyarhhmin yliksek olmasindan kaynaklanmaktadw (104). Formamidin
varhfmda 56 ya da 75°C sicakhifa kadar isitmayla yalmzca apoptotik g¢ekirdeklerdeki DNA
anti-ssDNA’ya spesifik F7-26 antikoruyla saptanabilmektedir (105).

Formamid apoptotik hiicrelerde DNA denatiirasyonunu indiikklemekte ve apoptoz
bulunmadiinda tek ya da ¢ift sarmal DNA kmrklan olan DNA’nm stabilitesini
etkilememektedir. Sonug olarak bu ydntemin kullamlmas: spesifik olarak yalmzca apoptotik
hiicrelerin boyanmasm saflamakta ve apoptozu nekrozdan kesin olarak aymrmaktadir.
Yontemin DNA kirklarindan bagmmsiz olmas1 dnemlidir, ¢linkii ¢ift sarmal DNA kinklarm
saptayan TdT-mediated dUTP nick end labeling (TUNEL) gibi yontemler apoptoz igin
spesifik degildir (7, 63, 68, 84, 119, 278). Ger¢ekten de ii¢ ayn nekrotik hiicre &liimil
modelinde nekrotik hiicrelerin TUNEL ile parlak boyandifi, fakat anti-ssDNA F7-26
antikoruyla boyanma olmadif bildirilmigtir (105). Su bulgular apoptotik ¢ekirdeklerde



62

formamidin eklenmesiyle olugan selektif denatiirasyonun DNA kiriklariyla ilgili olmadigim
gostermektedir:

1. Cift sarmal DNA kiriklarmm fazla oldugu nekrotik hiicreler TUNEL ile pozitif
boyanmakta, fakat anti-ssDNA F7-26 antikoruyla boyanmamaktadir.

2. DNA fragmantasyonunun ¢ok diislik ve yilksek diizeyde bulundugu apoptotik
hiicreler anti-ssDNA antikoruyla benzer yogunlukta boyanmaktadir.

3. Oksijen radikalleriyle indiiklenen tek sarmal DNA kirklarmm bulundugu
gekirdekler formamid varhfinda i1sitma islemi sonrasinda anti-ssDNA antikoruyla
boyanmamaktadir. Ancak alkali maddelerle denatiirasyon sonrasi bu ¢ekirdekler bu antikorla
boyanmaktadir (105).

Bu veriler apoptotik hiicrelerde formamidin varhifinda olan DNA denatiirasyonunun
DNA kirklarmdan bagimsiz olarak kondansasyon ile birlikte olan kromatin degisiklikleriyle
indtiklendiggini gdstermektedir. Histonlarm DNA’y1 1styla denatiirasyona kars: stabilize ettigi
bilindigi icin, apoptotik ¢ekirdeklerin kondanse kromatinindeki DNA-histon etkilegimi
degiigiklikleri DNA’nmn 1siyla denatiirasyona duyarhhfmm artmasmmdan sorumlu olabilir.
Gergekten de apoptoz sirasinda histonlar dijesyona ugramakta (150, 162) ve DNA kiriklarmin
ortaya gikmasindan 6nce histonlann immiinreaktivitesi ve ekstraktibilitesi artmaktadir (345).

Bu yOntemde kullamlan anti-ssDNA F7-26 monoklonal antikoru dana timus
ssDNA’sma karsi olugturulmustur ve fare apoptotik hiicrelerine reaktivite gsterdigi
saptanmistir. Bu antikor spesifik olarak deoksisistidin ile etkilegmektedir ve ssDNA’ya
baglanmas: igin ssSDNA’nn en az 25-30 bazhk uzunlukta olmas: gerekmektedir (106). F7-26
monoklonal antikoru tiire spesifik degildir ve degigik canh tiirlerinde apoptotik hiicrelerin
saptanmas1 amaciyla kullanilabilmektedir. Bu antikor, firetici firma tarafindan fare, sigan ve
insan hiicrelerinde test edilmigtir.
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Aderan kiilttire hiicrelerin slispende duruma getirilerek F7-26 antikoruyla boyanmasi
yOntemi su basamaklar izlenerek uygulanmaktadir :

1. 6 kuyucuklu ve daha onceden 10 pg/ml konsantrasyonda PLL ya da PDL ile
kaplanmug kiiltiir plaklarna OL hiicreleri 5 x 10° / 2 ml/kuyucuk konsantrasyonda ekildi.
Ertesi giin farkh kiiltiir kosullarina degisik toksik ve koruyucu ajanlar eklendi.

2. Degisik enkiibasyon siirelerinin ardindan hiicreler tripsin-EDTA ile kiiltiir
plakiarmdan kaldinilds.

3. Santrifiij tiiplerine aktarilan hiicreler PBS ile yikands.

4. Hiicre siispansiyonlan oda sicakhfinda 5 dakika siireyle ve 1200 rpm devirde
santriflij edildi.

5. Santrifiij sonras: sipernatant atilarak pellet 1 ml soguk PBS ile resiispende edildi.

6. Hicre siispansiyonlar1 vortekste kangtwriirken yavagca 6 ml soguk (-20°C
sicaklikta) metanol eklendi. Hiicreler metanol iginde 16 saat siireyle -20°C sicakhkta tutularak
fikse edildi.

7. Ertesi giin hiicre siispansiyonlan santrifiij edildi ve siipernatant uzaklagtirilarak
pellet, 0.25 ml hacimde ve distile su ile sulandinlan % 50°lik formamid (Sigma) ile
resiispende edildi.

8. Ornekler oda sicakhimda 5 dk tutuldu.

9. Tiipler daha sonra 75° sicakh@a getirilmis su banyosunda 10 dk tutuldu.

10. Bu isitma isleminden sonra tiipler hemen oda sicakhgindaki su banyosuna
konuldu,

11. Hiicre slispansiyonlarna 2 ml % 3°lik ve yag icermeyen, distile su ile ¢6ziilmiis ve
PBS ile sulandirilmg siit tozu (Nestle) eklendi.

12. Vorteksle kangtinlan 6mekler 15 dk siireyle oda sicakhfinda tutuldu. Siit tozu
non-spesifik boyanmay: 6nlemek igin eklenmektedir.

13. Ommekler enkitbasyon stiresinin sonunda tekrar santrifiij edildikten sonra
stipernatant uzaklagtinldi ve pellet 100 pV/ 6rnek hacimde F7-26 antikoruyla (Alexis
Biochemicals) restispende edildi (final antikor konsantrasyonu 10 pug/ml olmaktadir). Antikor
soliisyonu hazirlamak i¢in 1 mi hacimde 100 pg F7-26 antikoruna PBS ile sulandirilmmg
%1’lik siit tozu siispansiyonundan 9 ml eklendi. Dillie edilen antikor solisyonu -20°C
sicaklikta saklanabilmektedir.

14. Ornekler antikor soliisyonuyla oda sicakhginda 15 dk enkiibe edildi.



15. Enkiibasyon stiresinin sonunda &meklere 1 ml PBS eklendi. Santrifiij agamasindan
sonra siipernatant uzaklagtinids.

16. Pellet 100 pV/ 6rnek hacimde FITC-konjuge kegi-anti-fare sekonder antikoruyla
(Caltag) resiispende edildi. Sekonder antikor da PBS ile sulandimlan % 1’lik siit tozu
slispansiyonu ile diliie edilmektedir.

17. Sekonder antikor ile oda sicakhgmda 15 enkiibasyon igleminin ardindan 6rneklere
1 mi PBS eklendi.

18. Santriflij asamasmdan sonra pellet tekrar PBS ile resiispende edildi.

19. Floresan mikroskobi incelemesi igin boyanmg hiicre silispansiyonlar1 Dokuz Egyliil
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji AbD’da bulunan cytospin aygitiyla (Cytospin 3, Shandon)
lam {izerine yayildi. Bu iglem icin 900 rpm devir ve 5 dk siire uygulands.

20. Lamlarin tizerine DAPI-antifade (Oncor) eklendi ve lamel kapatildi.

21. Ommekler floresan mikroskobi incelemesi yapilana kadar karanhkta ve 4°C
sicaklikta tutuldu.

22. Floresan mikroskobi incelemesinde FITC florokromu i¢in yesil FITC filtresi,
DAPI i¢in ise UV filtresi kullanilds.

5.9. RT-PCR

N20.1 hiicrelerinde bazal ve indiklenebilir EPOR mRNA ekspresyonunun
aragtinimas1 amaciyla RT-PCR yontemi kullamidi. Bu amagla 6 saat siireyle 1 pg/ml
konsantrasyonda LPS, 100 U/ml konsantrasyonda IFNy, 20 uM konsantrasyonda AP ya da 10
U/ml konsantrasyonda EPQO eklenen kiiltiirler indiiklencbilir EPOR mRNA ekspresyonunu
aragtimak icin kullamldi. Bazal EPOR mRNA ekspresyonu ise herhangi bir madde
eklenmeyen kiiltiirlerde degerlendirildi. EPOR mRNA’smin gosterilmesi igin enkiibasyon
sliresi somunda toplanan N20.1 hilcrelerinden Nucleospin RNA izolasyon kiti ile RNA elde
edildi. Bu iglemde 6nce lizis sollisyonuyla hiicre ve nukleus membram pargalanarak DNA ve
RNA agifa ¢ikanldi. Ardindan DNA ve RNA’nn silikaya yapiyma ozelliginden yararlanmak
igin 6rnekler silika membran igeren kolumdan gegirildi. Daha sonra silikaya yapigan DNA’nmn
uzaklagtinlmas: i¢in Deoxyribonuclease (DNase) enzimi ile enkiibasyon yapildi. Sonrasmda
etanol soliisyonlan ile ytkama yapild. RNA, santriflij ardindan distile su icinde topland.
RNA'nn safifn ve konsantrasyonu spektrofotometrik dlgiim ile  degerlendirildi.
Complementary DNA (cDNA) sentezi i¢in 5 pg RNA kullamlids.
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Bir sonraki agamada MMLV-Reverse transkriptaz enzimi ve “random” hekzamerler
kullamlarak cDNA elde edildi. Bu iglem igin 50 pmol random hekzamer (Promega), 100 uM
dNTP mix, 5X reaksiyon tamponu ve 10 iinite MMLV-Reverse transkriptaz enzimi
(Promega) kullamidi. Ornekler “thermal cycler” aletinde (Perkin Elmer Cetus) 37°C’de 2 saat
enkiibe edilerek cDNA elde edildi.

Ardindan Gliseraldehid 3-phophate dehydrogenase (G3PDH) ve EPOR’e &zgiil
primer’lerle PCR yapildi. G3PDH primerleri ile yapilan PCR amplifikasyonunun amaci RNA
izolasyonunun  gergeklesip  gergeklesmedifiinin  belirlenmesi ve EPOR mRNA
amplifikasyonunda her kosul igin esit cDNA kullamhp kullamimadifinn kontroliidiir.
Deneylerde pozitif kontrol olarak fare primer astrosit kiiltiirii hiicreleri kullanilds. PCR
reaksiyonu toplam 50 pl hacimde gergeklestirildi PCR reaksiyon karigim su maddeleri

icermektedir :
cDNA 1pl
Primer 25 pmol
dNTP mix 100 pmol
Reaksiyon tamponu (1X)

Taq DNA polimeraz enzimi 1.25 iinite

Deneylerde su primer dizileri kullanild:

Fare EPOR igin; Sense 5’ GGA CACCTACTIT GGT ATT GG 3’
Antisense 5’ GAC GTT GTA GGC TGG AGT CC 3’

G3PDH igin; Sense 5" ACC ACA GTCCAT GCCATC AC 3’

Antisense 5’TCCACCACCCTGTIGCTGTA 3

PCR profili olarak baglangic denatiirasyorm 95°C’de 3 dk; denatiirasyon 95°C’de 30
sn; annealing 55°C’de 30 sn; ekstansiyon 72°C°de 1 dk olacak bigimde 35 siklus ve son
ekstansiyon olarak 72°C°de 5 dk segildi (29, 52).

PCR firfinleri ethidium bromid igeren % 2 agaroz jelde yiiriitiilerek ayrimlandi. Bunun
icin 80 g Agaroz tartildi. Beherin i¢ine 40 ml 0.5 M Tris borate-EDTA tamponu eklendi. Tki



dk mikrodalga finnda ¢oziildikten sonra jelin icine 1.5 ml ethidium bromide (10 mg/ml stok
konsantrasyonda) eklendi. Jel standart jel elektroforez aygitina dokiildi. Jel katilagtiktan sonra
spacer gikartilarak agaroz jel tankina alindi. Her bir 6rnekten 5 ul ve molekiiler agirhk
marker’s 1 pl DNA jel yiikkleme tamponu ile kangtinlarak yiiklendi. Elektroforez iglemi 45 dk
ve 80 mAmp uygulandi. Goriintiilleme Eagle Eye Still Video System (software 3.0) ile

gerceklegtirildi.
Bazal LPS IFNy Ap EPO ASTROSIT
! | ! | ! | | |
v
RNA izolasyonu
v
RT-PCR
v

G3PDH ve EPOR igcin PCR

Sekil 5. COligodendrosit

ekspresyonunun analizi

\

Agaroz jel elektroforezi

kiiltiiriinde  eritropoetin

reseptiri mRNA
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5.10. Western blotting-immiinpresipitasyon

Ekspresyonu diigiik proteinler icin WB yerine IP yapilmas: gerekmektedir.

Degisik sitokinlerle enkilbasyon sonrasmda N20.1 hiicreleri proteaz inhibit6rii igeren
lizis tamponu ile lizise ugratildi ve protein ekstraksiyonu gerceklestirildi. Biitiin basamaklar
buz {istiinde uygulanmaktadir.

- Kiiltiirler faz-kontrast mikroskop altnda kontrol edildi Yiizen hiicre fazla
olmadifinda kiiltiirler ortamlar: gekildikten sonra oda sicakhginda PBS ile iki kez yikands.

- Ardmdan Na;VO4 (sodyum orthovanadate) igeren soguk PBS eklendi ve faz-kontrast
mikroskop altmda kontrol edilerek “scraper” ya da “cell lifter” ile hiicreler kazindi. Sodyum
orthovanadate fosforilasyonu durdurmak i¢in kullamimaktadir.

- Kiltiir kaplarmda hiicre kalmadifindan emin olunduktan sonra hiicre siispansiyonu
santriflij tliplerine aktanldi ve 8nceden sofutulmus olan santrifiijide 850 rpm devirde, 5 dk
slireyle santrifiij edildi.

- Santriflij sonras: stipernatant atildiktan sonra pellet tekrar siispansiyon haline getirildi
ve Eppendorf tiiplerine aktarildi.

- Hilcre sayisina ya da pellet biiyiiklifiine gore degisen voliimlerde ampirik olarak
Orneklere soguk lizis tamponu eklendi.

Lizis Tamponu (10 ml igin) :

1 M Tris (pH: 7.5) 200 u!
EDTA (0.5 M) 100 pl
NP-40 (%1) 100 pl
Aprotinin (1 pg/mi) 250wl
Leupeptin (100 pg/ml) 250 i
Pepstatin (1 pg/ml) 250 pl
PMSF 100 pl
Na3VO, (sodyum orthovanadate) 100 pl
Distile su 8.5ml

PMSF, aprotinin, leupeptin ve pepstatin proteinaz inhibitdrleridir. Bu maddelerden
PMSF digerlerinden farkh olarak alkolde ¢oziilmektedir. Non-idet P-40 (NP-40) deterjan
6zelliginde bir maddedir.
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- Ornekler iki dakikada bir vortekste kangtridarak lizis tamponu ile buz distiinde
toplam 15 dk enkiibe edildi. ‘

~Ardindan &rnekler 13000 rpm devirde, +4°C sicaklikta, 15 dk siireyle santriftij edildi.

- Santriflij ardindan stipernatantlar almarak BCA protein assay kiti ile protein Sl¢timii
gergeklestirildi. Protein Olglimii igin standart olarak 2 mg/ml konsanirasyonda hazirlanan
bovine serum albumin (BSA) kullamidi Visible Slciim kiivetlerine BSA standartlari su

sekilde konuldu:
BSA (ul)  Distile su (ul)
1. 0 100
2. 10 90
3. 20 80
4. 40 60
5. 60 40
6. 80 20
7. 100 0

Omeklerin bulunacagh kiivetlere ise 10 pl Srnek ve 90 pl distile su konuldu.

- Protein Sl¢limii igin BCA protein assay kitinin A ve B soliisyonlar1 1:50 oraninda
kangtinlds (6rnegin 12 250 pl A solisyonu ve 250 pl B soliisyonu). Bu reaksiyon
kangimindan her kiivete 1 ml eklendi ve vortekste karigtinidi.

- Reaksiyon olugumu igin 6rnekler ya 42°C sicaklikta 2-5 dk, ya 37°C sicaklikta 30 dk
ya da oda sicakhinda 2 saat tutulmaktadir. Fosforilasyon deneyleri igin hizh reaksiyon
yeglenmektedir.

-  Renk degigimiyle reaksiyonunun tamamlandifn  anlagildiktan  sonra
spektrofotometrede 562 nm dalga boyunda Slgiim yapildi. Standart efri gizdirildikten sonra
her Smegin igerdigi protein miktan belirlendi ve voliim protein konsantrasyonu 1 mg/ml
olacak bigimde lizis tampon ile 1 mI’ye tamamlandi. WB igin 6rnek bagina ortalama 50 pg, IP
icin ise drnek bagma 500 pg protein kullaniimaktadr.

- Bu agsamadan sonra WB yapilacak Orneklere 5X Laemnie tamponu eklenerek
vortekste karigtinld.
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Laemnie tamponu (5 x) (10 ml igin)

SDS (% 10) 1g
Tris (pH:6.8) 312.5mM  1.040 ml
Gliserol % 50 5.747 ml

B-merkaptoetanol % 25 2.550 ml

Bromphenolblue % 0.025 100 pul

- Omekler 95°C sicakhkta 5 dk kaynatildi. Omekler oda sicakhpnda jele yiiklenene
kadar bekletilebilmektedir.

- IP yapilacak Orneklere ise Srnek bagma 10 pl hacimde tavsan anti-EpoR poliklonal
antikoru (Santa Cruz) eklenerek +4°C sicakhkta biitiin gece enkiibe edildi (Bu iglem oda
sicakh@inda 2 saat olarak da uygulanabilmektedir).

- Ertesi glin presipitasyon tamamlanmmca antijen-antikor komplekslerini toplamak igin
gammabind sefaroz kullamidi. Bu islem Oncesinde gammabind sefarozlar ¢dziildiikleri
alkoliin uzaklagtnlmas: amaciyla 1 ml hacimde ve proteaz inhibitérii iceren yikama
sollisyonuyla 5 kez yikandi. Her yikama sonras: 2000 g devirde 30 sn santrifilj yapilds.

- Ornek bagna 30 pl gamma bind sefaroz eklendi. Sogukta yavas olarak rotasyonla
immiin komplekslerin gammabind sefarozlara baglanmasi saflandi. Bu iglem 2 saat
stirdtiriildi.

- Gamma bind sefaroz ile baZlama iglemi i¢in enkiibasyon yapildigx sirada % 12°lik
Sodyum Dodesil Siilfat- Poliakrilamid Gel Elektroforez (SDS-PAGE) jeli hazirlandi. Bu jelin
igeriinde su maddeler bulunmaktadir. (Degerler toplam 10 ml jel hacmi igin verilmigtir):

Distile su 3.3ml
% 30 acryl-bisacrylamide kangmm =~ 4.0 ml
Tris (1.5 M; pH: 8.8) 2.5ml
SDS (% 10) 0.1 mi
Amonyum persiilfat (% 10) 0.1 ml
TEMED 0.004 ml

TEMED, acryl-bisacrylamide’in polimerizasyonu igin kullamlmaktadir. Kariama en
son amonyum persiilfat ve TEMED eklendikten sonra jel hemen dokiilmektedir. Bu % 12°lik
jel separating jel olarak adlandirilmaktadir ve dokiildiikten sonra {izerine hava kabarciklarim

Onlemek ve jelin havayla temasmm kesmek i¢in isopropranolol eklenmektedir.
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- “Separating jel” yaklagk 1 saatte katilagtiktan sonra {izerindeki isopropranolol
dokiildii ve “stacking jeI” hazirlanarak separating jelin tizerine dokiildii. Stacking jel % 5
oraninda hazirlanmakta ve su maddeleri icermektedir (Degerler 10 ml jel hacmi igin

verilmistir):
Distile su 6.8 mi
% 30 acryl-bisacrylamide karigmm 1.7 ml
Tris (1.5 M; pH: 8.8) 1.25 ml
SDS (% 10) 0.1 ml
Amonyum persiilfat (% 10) 0.1 ml
TEMED 0.001 ml

- Stacking jel dokildiikten sonra kuyucuklan hazirlamak igin spacer konuldu. Spacer
jel katilagtiktan sonra ¢ekilmektedir. Bu jelin katilagmasi icin de yaklagik bir saat
beklenmektedir.

- Bu arada gamma bind sefaroz baglanma islemi tamamlanmg IP Srnekleri yikama
soliisyonu ile 5 kez yikandi ve son santrifiij 13 000 g’de 1 dk uygulanda.

- IP 8mekleri de WB 8mekleri gibi 95°C sicaklikta 5 dk kaynatildi Ornekler oda
sicakh@mda jele yilkklenene kadar bekletilebilmektedir.

- IP igin kullamlacak Grneklere drnek bagma 60 pl hacimde 2X yiikleme tamponu
eklendi.

- Bu arada stacking jel katilaginca spacer ¢ekildi ve jel elektroforez aygitina alnarak
glic kaynagna baglant: yapildi. Elektroforez aygit: running tampon ile dolduruldu. Bu tampon
glisin, SDS igermektedir. Elektroforez siiresince aygitin manyetik kangtiric: {izerine
konulmas: ve tamponun igine muknatis konulmasiyla tamponun iglem siiresince karigmasi
saglanmaktadir.

- Her kuyucuga esit miktarda protein yiiklendi. Yalmz antikor eklenen kuyucuk negatif
kontrol olarak kullamtmaktadwr. Ayrica iki kuyucuga molekiiler aZirlik marker’1 da yiiklendi.

- Ornekler 20 mA’de yaklagik 4-5 saat yiiriitiilerek preoteinler ayrimlanda.

- Ardindan proteinlerin PVDF membranina aktariimas: i¢in jele transfer tamponu
iginde elektroblotter uygulandi. Bunun igin oda sicakhfnda 300 mA 1.5 saat ya da +4°C
sicaklikta 15 mA biitlin gece akim uygulanmaktadir.
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Transfer tamponu (10 X) su maddeleri icermektedir:
Tris-base (% 0.3) 30¢g

Glysine (% 1.44) 144 ¢g
% 10 SDS (% 0.02) 20 mi
Methanol (% 20)

- Transfer isleminin ardndan membran plastik bir kabm icine alnd:i ve burada
“blocking™ sollisyonunda 45 dk tutuldu. Blocking soliisyonu PBS icinde % 5 BSA’den
olugsmaktadir ve kullamm Oncesi taze olarak hazirlanmaktadir. Blocking soliisyonu non-
spesifik baglanmalan 6nlemek i¢in kuflamimaktadir,

- Bu islemin ardmdan membran poliklonal tavsan anti-EpoR antikoru (Santa Cruz) ile
enkiibe edildi (+4°C sicakhkta biitiin gece ya da oda sicakhifinda 2-4 saat).

- Yikama isleminin ardndan membran HRP konjuge anti-tavsan IgG antikoru ile
(1/3500 diliisyonda) 45 dk enkiibe edildi.

- 4 x 15 dk ykama asamalarindan sonra membran bir film kasetine aktarildi
Gorintiileme igin kemililminesans ySntemine dayanan hazir ECL kiti (Amersham) kullamids.
Membran seffaf bir dosyanmn igine yerlegtirilerek ECL kitinden 2 ml eklendi. Daha sonra
Kodak’m kemiliiminesans filmleriyle (Kodak X-mat) goriinti elde edildi Film degisen
slirelerde membranda tutuldu ve sonra film klasik radyoloji banyosunda banyo edildi.

5.11. istatistik Degerlendirme
Bu ¢abigmada verilerin istatistik analizi icin SPSS programu (version 8.0) kullamild
(5). Istatistik analizde degigik kiiltlir kogullarinda saptanan hiicre canhhf oram, sitotoksisite
oram ve apostain pozitif boyanan hiicre oram: parametre olarak segildi. Gruplarm ortalama
degerleri Students’ t testiyle kargilagtirildi. 0.05°den kiigtik p degerleri anlamh kabul edildi.
Sonuglar metin icinde ve grafik gosterimlerde aritmetik ortalama + standart hata bigiminde
gOsterildi.
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6. BULGULAR
6.1. OL Kiiltiiriiniin Saflig)

Mikst glia kiltiriinden sallama-aderans yontemiyle elde edilen OL kiiltiiriiniin saflig
anti-GalC immiinfloresan boyamasiyla arastiriidi. Deneylerde kullamlan bu kultiirlerin saflig
% 95’in tizerinde bulundu. Anti-GalC IF boyamasiyla pozitif boyanan oligodendroglial
hiicrelere ait bir 6rnek Sekil 6’da gosterilmigtir. Bu boyamada anti-GalC antikoruyla birlikte
DAPI nukleus boyas: da kullanilmigtir. Yalmz DAPI boyanan hiicreler GalC negatif hiicreleri

isaret etmektedir. Verilen bu trnekte yalniz DAPI boyanan hiicre bulunmadigi gériilmektedir.

Sekil 6. Primer OL kiiltiiriinde anti-GalC ve DAPI IF boyamasina ait bir érnek

giriilmektedir. GalC IF boyamas: icin sckonder antikor olarak FITC konjuge anti-fare
IgC antikoru kullamlmstir. GalC beyamas: icin yesil FITC filtresi, DAPI boyamas: icin
ise UV filtresi seqilmistir (100 X)



6.2. N20.1 Hiicre Hattinin Fenotipik Ozelligi

Fare pre-oligodendroglial hiicre hatt: GalC yiizey antijeninin bulunmas: gibi 6zellikler
agisindan koken aldigi primer OL kiiltiirlerine benzemektedir. Bu ¢ahgmada bu fenotipik
ozellik anti-GalC immunfloresan boyamasiyla teyid edildi Sekil 7’de anti-GalC
immiinfloresan boyamasiyla pozitif boyanan N20.1 hiicre hatti hiicreleri gosterilmistir. Bu
boyamada anti-GalC antikoruyla birlikte DAPI nukleus boyasi da kullamlmigtir. Yalmz DAPI
boyanan hiicreler GalC negatif hiicreleri isaret etmektedir. Verilen bu 6rnekte tek bagina

DAPI boyanan hiicre bulunmadigi gonilmektedir.

Sekil 7. N20.1 hiicre hatt: kiiltiiriinde anti-GalC ve DAPI IF boyamasina ait bir

draoek giriilmektedir. GalC IF boyamas: icin sekonder antiker olarak TR kenjuge anti-

fare IgG antikeru kullamdmgter. GalC boyamas: icin kirnuz: TR filtresi, DAPI
boyamas icin ise UV filtresi secilmistir (100 X)
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6.3. Interferon-gamma’mm, Tiimér Nekrozis Faktor alfa’min,
Lipopolisakkaridin ve Serum Deprivasyonunun Oligodendrosit Oliimiinii
Indiikleyici Etkisi

Bu ¢alismada MTT hiicre canhh testiyle gosterildigi gibi 100 ng/ml konsantrasyonda
TNFa + 100 U/ml konsantrasyonda IFNy ve 1 pg/ml LPS + 100 U/ml IFNy OL kiiltiirlerinde
hiicre &liimiine yol agmaktadir. Bu dozlar OL kiiltiirlerinde sitotoksisite ve protektif ajanlarm
test edilmesi ¢alismalarmda kullamlan mutad dozlardw. OL Kkiiltiirlerinin yukarida belirtilen
ajanlarn bu mutad dozlariyla, 72 ya da 96 saatlik enkiibasyonu % 45-60 arasinda degigen
degerlerde hiicre dliimiine yol agmaktadr. Bu ¢aliymada primer amag gesitli maddelerin hiicre
koruyucu Ozelliklerinin aragtirilmas1 oldugu igin toksik ajanlarin tek tek kullammu, doz
titrasyonu ve ilk 48 saatlik siirede olusturduklan sitotoksisite incelenmemistir.

Bu c¢alismada MTT testi sonuglarma gore 100 ng/ml konsantrasyonda TNFa + 100
U/ml konsantrasyonda IFNy’nmn OL kiiltiirlerine eklenmesi ve 72 saat enkiibasyonu
sonucunda hiicre canhlig1 oram kontrol kiiltiirleri % 100 kabul edildiginde ortalama % 44.7 +
1.7’e diismektedir (Sekil 8). Yine MTT sonuglarina gore 1 pg/ml konsantrasyonda LPS + 100
U/ml konsantrasyonda IFNy, OL kiiltiirlerine eklendiinde hiicre canhh$1 oranim 72 saatlik
enkiibasyon siiresi sonunda ortalama % 43.1 + 3.8’ diisiirmektedir ($ekil 10).

Primer OL Kkiiltiirlerinde LDH testi sonuglarma gére 100 ng/ml konsantrasyonda LPS
+ 200 U/ml konsantrasyonda IFNy kiiltiirlere eklendiginde sitotoksisite oram 72 saatlik
enkiibasyon siiresi sonunda ortalama % 24.1 + 3.4, 96 saatlik enkiibasyon siiresi sonunda
ortalama % 91.6 + 7.1°dir. Farkl doz semalariyla uygulanan bu hasar modelinde LDH testi ile
elde edilen sitotoksisite degeri 72. saatte MTT testiyle elde edilen hiicre canlihf azalmasi
oranlarindan daha diigiikk bulunmugtur. Bu durum farkh doz semalarmin kullanim yamsira
MTT testinin LDH testinden daha duyarh olmasma da bagh olabilir.

MTT testi sonuglarma gore OL kiiltiirlerinde hiicre canhligi oram 72 saatlik SD
ardindan ortalama % 73.7 + 2.2 (Sekil 11) , 96 saatlik SD’nun ardindan ortalama % 54.9 +
1.2’ye diismektedir (Sekil 12). Bu sonuglar SD’nun OL kiiltiirlerinde zamana bagimh olarak
hiicre canlihi azalmasima yol agtigmi gdstermektedir.
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6.4. interferon-gamma’mmn, Tiimér Nekrozis Faktor-alfa’nin,
Lipopolisakkaridin ve Serum Deprivasyonunun Apoptotik Oligodendrosit

Oliimiinii Indiikleyici Etkisi

Apostain IF boyama sonuglar1 mutad dozlarda TNFa + IFNy ve LPS + IFNy kombine
kullanimlarmin ve SD’nun OL kiiltiirlerinde 72 saatlik enkiibasyon siiresi sonunda anlamh
diizeyde apoptotik hiicre Oliimiine yol a¢tifmu gostermektedir. Primer OL kiiltiirlerinde
apoptotik (apostain pozitif) hiicre oram kontrol kiiltiirlerinde % 5’i agmazken (Sekil 13 ve 14),
bu oran TNFa ve IFNy kombine kullammuyla ortalama % 62.5 + 5.4 (Sekil 14), ve LPS +
IFNy kullammyla ortalama % 48.6 + 3.4 ve SD ile ortalama % 59.6 + 6.2’ye yiikselmektedir
(Sekil 13).

6.5. interferon-beta, Transforming Growth Faktor-beta, Hepatosit
Growth Faktor ve Nerve Growth Faktir Oligodendrosit Oliimiine Kars:

Koruyucu Degildir

MTT hiicre canhhg: testi sonuglar1 1000 U/ml IFNB, 100 ng/ml TGFg, 300 ng/ml
HGF ve 100 ng/ml NGF’nin 72 saatlik enkiibasyon siiresinin sonunda 100 ng/ml
konsantrasyonda TNFa + 100 U/ml konsantrasyonda IFNy ile indiiklenen OL o6liimiinii
Onlemedigini gostermektedir (Sekil 8). Bu deneyde olasi koruyucu ajanlarm eklenmedigi
kiilttirlere ait ortalama hiicre canhihig: degerleri ( % 44.7 * 1.8), IFNB (% 43.3 £+ 3.6), TGFp
(% 41.4 + 3.2), NGF (% 45.7 £ 4.2) ve HGF (% 45.2 £ 4.4) eklenmesiyle anlamh diizeyde
degisiklik gdstermemektedir.

6.6. Eritropoetinin oligodendrosit 6liimiine kars: koruyucu etkisi

EPO, OL kiiltiirlerinin 100 ng/ml konsantrasyonda TNFa + 100 U/ml
konsantrasyonda IFNy ile 72 saat siireyle enkiibasyonu sonucu indiiklenen hiicre 6liimiinii
anlamh diizeyde azaltmaktadr (Sekil 9). Bu kosullarda yalmz toksik maddelerle karsilasan
kiiltiirlerde hiicre canhhif oram ortalama 52.4 + 6.1 bulunmusken, bu oran toksik maddelerle
aym zamanda 0.1 U/ml EPO eklenen kiiltirlerde 79.7 + 2.9, 1.0 U/ml EPO eklenen
kiiltiirlerde ortalama 86.6 + 8.6 ve 10.0 U/ml EPO ekienen kiiltiirlerde ortalama 89.0 + 1.2
olarak saptandi. Yalmz toksik madde eklenen ve EPO bulunmayan kiiltiirlerin ortalama
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degeriyle kargilastinldiginda bu degerler hiicre canlihifinda anlamh dizeyde artisi
gostermektedir (0.1 U/ml EPO igin p = 0.02; EPO 1.0 U/ml igin 0.04 ve EPO 10 U/ml igin
0.03). EPO’in bu hasar modelinde koruyucu etkisi doza bagimh gérinmemektedir.
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Sekil 8. MTT sonuclarna gére IFNB, TGFB, HGF ve NGF, 72 saat siireyle 100
ng/ml dozda TNFa ve 100 U/ml konsantrasyonda IFNy ile indiiklenen OL &liimiinii

onleyici etki gostermemektedir.
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Sekil 9. MTT sonuclarina gore degisik dozlarda EPO, 72 saat siireyle 100 ng/mi
dozda TNFo ve 100 U/ml konsantrasyonda IFNy ile indiiklenen OL é&liimiinii dnleyici
etki gostermektedir ve bu etki doza bagimh gorinmemektedir (kontrol degerleriyle
karsilastinldiginda * p = 0.02; ** p = 0.04; *** p = 0.03).



EPO, OL kiiltiirlerinin 1 pg/ml LPS + 100 U/ml IFNy ile 72 saat siireyle enkiibasyonu
sonucu indiiklenen hiicre 6liimiinii anlamh diizeyde azaltmaktadir (Sekil 10). Bu kosullarda
yalmz toksik maddelerle kargilagan kiltiirlerde hiicre canliifi oram ortalama 43.1 + 3.8
bulunmusken, bu oran toksik maddelerle aym zamanda 0.1 U/ml EPO eklenen kiiltiirlerde
96.5 + 4.6, 1.0 U/ml EPO eklenen kiiltiirlerde ortalama 97.4 + 16.4 ve 10.0 U/ml EPO eklenen
kiltiirlerde ortalama 117.4 + 7.3 olarak saptandi. Yalmz toksik madde eklenen ve EPO
bulunmayan kiiltiirlerin ortalama degeriyle kargilagtinldiginda bu degerler hiicre canlilifinda
kullamlan biitin EPO dozlan igin anlamh diizeyde artigi gostermektedir (0.1 U/ml EPO igin
p= 0.001; EPO 1.0 U/ml igin p = 0.02 ve EPO 10 U/ml igin p = 0.001). EPO’in bu hasar
modelinde koruyucu etkisi doza bagimh gorinmemektedir.
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Sekil 10. MTT sonuclarina gore degisik dozlarda EPO, 72 saat siireyle 1 pg/ml
dozda LPS ve 100 U/ml konsantrasyonda IFNy ile indiiklenen OL oliimiinii dnleyici etki

gostermektedir ve bu etki doza bagimh goriinmemektedir (kontrol degerleriyle
karsilastinidigmda * p = 0.001; ** p = 0.02; *** p = 0.001).

LDH sonuglarna gére hasar modelinden 24 saat 6nce 2, 10, 20 ve 200 U/ml
konsantrasyonlarda uygulanan EPO, 100 ng/ml LPS + 200 U/ml IFNy ile 72 ve 96 saat

siireyle enkiibasyonu sonucu indiiklenen hiicre olimiinii 2 U/ml doz diginda anlamh olarak
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azaltmaktadir. S6zii edilen dozlarda LPS + IFNy 72. saatte ortalama % 24.1 + 3.4, 96 saatlik
enkiibasyon siiresi sonunda ise ortalama % 91.6 + 7.1 oramnda sitotoksisiteye yol agmustir.
Hasar baslangicindan 24 saat 6nce uygulanmaya baslanan 2.0 U/ml dozda EPO 72. saatte
sitotoksisiteyi anlamh diizeyde azaitmamugtir (21.8 + 4.1). Buna karsilik 20 U/ml dozda EPO
ve 200 U/ml dozda EPO uygulamasiyla elde edilen sitotoksisite degerleri (srasiyla 16.5 + 3.9
ve 42 + 1.7) EPO bulunmayan koguldaki sitotoksisite degerinden anlamh olarak diigiik
bulundu (srrastyla p = 0.02 ve 0.001). MTT testiyle elde edilen sonuglarin aksine uygulanan
bu farkli doz semalarinda EPO, LPS + IFNy ile olusturulan hiicre hasarim doza bagimh olarak
azaltmaktadr. Ancak 6zellikle 200 U/ml EPO dozu in vitro kiiltiir gahsmalar i¢in mutad bir
doz degildir. Fakat yine de bu bulgular EPO’in bu hiicre sisteminde cok genis bir etki
araligmm bulundugunu gostermektedir. EPO’in hasarm baslangicindan 24 saat &nce kiiltiir
ortamina 10 U/ml konsantrasyonda eklenmesi 96. saatte 100 ng/ml LPS + 200 U/ml IFNy ile
inditklenen sitotoksisiteyi (% 91.6 + 7.1) anlamh diizeyde diigiirmektedir (40.8 + 4.6; p =
0.001).

EPO, OL Kkiiltiirlerinde 72 ve 96 siireli SD ile indiiklenen hiicre Slimiinii anlamh
diizeyde azaltmaktadir (Sekil 11 ve 12). Bu kosullarda EPO eklenmeyen ve SD uygulanan
killtiirlerde hiicre canhli oram 72. saatte ortalama 73.7 + 2.2 bulunmusken, SD’na bagh
hiicre Sliimil 96. saatte daha da artarak hiicre canhlif: oram ortalama 54.9 + 1.2°ye diigmiistiir.
EPO, OL kiiltiirlerinde SD’nun indiikledigi hiicre 6liimiine kar;t doza bagimh goriinen
koruyucu bir etki gostermektedir. EPO’in 0.1 U/ml dozu 72. ve 96. saatte anlamh koruyucu
etki gostermemektedir. SD uygulanan ve 0.1 U/ml EPO eklenen kiiltiirlerde ortalama hiicre
canlih@: oram 72. saatte 76.3 * 6.2 (p = 0.73), 96. saatte ise 50.0 + 1.1 (p = 0.1) bulundu. 1.0
U/ml dozda EPO ise hiicre canlilif oranmim 72. saatte 93.7 + 8.2’ye, 96. saatte ise 70.7 + 0.8’
yiikseltmektedir. Bu koruyucu etki istatistik degerlendirme sonucu anlamh bulundu (72. saat
i¢in p = 0.03, 96. saat i¢in p = 0.048). EPO’in bu dozda koruyucu etkisinin 96. saatte azaldig
goriilmektedir. 10 U/ml dozda EPO da 72 ve 96. saatlerde ortalama hiicre canhligi oranm
anlamh diizeyde yiikseltmektedir. Ortalama hiicre canhlif: degerleri bu kiiltiir kosulunda 72.
saat igin 92.6 + 5.9 (p = 0.03), 96. saat igin 80.5 + 2.5 (p = 0.03) bulundu. Bu sonuglara gore
10 U/ml dozda EPO’in SD’na kars1 koruyucu etkisi 96. saatte de azalmadan siirmektedir.
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Sekil 11. MTT sonuglarina gore 1.0 ve 10.0 U/ml konsantrasyonda EPO, 72 saat

siireyle SD ile indiiklenen OL  §liimiinii onleyici etki gostermektedir (kontrol

degerleriyle karsilastinldifinda * p = 0.03; ** p = 0.03).
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Sekil 12. MTT sonuglarina gére 1.0 ve 10,0 U/ml konsantrasyonda EPO, 96 saat

siireyle SD ile indiiklenen OL  §liimiinii dnleyici etki gostermektedir (kontrol

degerleriyle karsilagtinldiinda *p= 0.048; ** p = 0.03).

-
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6.7. Eritropoetinin Apoptotik Oligodendrosit Oliimiine Karst Koruyucu
Etkisi

Apostain IF boyama sonuglarma gore EPO, OL kiiltiirlerinde gesitli hasar modelleriyle
indiiklenen apoptotik hiicre Sliimiinii dnlemektedir (Sekil 13-16). Bu deneylerde tek doz EPO
(10 U/ml) kullambmustir. Sitotoksisite deneylerinde EPO’in bu dozunun SD modeline karsi en
etkin dozu oldugu saptandi igin apostain deneylerinde bu EPO dozu segilmigtir.

EPQ, 72 saat siireli SD ile inditklenen apoptotik hiicre Slitmiinii anlamh diizeyde
azaltmaktadir (Sekil 13). Kontrol degerleri (5.2 + 2.0) ile kargilastrildiginda bu kosullarda
indiiklenmis apoptotik hiicre oram (59.6 + 6.2) istatistiksel dilzeyde anlamh olarak yiiksektir
(p = 0.001). Apoptotik hiicre oran: 10 U/ml konsantrasyonda uygulanan EPO ile anlamh
diizeyde (9.7 + 2.8) diismektedir (p = 0.001).

EPO, 1 pg/ml LPS + 100 U/ml IFNy ile 72 saat siireyle enkiibasyon sonucu
indiiklenen apoptotik hiicre Sliimiinii anlamh diizeyde azaltmaktadir. Kontrol degerleri ile
(4.2 £ 1.8) kargilastinldiginda bu maddelerle enkiibasyon sonucu indiiklenmis apoptotik hiicre
oram (48.6 + 3.4) istatistiksel diizeyde anlamh olarak yiiksektir (p = 0.001). Apoptotik hiicre
oram 10 U/ml konsantrasyonda EPO ile anlamh diizeyde (12.2 + 2.8) diismektedir (p= 0.002).

EPO, 100 ng/ml konsantrasyonda TNFa + 100 U/ml konsantrasyonda IFNy ile 72 saat
siireyle enkiibasyon sonucu indilklenen apoptotik hiicre olimiinti anlamh diizeyde
azaltmaktadir (Sekil 14-16). Kontrol degerleri (3.7 + 1.6) ile karsilagtmldigmda bu
sitokinlerle enkiibasyon sonucu indiiklenen apoptotik hiicre oram (62.5 + 5.4) istatistiksel
diizeyde anlamh olarak yiksektir (p = 0.001). Apoptotik hiicre oram 10 U/ml
konsantrasyonda EPO ile anlamh diizeyde (8.2 + 2.1) diismektedir (p = 0.001).
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Sekil 13. Apostain IF boyama sonuclarina gore 72 saat siireyle uygulanan SD, OL

kiiltiirlerinde anlamh diizeyde apoptotik hiicre sliimiine yol agmaktadir (* p = 0.001). 10

U/ml konsantrasyonda EPQ, SD ile indiiklenen OL oliimiinii anlamh diizeyde azaltica
etki gistermektedir (** p = 0.001).
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Sekil 14. Apostain IF boyama sonus;lar;ﬁa gérein saat siireyle uygulanan 100

ng/ml dozda TNFa ve 180 U/ml konsantrasyonda IFNy, OL Kkiiltiirlerinde anlamh

diizeyde apoptotik hiicre sliimiine yol acmaktadwr (*p=0.001). 10 U/ml keonsantrasyonda

EPQ, bu apeptotik sliimii anlaml diizeyde azaltic: etki gostermektedir (** p = 0.001),



Sekil 15. Apostain IF boyama sonuclarina gore 72 saat siireyle uygulanan 100
ng/ml dozda TNFa ve 100 U/ml konsantrasyonda IFNy, OL kiiltiirlerinde anlaml
diizeyde apoptotik hiicre dliimiine yol agmaktadr. Apostain pozitif boyanan hiicreler
yesil goriinmektedir. Apostain boyamasiyla birlikte DAPI nukleus boyas: da

kullamlmistsir. Bu boyayla biitiin nukleuslar mavi boyanmaktadir (100 X).

a KPO’n, 72 saat siireyle

uygulanan 100 ng/ml TNFa ve 100 U/ml IFNy ile indiiklenen apoptotik hiicre sliimiinii

anlamh olarak azalttifs girillmektedir (100 X).
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6.8. Oligodendroglial eritropoetin reseptir ekspresyonu
Sitotoksisite deneylerinin sonuglari degisik in vitro hasar modellerinde koruyucu etkisi
test edilen ajanlardan yalmzca EPQ’in OL 6liimiinii onledigini gostermektedir. Bu durum
oligodendroglial hiicrelerde EPO reseptériiniin varligt sorusunu giindeme getirmigtir. Literatiir
bilgilerine gore kemirgen OL’de EPOR ekspresyonunu bildirilmemistir. insan OL
kiiltirlerinde yapilan bir ¢alismada ise EPOR mRNA ekspresyonu saptanamammgtir (215)

Bu tez ¢ahgmasinda EPOR protein ekspresyonu fare primer OL kiiltirlerinde anti-
EPOR IF boyama yontemiyle, N20.1 hiicre hatt: kiiltiirlerinde ise WB-IP teknikleriyle
aragtirild. Anti-EPOR antikoruyla IF boyama sonuglars fare primer OL kiltiiriinde hiicrelerde

bazal EPOR protein ekspresyonu bulundugunu géstermektedir (Sekil 17).

Sekil 17. Oligodendroglial eritropoetin reseptor ekspresyonu (immiinfloresan

inceleme). Fare primer OL kiiltiiriinde poliklonal tavsan anti-EPOR antikoruyla pozitif
boyanan bir hiicre giriilmektedir. Sekonder antikor olarak FITC konjuge anti-tavsan

antikoru knllamlmigtir. Nukleus DAPI boyamasiyla gériintiilenmistir (100 X).
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Anti-EPOR kullamlarak N20.1 hiicre hatt1 kiiltiirlerinde yapilan WB-IP incelemeleri
de bu hiicrelerde bazal EPOR protein ekspresyonu buundugunu gostermektedir (Sekil 18).
WB incelemesinde sican insulinoma hiicre hatti olan INS hiicre hattinda da zayif EPOR
ekspresyonu oldugu goriilmektedir.

N.20.1 INS

IP negatit 119 kDa ~%
N20.1 kontrol

119 kDa 33kDa

Sekil 18. Oligodendroglial eritropoetin reseptor ekspresyonu (WB-IP incelemesi).
Sagda WB sonuclari, solda TP sonuclan gisterilmisti. WB incelemesinde srcan
insulinoma hiicre hatti olan INS’nin de EPOR ekspresse ettigi goriilmektedir. IP
sonuglarnt N20.1 hiicrelerinde iic ayn afwhkta EPOR proteininin varh@na isaret
etmektedir. IP incelemesinde negatif kontrol olarak drnek protein eklenmeyen kosul
kullanilmgtir. Bu kogulda beklendigi gibi herhangibir band gériinmemektedir.
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6.9. Oligodendroglial eritropoetin reseptirii mRNA ekspresyonu

Bu tez ¢alismasinda oligodendroglial hiicrelerde EPOR’niin transkripsiyonel diizeyde
ekspresyonu da arastinldi. Bu amagla N20.1 hiicre hatt1 kiiltirleri kullamldi. RT-PCR
incelemesinin sonucu N20.1 hiicrelerinde bazal EPOR mRNA ekspresyonu oldugunu
gostermektedir (Sekil 19). Bu incelemede pozitif kontrol hiicre olarak fare astroglial hiicreleri
kullanlmigtir. Bu hiicrelerde EPOR mRNA ekspresyonu daha énce bildirilmigtir (29). Bu
¢aligmada N20.1 hiicrelerinde bazal EPOR mRNA ekspresyonu astroglial EPOR mRNA
ekspresyonundan kalitatif olarak gérece daha zayif bulundu.

1 2 3 4 5 6

Sekil 19. Oligodendroglial eritropoetin reseptor mRNA ekspresyonu. Ust sirada
G3PDH’a, alt sirada EPOR’e ait bandlar goriilmektedir. 1. rnek uyarilmams N20.1
hiicrelerine, 2. sira LPS, 3. sira IFNy, 4. sira AB, 5. sira EPQ ile enkiibe edilmis N20.1

hiicrelerine aittir. Son sirada (6.) astrositlere ait bandiar yer almaktadr.

6.10. Oligodendroglial eritropoetin reseptorii mRNA ekspresyonunun

inflamatuvar uyaranlarla indiiksiyonu

Bu tez ¢aligmasinda oligodendroglial EPOR mRNA ekspresyonunun LPS, IFNy, AR
peptidin 25-35 fragmam ve EPO’in kendisi tarafindan etkilenip etkilenmedigi de arastinldi.
Bu amagla N20.1 hiicre hatt: kiiltirleri bu maddelerle 6 saat siireyle enkiibe edildi. RT-PCR
incelemesinin kalitatif sonuglan LPS ve IFNy’mn EPOR mRNA ekspresyonunu uyardigin
gostermektedir (Sekil 19). AB peptidin 25-35 fragmam ve EPO’in kendisi ise uyarci etkili

bulunmadi.
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7. TARTISMA

Bu tez ¢ahgmasmda GalC IF boyamasiyla gosterildifi gibi primer OL kiiltiirlerinin
saflifn deneyler siiresince % 95°den asafn diismemistir. Primer OL kiiltiirlerinin safh
Jigerebilecekleri diger glial hiicrelerin sitotoksisite ve koruyuculuk deneylerinin sonuglarim
etkileyebilmesi agisindan Snemlidir (27, 237). Kullamlan toksik ve olas1 koruyucu ajanlarin
astroglial ve mikroglial hiicrelerin rettikleri NO gibi toksik ya da trofik faktérler gibi
koruyucu maddelerin {retimini uyarabilme ya da baskilayabilme olasihfi bulunmaktadir.
Ornegin LPS, mikroglia ile kontamine olmus OL kiiltiirlerinde mikroglial NO retimini
uyararak OL hasarm dolayh olarak da arttirabilir (339). Ayrica LPS ile aktive olan mikroglial
hiicreler OL ile dogrudan temas ile de OL hasarim arttwrabilir. Cilinkii mikroglia’nm OL
hasarmna yol agmas: igin dogrudan hiicre-hiicre etkilesimi de gerekli olabilir (339). Bu tiir
kontaminasyon kaynag: hiicrelerin varhf: deneylerde test edilen olasi koruyucu maddelerin
koruyucu etkisini arttirici ve toksik ajanlarin sitotoksik etkisini azaltici ydnde de etki
gosterebilir. Ornegin IFNP, astrosit kiiltiirlerinde NGF {iretimini arttrmaktadir (39). NGF ve
HGF de OL Kkiilttirlerini kontamine edebilen diger glial hiicrelerden OL koruyucu faktorlerin
salinmasim uyariyor olabilir. Bu durum da in vitro bulgularda artefakt: giindeme getirecektir.

Bu cahsmada primer OL kiiltiirlerinin safhik orammin yiikksek oldugu GalC IF
boyamasiyla gosterilmigtir (Sekil 6). Fakat OL hiicre topluluu farkh gelisim evrelerinde
bulunan (pre-OL, immatiir OL ve matiir OL) oligodendroglial hiicreleri igermesi agisindan
yine de heterojenlik gosterebilmektedir (78). Bu ¢alijmada matiir OL marker’1 olan anti-MBP
antikoru, pre-OL marker’lan olan anti-O4 ve Oncii hiicre marker’1 olan anti-A2B5 antikorlar
kullamlamamugtir. Kullamilan tek spesifik OL marker’t olan GalC, pre-OL ile immatiir OL
gecis asamasinda hiicre ylizeyinde ekspresse edilmeye baslanmakta ve ekspresyonu
matiirasyon boyunca slirmektedir (78, 205). Bu nedenle bu marker OL gelisim evrelerinden
tek birine 0zgii degildir. Ancak kiiltiirlerin faz kontrast mikroskop altmda izlenmesi sirasinda
OL hiicrelerin morfolojik olarak uzant1 sayilarma gore degerlendirildiginde immatiir OL
agamalarma uydugu saptanmugtir. Degisik deneylerde kditiirlerde GalC pozitif boyanan hiicre
sayisiun % 95°den az olmamasi da pre-OL orammnm diigiik oldugunu diistindiirmektedir. Cok
sayida uzantisi ve miyelin membran yapis1 gosteren matiir OL morfolojisine uyan hiicre sayis1
ve bipolar uzaniith pre-OL sayis1 her kiiltiirde birkag hiicreden fazla olmamgtir. Hiicreler 3-4°
den fazla uzantidari olmalan &zelligiyle immatiir OL agamalarmdaki hiicrelere uymaktadsr
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(78). Primer OL kiiltiirlerinde hiicrelerin biiylik bir boliimiinlin aym gelisim evresinde
bulunmas: farkh gelisim evrelerindeki OL’in hasara kars;i yamtlann farkh olabilecegi icin
aranan bir 5zelliktir. immatiir ve matiir OL’in hipoksi, iskemi ve sitokinlerle indiiklenen hasar
modellerine karm yamtlarmin ve duyarhliklariin farkh oldufu daha Onceki ¢ahsmalarla
gOsterilmigtir (20, 27, 49, 50, 260). Benzer bigimde olas1 koruyucu maddelerin etkilerini
gOsterebilmeleri igin reseptor-ligand etkilesimleri gerektiginde bu hiicrelerde gelisimsel
reseptdr ekspresyon paterni de Snemli olabilir. Ornegin immatiir ve matiir OL’de EPOR
ekspresyon paterni farkh olabilir. Fakat bu henfiz aragtrimanmus bir konudur. Bu tez
cahsmasinda da oligodendroglial EPOR ekspresyonunun geligimsel paterni incelenmemigtir.
Sonug olarak herhangi bir hasar modeli ve protection deneyleri ayr1 ayr1 homojen immatiir ya
da homojen matiir OL kiiltiirlerinde yapilmah ya da mikst OL kiiltlirlerinde geligim evrelerine
Ozgiil marker’larin da kullamlacag: deneyler planlanmahdir. Yukarida da s8zii edildigi gibi bu
cahgmada kullamlan primer OL kiiltlirleri ¢ok yiiksek oranda homojen immatiir OL
asamasmdaki hiicrelerden olugmusgtur.

Bu tez ¢ahgymasinda yenidogan fare primer OL kiiltiirlerinin yamswa fare
oligodendroglial hiicre hatti (N20.1) da kullamlmugstir. Hiicre hatlariin avantaji saf ve
homojen tek tip hiicreden olugmasi ve WB-IP gibi ¢ok fazla sayida hiicre kullamimasmnm
gerektigi molekiiler biyolojik yontemler igin yeterli sayida hiicre elde edilmesini saglamasidir.
Fakat hiicre hattinm fenotipik ve fonksiyonel &zellikleri, koken aldigy hiicre tipinin primer
kiltirlerinkinden farkhhk gosterebilir. Bu farkhhklar in vitro ortamda pasajlar sirasinda da
olugabilir. Bu nedenle hiicre hattinn baslangicta tammlanmg ve yaymlanmis fenotipik ve
fonksiyonel zelliklerinin kullanici laboratuvar tarafindan tekrar kontrol edilmesi uygundur.
N20.1 hiicre hatt1 1siya duyarh SV40 large T antijeni tagiyan bir retroviral vektérle
immortalize edilmis fare oligodendroglial hiicre hattidir (305). Bu hiicre hatti immatiir OL’in
bazi dzelliklerini gbstermekte ve GalC, siilfatid, 2°,3’-siklik niikleotid fosfodiesteraz gibi OL
marker’larru ve MBP ve PLP mRNA’lanim ekspresse etmektedir (305). Bu c¢ahsmada
kullanilan N20.1 hiicre hatt: hiicrelerinin tamammnin GalC pozitif boyandifr saptand: (Sekil
7). Bu bulgu deneylerde kullanilan N20.1 hiicrelerinin OL fenotipik 6zelliklerinden en
azmndan birini siirdlirdigiinGi gostermektedir. Fakat bu ¢ahsmada yukarida sbzii edilen diger

fenotipik 6zellikler aragtirilmammgtir.
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TNF ve OL arasindaki baglanti uzun siireden beri ilgi ¢ekmektedir. Ancak in vitro
calismalarm sonuclan arasmda bazi tutarsizhklar bulunmaktadir (27). Cok sayida ¢ahsma
soluble TNF-o’nmn in vitro kemirgen OL’ni apoptoz ile (20, 129, 176, 285, 302, 329) ya da
nekroz ile (261, 263) oldirdiifiinii saptamugken baz cahgmalarda da sitotoksik etki
saptanamamgtir (51, 201, 276). Baza gahgmalarda da 6ncli hiicrelerin bu sitokine duyarh
oldugu, olgun OL’in etkilenmedigi bildirilmistir (260). Baz1 in vitro c¢ahismalarda ise
TNFa’nn OL’de potansiyel olarak zararh, fakat Sldiiriici olmayan metabolik ve fizyolojik
degisiklikler olugturdugu bildirilmigtir (1, 49, 197, 276, 337).

Farkh cabgmalarm sonuglar arasmdaki tutarsizhklarm ¢ok sayida olasi agiklamas:
bulunabilir (27). Bazmn c¢ahgmalarda OL canlhfs MTT testiyle degerlendirilmigti. LDH
testinden daha duyarh olmasma karsin MTT testi ile canh, fakat metabolizmalan bozulmus ve
kismi hasara uframus hiicreler de 6lii hiicre olarak degerlendirilmis olabilir. Ikinci olasihk
sitokine maruz kalma siiresinin canhlik oram {izerine etkisinin olmasidir. Gergekten de bu
siire ¢ahsmalar arasmda farkhhk gostermektedir (277). Uglincti bir olasihk farkh canh
tiirlerine ait oligodendroglial hiicrelerin ve aym tiire ait fakat farkh gelisim evrelerinde olan
OL hiicrelerin sitokinlere yamitlarmm farkh olmasidr. Son bir olasihk da OL kiiltiirlerine
karismus olabilen diger glial hiicrelerin ¢ahsma sonuglarm etkileyebilecegidir (27).

Kemirgen OL ile yapilan bu gahgmalarin sonuglarinm insan OL kiiltlir ¢ahgmalarma
ve in vivo duruma nasil ekstrapole edilecegi de ayn bir sorundur (27). Insan OL TNFR1
ekspresse etmektedir (317), fakat soluble TNFa ya da lenfotoksin ile dlmemektedir (14, 89,
317, 339). Ancak bu hiicrelerde TNFo’ya maruz kalma sonucu yine de Sldiiriicii olmayan

baz1 zararh etkilerin olugtugu bildirilmigtir (91, 197).

In vitro TFNy ve OL toksisitesi ¢alismalarinm sonuglann da TNF-o. gahgmalarma
benzer bigimde tutarh degildir. Bu sitokinin in vitro OL’i (302) ya da OL &nciilerini (13)
6ldiirdtigiinii bildiren cahymalarin yamsira bir gahgmada da IFNy’nm OL Onciisi hiicrelerde
apoptotik, olgun OL’de ise nekrotik hiicre Sliimiine yol agtifa saptanmugtir (20). TNFo bu
etkiyi gliclendirmektedir (13). IFNy ise TNF reseptor ekspresyonunu arttrmaktadir (1). IFNy
aym zamanda hiicre yiizeyinde hiicre Sliim resept0rii olan Fas’m ekspresyonunu uyarmakta ve
belki de bu yolla hasar ile iligkili yanitlan modiile etmektedir (238). Bagka caligmalarda ise
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IFNy’nin Sldiirlicti etkisi saptanamamis (197) ya da yalmzca metabolik etkiler ve hiicre
farkhlagmas1 {izerine etkiler yarattign bildirilmigtic (1). Transgenik fare c¢ahsmalan ise
IFNy’nn OL iizerine zararh bir etkisini diigtindiirmektedir (69, 133).

Ancak TNFa ve lenfotoksin ya da yalmz TNFa ve IFNy reseptorii knockout farelerde
yapilan in vivo EAE ¢ahgmalann bu sitokinlerin MSS demiyelinizasyonunda ikili bir rol
oynayabilecegini diigiindiirmektedir (109, 175, 250, 316). Bu farclerde EAE klinik skoru,
inflamasyon ve demiyelinizasyon kontrol farelerdekinden anlamh olarak daha yiiksektir. Her
ne kadar akut ve kronik MS plaklarmda apoptotik hiicrelerin % 14-40 arasinda bir oranmm
OL oldugu saptanmussa da bu sitokinlerin in vivo dofrudan OL Sliimiinden sorumlu olup
olmadi}1 heniiz kesin degildir (86). Bu sitokinlerin hastahfm degisik evrelerinde ve degisik
hiicre tipleri (hedef hilcre olarak OL ve effektdr hiicre olarak infiltran hiicreler) Oizerine farkh
yonlerde etkiler gosteriyor olmas: da olasidir (148, 149, 242). Kuprizon ile olusturulan
demiyelinizasyon modelinde TNFa yoklugu remiyelinizasyomu geciktirmektedir (16). MS
hastalarmda yapilan bit 6n Kklinkk c¢ahgmada anti-TNF tedavisinin yarar saglamadif
g6sterilmistir (291). Bu g¢ahsmada anti-TNF tedavisinin klinikk olarak alevlenmeleri ve
radyolojik olarak lezyonlan arttircify saptanmugtir. In vivo fare intravitreal bosluguna TNFa
enjeksiyonu internodal miyelin sigmesine ve optik sinir OL’de morfolojik degisikliklere yol
acmugsa da hiicre dlimiine neden olmamustir (47). Transgenik fare galiymalarmda da geligkili
sonuclar elde edilmigtir. TNFa overekspresyonu daba siddetli EAE olugmasina (288) ya da
proinflamatuvar sonuglara, demiyelinizasyona ve OL apoptozuna neden olmugken (2, 3, 241)
TNFa knockout farelerde EAE siddetinde artma olmustur (175). Bu son bulgu TNFa’nin
olasihkla inflamatavar hiicrelerin Oliimiind indiikleyerek anti-inflamatuvar bir etki
gOsterdigini diistindtirmektedir.

MS oOmekleriyle yapilan in situ cahgmalar MS’da farkh hiicre Sliim tiplerinin
(apoptotik ya da nekrotik) olabilecegini diiglindlirmektedir. Baz1 ¢ahgmalarda akut ve kronik
lezyonlarda apoptotik OL Sliimli saptannmsken (86, 179, 228, 302) digerlerinde nekrotik
hiicre 6liimfin{in varhgm diigiindiiriir bulgular elde edilmigtir (246, 247). Sonuglar arasmdaki
farkhhklardan 6liim sonrast dokunun elde edilme siiresi, doku fiksasyonu, apoptozu
degerlendirme yontemleri ve apoptotik hiicrelerin OL olup olmadimin belirlenmesi gibi
teknik faktorler de kismen sorumlu olabilir. Ancak MS’da farkh hastalarda, aym hastada



hastahgin farkh donemlerinde ve hatta aym hastada, aym dénemde bile birden ¢gok OL 6lim
tipi (hem apoptotik, hem nekrotik) de sz konusu olabilir.

In vivo inflamasyon ile demiyelinizasyon ve remiyelinizasyon arasindaki baglanti da
heniiz agikhfa kavusmams bir konudur. Bazi ¢aliymalarda inflamasyonun remiyelinizasyonu
uyarici bir etkisi oldufunu disiindiiren bulgular elde edilmigtir (74, 95, 295). Ancak bu etki
inflamatuvar hiicrelerden salinan norotrofik faktorlere bagh dolayh bir etki de olabilir.

Bu tez ¢ahgmasinda OL hasan yaratmak i¢in TNFo ve IFNy ayn ayn kullamimamg
ve doz titrasyonu yapilmayarak her iki sitokinin fareye yakin bir tiir olan sican OL’de toksik
etki olugturdugu bildirilen mutad dozlan kullamimigtwr (100 ng/ml TNFa ve 100 U/ml IFNy).
Clinkii bu ¢ahgmada amag bu sitokinlerin OL iizerine sitotoksik etki profillerinin (doz, stire)
¢ikartilmas: degil bu sitokinlerin toksik etki yarattif1 bilinen dozlarda kullammma kargi
degisik ajanlarm koruyucu etkinlifinin aragtimasidir. Bu nedenle bu ajanlarmn ilk 48 saatteki
etkileri de aragtmimamistir. TNFa ve IFNy yukanda belirtilen dozlarda ve 72 saatlik
enkiibasyon siiresi sonunda fare primer OL kiltiirlerinde sitotoksik etkiye ve apoptotik hiicre
Sliimiine yol agrugstir (Sekil 8,9, 14-16). Bu sonuglar bu hasar modelinin olas1 koruyucu
ajanlarin  koruyucu etkinliinin aragtirilmasi agismdan uygun bir model oldugunu
gostermektedir.

Bugiine kadar LPS’in OL {izerine sitotoksik etkisini aragtiran bir ¢ahgma
yaymlanmstir (211). S6z konusu ¢ahymada LPS’in hem tek bagma hem de IFNy ile birlikte
uygulandifinda 48. saatte belirginlesen sitotoksik etkisi Dbildirilmisti. Bu ¢aligmamn
sonuglarma gére LPS ve IFNy’nin kombine kullanim bu maddelerin tek tek kullammmdan
daha belirgin sitotoksisiteye yol agmaktadir (211). Bu tez ¢ahymasmda OL hasari yaratmak
icin LPS ve IFNy ayr ayn kullamlmams ve doz titrasyonu yapilmayarak her iki maddenin
fareye yakin bir tiir olan sigan OL’de toksik etki olusturdufu bildirilen mutad dozlan
kullambmustir (1 pg/ml LPS ve 100 U/mi IFNy). Ciinkii bu galiymada amag bu maddelerin OL
{izerine sitotoksik etki profillerinin (doz, siire) gikartilmas: degil bu sitokinlerin toksik etki
yarattifs bilinen dozlarda kullammma karst degisik ajanlarm koruyucu etkinliginin
aragtinlmasidir. Bu nedenle bu ajanlarn ilk 48 saatteki etkileri de aragtwilmamustir. LPS ve
IFNy yukanida belirtilen dozlarda ve 72 saatlik enkiibasyon siiresi sonunda fare primer OL
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kiiltiirlerinde sitotoksik etkiye ve apoptotik hificre Oliimiine yol agmustr (Sekil 10). Bu
sonuclar sigcan primer OL kiilifiriinde elde edilen sonuglara benzerdir (211) ve bu hasar
modelinin de olast OL koruyucu ajanlarm koruyucu etkinlifinin aragtirilmas: agisindan uygun
bir model oldugunu gostermektedir. Ayrica LPS dogal immiin yanit uyaram oldugu i¢in bu
hasar modelinde elde edilen in vitro sonuglarm AH gibi inflamatuvar patogenezi de oldugu
diigiiniilen nSrodejeneratif hastaliklara ekstrapolasyonu da uygun olacaktir (4). Ayrica MS
gibi otoimmiin hastahklarda T hiicresi aracih spesifik immiin yamtlarm yamsira kompleman
gibi dogal immiin yanit elemanlarmin da rolii olduguna iliskin bulgular da giderek artmaktadir
(27, 247).

Bu galismada OL kiilttirlerinde SD hasar modeli de kullamlmigtir. SD, primer sican ve
insan OL kiiltiirlerinde bildirilen sonuglara benzer bigimde sitotoksisiteye ve apoptotik hiicre
Sltimiine yol agmstir (91) (Sekil 11-13). SD hasar modeli gesitli hiicre sistemlerinde 5zellikle
apoptotik hiicre Sliimiine yol actifh bilinen bir modeldir (60). Bu nedenle bu hasar modeli
Ozellikle anti-apoptotik maddelerin etkinlifinin aragtiriimas: agisindan Onemlidir. Bu
¢alismada SD’nun fare primer OL kiiltiirlerinde zamana bagmh olarak artan oranda

sitotoksisiteye yol actif saptanmgtir (Sekil 11-12).

NGF’nin sigan primer kiiltlirlerinde OL’i TNFa’ya karsi koruyucu etki gdsterdigi
bildirilmigtir (285). NGF ayrica in vivo EAE modelinde de tedavi edici etki gdstermektedir
(306). Bu ¢ahymada ise NGF’nin fare primer OL kiiltiirlerinde herhangi bir koruyucu etkinligi
gOsterilememigtir. Bu maddenin daha yilkksek dozlan koruyucu etki gsteriyor olabilir. Bu
olasihk test edilmelidir. Ayrica bu maddenin hasardan bir siire dnce verilmesi de in vitro
koruyucu etki gosterebilir. Ancak hastahk durumlarma ekstrapolasyon agisindan hasardan
once koruyucu maddelerin kullammm dogru bir yaklagim olmayabilir. Ciinkii hastalk klinik
tamis1 konuldugunda in vivo OL hasan baglamis durumdadir.

Benzer bigimde PC12 hiicre hattim koruyucu etkisi daha Snce gosterilmis olan HGF
(187) de bu gahgmada OL O&liimiinli Snlemede etkisiz bulunmugtur. Sigan OL’nin HGF
reseptorii ekspresse ettii gosterilmigtir (155). Fakat yakin bir tir olan farede HGF
reseptOriiniin varhf: henliz aragtinlmamg ve bildirilmemigtir. Ayrica bu ¢aligmada her ne
kadar yiiksek homoloji gosterseler de temin edilemedigi igin fare HGF yerine zorunlu olarak
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insan HGF kullamlmgtir. Bu nedenle elde edilen sonuglarin tam yorumlanabilmesi agisindan
farede fonksiyonel HGF reseptOriinin varhfn ve fare HGF’'niin koruyucu etkinligi
arastinlmahdsr. Yine NGF i¢in sozii edildigi gibi HGF’nin daha yikksek dozlan ve hasar
oncesi kullamnm da denenmelidir.

Bu tez ¢ahgmasmda IFNP’nin ve TGFp’mn da koruyucu etkisi saptanamammgtir. MS
tedavisinde yaklagkk 10 yildr kullamhyor olmasma ve periferik immiin sistemdeki etkileri
oldukca biliniyor olmasina kargin IFNB’mn MSS ve MSS hiicreleri lizerine olas1 etkileri
konusunda bilinenler azdir. IFNB’min erigkin insan OL kiiltiirlerinde SD ya da TNFa ile
olusturulan hasara karsi koruyucu etki gostermedifi bildirilmigtir (91). Bu nedenle IFNB
kullanimmin MS’da ve EAE modelinde klinik bulgulan dizeltici etkisi dogrudan OL {izerine
etkisinden ¢ok inflamatuvar hiicreleri baskilamasina bagh goriinmektedir (82). Bu tez
cahsmasinin sonuglar anti-inflamatuvar etkili IFNB ve TGF3’nin denenen hasar modellerinde
OL olimiline kar;i koruyucu bir etkinlifi olmadifim gostermektedir. Fakat IFNB°mn ve
TGFp’nin OL f{izerine dogrudan bir etkiden gok mikroglial ya da CD4+ T hiicre aracih dolayh
sitotoksik etkiyi Onleyici etkileri bulunuyor olabilir. Bu olasihifn smanmasi agismdan
mikroglia-OL ya da T hiicresi-OL kokiiltiir cahgmalarmmn yapiimasi uygun olacaktir.

Bu tez ¢ahsmasinda olasi koruyucu etkinlii arasgtirilan ajanlarm kombine kullanim
denenmemigtir. Tek basma koruyucu etkinlifi saptanamayan bu maddeler birlikte
kullamldigmda sinerjistik etki gosteriyor olabilir. Ya da koruyucu etkinlifi gosterilmis olan
EPO’in bu etkisi diger maddelerle birlikte kullamldifnda gii¢leniyor olabilir.

Bu ¢aligmanin sonuglari EPO’in fare primer immatlr OL kiiltdrlerinde sitokinler, LPS
ve SD ile indiiklenen sitotoksisiteye kar;t koruyucu etkisinin oldufunu gostermektedir.
EPO’in eritroid ©Onciisit hiicrelerde, enterositlerde ve kardiyomiyositlerde mitotik ve
proliferatif etkisi daha Once gosterilmigtir (273). Cesitli ndronal hiicre tiplerinde
(kemirgenlerde primer kortikal, kolinerjik, hipokampal, spinal motor ndron kiiltiirlerinde,
PC12 ve P19 hiicre hatlarinda) EPO’in ¢ok defisik hasar modellerine (SD, OGD, growth
faktor deprivasyonu, glutamat toksisitesi, kainat ve AMPA toksisitesi, hipoksi) kargi
koruyucu ve norotrofik etkisi bildiriimistir (273). Bu tez ¢ahsmas: ise EPO’in in vitro
oligodendroglioprotektif etkinligini gosteren ilk cahgmadir.
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EPO, MS’un -dencysel hayvan modeli olan EAE’de klinik olarak tedavi edici etki
gostermektedir (41). Fakat s6z konusu ¢alisjmada EPO’in in vivo OL hasarmt ve inflamasyonu
Onleyici etkisinin olup olmadifi aragtmimanustir. Ancak aym cahismada bir baska deneysel
hayvan modelinde (kafa travmasi modeli) EPO tedavisinin inflamasyonu azaltic1 etkisi (anti-
inflamatuvar etki) histopatolojik olarak teyid edilmistir (41). EAE modelinde EPO’in
dogrudan OL canhhfm arttiric1 etkisi de olabilir ve bu etki de tedavi edici etkinlige katkida
bulunuyor olabilir. Bu olasih giiclendiren bir bulgu EAE ¢absmasinda IFNB ve glatiramer
asetat tedavileriyle gozlenenin aksine ge¢ donemde klinik tabloda relaps gbzlenmemesidir
(41). Bugiine kadar in vivo ve in vitro degisik tlirlerde (insan ve kemirgen) oligodendroglial
EPOR’niin varhgi bildirilmemigtir. Erigkin insan OL kiiltiirlerinde oligodendroglial EPOR
saptanamamigtir (215). Fakat mikroglia, astroglia ve ndronlar EPOR ekspresse etmektedir ve
sitokinler ndronal ve astroglial EPOR ekspresyonunu modiile etmektedir (215). ilk kez bu tez
¢ahsmasmda yenidogan fare immatiir OL kiiltiirlerinde ve N20.1 immatlir OL hficre hattinda
EPOR’niin hem protein hem de mRNA diizeyinde ekspresyonu saptanmugtir. Ayrica sitokinler
EPOR ekspresyonunu transkripsiyonel diizeyde uyarmaktadir. Bu son bulgunun anlamu hedef
hiicrede EPOR ekspresyonunun yalmzca hipoksi durumunda artmayip bagka hasar
modellerinde de uyanildifidir (Ashnda hipoksi ile noronal EPOR ekspresyonunun arttifi
bilinmekle birlikte OL igin bu durum heniiz agpk degildir). Bu durum in vive da
gergeklesiyorsa ve aym hasar yaratict maddeler EPO kaynad hiicrelerden EPO salimmum da
uyariyorsa bu durum endojen ve yalmizca hipoksiye karsi olmayan daha genel bir savunma
sisteminin varhfma isaret edebilir. Kiiltiire insan astrositlerinden EPO sahmmminmn sitokinlerle
uyarildig bildirilmigtir (215). Fakat in vivo durum hakkmda heniiz bilgi bulunmamaktadar.

Bu tez cabsmasmda EPO’in gesith in vifro hasar modellerinde OL’i koruyucu etkinligi
sitotoksisite ve hiicre canhh testleriyle gosterilmistir. Bu deneylerde, LDH deneyleri diginda
EPO hasarm baglangiciyla birlikte kiiltiirlere uygulanmaya baglanmmstir. Hasar modelinden
once EPO ile kiiltiirlerin pre-conditioning’i denenmemigtir (77). Bu durum EPO’in yeni gen
aktivasyonu gerektirmeyen mekanizmalar ile OL koruyucu etkinlifini gosterdigini
diigtindlirmektedir. Fakat bu c¢ahgymada EPO’in OL sisteminde anti-apoptotik etkisi de
saptanmmgtir. Anti-apoptotik etkinlik yeni gen aktivasyonunu gerektiren bir durumdur. Bu
durumda akla en yakm olasiik bu hiicre kiiltiirli ve hasar modeli sisteminde apoptotik hiicre
hasarinin toksik ajanlarla kargilagtinlmasmin ardindan latent bir silire gegtikten sonra



baglamas: ve kiiltirlerde bulunan EPO’in yeni gen aktivasyonu igin sire bulabilmesidir.
Hiicrelerin toksik ajanlara maruz kalma siiresi olugan hiicre hasarmm tipini (apoptotik ya da
nekrotik) ve siddetini (fonksiyonel ya da yapisal; geri doniisli ya da geri doniigsiiz) belirleyici
etmenlerdir. Bu durum degisik canh tiirlerinden OL kiiltlirlerinde daha 6nceki galiymalarla
gosterilmistir (27). Ayrica farkh hiicre tiplerinin bir hasar modeline yanitlan da farkh olabilir.
Omepgin PC12 ndronal hiicre hatti kiiltiirlerinde SD’na bagh hasar 48. saatte maksimuma
ulagmaktadir (161). Bizim ¢alismamizda ise SD’a bagh OL hasan 96. saatte 72. saattekinden
daha yiiksek bulunmustur. Bu farkhihk néronal hiicre kiiltlirlerinde hasar ile birlikte
uygulanmaya baglanan EPO koruyucu etki goOstermezken (271) aym maddenin OL
kaltiirlerinde hasarm baglangicindan Once uygulanmadifi halde neden koruyucu etki
gOsterdigini agiklayabilir.

Kiltirlerde EPO’in yarlanma &mrii bu tez ¢ahgmasinda ve bagka herhangi bir

calismada aragtinlmamugtrr. Bizim ¢aligmamizda her ne kadar kiiltirde EPO diizeyleri
zamansal olarak incelenmemisse de SD modelinde 72. saatteki koruyucu etkinlifin 96. saatte

de slirmesi ve bu etkinlifin doza bagimh bir bigimde diisik EPO dozunda degil de yiiksek
EPO dozlarmda ortaya cikmasi iki olasihf: akla getirmektedir. Ya EPO in vivo
sistemlerdekinden farkh olarak bu kiiltiir sisteminde daha uzun bir yarilanma kinetigi
gostermekte ya da anti-apoptotik mekanizma ig¢in baglangicta olugturdufu yeni gen
aktivasyonu etkisiyle etkinliini uzun siire stirdirmektedir. Bu son durum bir spinal motor
ndron kiiltlirli cahymasmnda gosterilmistir (271). Bu ¢ahgmada hasar modeli olarak growth
faktor (BDNF) deprivasyonu ve SD birlikte kullambmigtir. Her ne kadar koruyucu etkinlik
icin EPO’in hasar modelinin baslangicndan 24 saat Onceden baglayarak kullamimasi
gerekmisse de kiiltiir ortammdan EPO, serum ve BDNF birlikte gekildiginde 24 saat 6nceden
uygulanmig olan EPO, SD ve BDNF deprivasyonuna bagh hiicre hasarma (apoptotik hiicre
olimil) karst ti¢ giin stireyle koruyucu etki gostermistir (271). OL sisteminde bu sorularin
kesin aydmlatilmas:1 igin kiiltirlerde EPO diizeyinin zamansal olarak ELISA yOntemiyle
dlgtimii, protein sentezi ve transkripsiyon inhibitorlerinin EPO’in koruyucu etkinliji {izerine
etkisinin incelenmesi ve EPO ile olugtufumu diisiindigitimiz bcl-2, bel-XL gibi yeni gen
aktivasyonlarinm zamansal olarak RT-PCR yOntemiyle analizi gerekmektedir.

Bu tez c¢ahsmasmda EPO’in hasar baglangiciyla birlikte uygulandifinda koruyucu
etkinlik gOstermesi ve koruyucu etki i¢in 6nceden EPO ile kiiltiirlerin karsilagtinimasmmn
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(pre-conditioning) gerckmemesi in vivo hastahk durumlarina ekstrapolasyon agisindan
onemlidir. Ciinki daha 6nce de deginildigi gibi hastaiik tamsi konuldufunda OL hasari in
vivo baglanmg durumdadr.

EPO’in bu caligmada kullamlan hasar modellerinde OL O&liimiine karsi koruyucu
etkisinin mekanizmalar1 gesitli olabilir. Bu g¢aliyjmada EPO’in yalmzca anti-apoptotik etkisi
arastirilmis ve bu etkisinin oldufu gsterilmigtir. Literatiir bilgilerine gore bu ¢ahsma EPO’in
apoptotik OL oOliimiinii baskiladi®im gbsteren ilk ve tek cahgmadir. Yeni bir cahsmada
deneysel spinal travma modelinde sistemik EPO tedavisinin in vivo da apoptotik OL Sliimiinii

onledigi bildirilmistir (118).

EPO anti-apoptotik etkisinin yamswa farkh mekanizmalar fizerine etkisiyle de
koruyucu etkinlik sagliyor olabilir. Olasi mekanizmalar bu maddenin bagka hiicre
sistemlerinde (eritroid ve astroglial) gdsterilmis olan oksidatif stresi Snleyici ve anti-oksidan
savunma sistemini giiclendirici etkisi (64, 114) ve anti-inflamatuvar etkisi (41) olabilir. Bir
bagka olasithk da EPO’in ndrotrofik etkisine benzer bir oligodendrotrofik etkisinin
bulunabilecegidir (273). EPO, ayrica LPS ve IFNy ile indiiklenen OL hasarma katiddif
gbsterilmis olan NO olugumunu modile edici etki de gbsteriyor olabilir. Ornegin IL-10, OL
hasarim Snleyici etkinliini bu yolla géstermektedir (211). EPO’in in vivo global iskemi
modelinde iskemiye bagh NO iiretimi artiggm inhibe ettifi gOsterilmistir (48). Ancak bu
etkinlik in vitro ndronal hiicre kiiltlirii sistemlerinde ve in vivo deneysel Parkinsonizm
modelinde gosterilememistir (83, 113, 158). Ik ¢abgyma EPO’in NO iretimini
baskilamadiim igaret ederken son iki ¢ahigma EPO’in in vitro ve in vivo NO iiretimini
arttirdigm diigiindtirmektedir.

Bu c¢ahsmada nodronal hiicre sistemlerinde EPO’ine benzer bigimde anti-apoptotik
etkinli3i gosterilmis olan HGF ve NGF’iin ndronal hasarm aksine OL hasarma kary1 koruyucu
etkinliklerinin saptanamamis olmasi birka¢ olasihfn disindiirmektedir. Birincisi EPO bu
maddelerden farkh olarak anti-inflamatuvar etki, NO modilasyonu gibi ek koruyucu
mekanizmalar kullamyor olabilir. ikincisi EPO bu maddelerden farkh ek hiicre igi sinyalleme
yollarmn aktive ediyor olabilir. Noronal hiicre kiiltiirlerinde EPO’in koruyucu etkinlii igin
Jak2 ve NFkB sinyalleme yollann arasinda etkilesimin gerektigi bildirilmistir (83). Aym
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etkilesimlerin OL sisteminde de olup olmadif henliz bilinmemektedir. Ancak benzer hasar
modeli sisteminde (tek bagma TNFa) ve fareye yakm, fakat farkh bir tiirlin (sigan) OL
kiiltiirlerinde koruyucu etkinlifi ve anti-apoptotik etkisi gdsterilmis olan NGF’iin (285) bizim
cahsmamizda TNFa ve IFNy kombine kullanmmyla olusan hasari Onleyici etkisinin ortaya
¢tkmamas: ancak iki caliyma arasindaki metodolojik farkhhklar ile agiklanabilir. Bu
farkhihklar toksik ajan ve NGF igin doz farku, tiir fark: ve hasar modeli farkidur.
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8. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu tez gahgmasinda yenidogan fare immatiir OL ve N20.1 immat{ir OL
hiicre hatt1 kiiltiirlerinde EPO’in IFNy, TNFa, LPS ve SD ile olusturulan hiicre 6limiinii ve
apoptozu anlamh olarak azalttifn ve bu hiicrelerin bazal EPOR, bazal ve IFNy ve LPS ile
indiiklenebilir EPOR mRNA ekspresse ettii saptanmgtir.

Bu c¢ahymamn kapsammna abnamayan baz sorularm aydnlatibmasi igin su
calismalarmmz siirmektedir :

- Bu tez g¢aliymasinda yalnizca yenidofan fare OL kiiltiirli ve yalmzca immatiir OL
kullamlmistir. Yenidofian fare saf matlir OL ve OL dnciisii hiicre kiiltlirlerinde, yenidogan
sican OL Oncilisti hiicre, immatiir OL ve matiir OL Xkiiltiirlerinde aym hasar modellerinde
EPO’in koruyucu etkinligi,

- Yukanda s6zii edilen kiiltlir sistemlerinde bazal ve gesitli uyaranlarla (sitokinler,
OGD, hipoksi gibi) indiiklenebilir EPOR protein ve mRNA ekspresyonunun varhgs,

- Bu killtiir sistemlerinde ve aym hasar modelleriyle EPO’in koruyucu etkisinin olas:
mekanizmalarinin aragtirilmas: [endojen oligodendroglial NO {iretimi, anti-oksidan enzim
diizeyleri, anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-XL) ve pro-apoptotik (DP5; hrk) protein ve gen
ekspresyonu, hiicre siklusu proteinlerinin ekspresyonuj ¢ahsmalarmiz siirmektedir.

- Yukarida sozii edilen deneylerin hepsi farkh hasar modellerinde (hipoksi, OGD,
travma, iskemi, AMPA ve kainat toksisitesi, metamfetamin ve AP peptid ile olugturulan hasar
modelleri) tekrarlanmaya baglanmugtir. Ozellikle AP modeli in vitro sonuglarm AH’da
goriilen beyaz cevher hasarina genellestirilmesi agisimdan Snem tagimaktadir. Bir bagka hiicre
sisteminde (PC12 ndronal hiicre hatti) EPO uygulamasinin degisik AP peptid fragmanlariyla
in vitro olugturulan hiicre hasarmma ve apoptotik hiicre Sliimiine karsi koruyucu etkinligi
gosterilmigtir (115). AP peptidin OL hasarma yol agtifim bildiren bir ¢ahyma bulunmaktadsr
(323). Fakat bu in vitro hasar sisteminde herhangi bir maddenin olas1 koruyucu etkinligi
heniiz test edilmemistir.

- Ayrica erigkin fare ve sigan OL kiiltlirli cahgmalarmin optimizasyon g¢ahsmalan yeni
baslatilabilmigtir. Bu tez ¢ahymas: kapsamunda eriskin OL kiiltirleri kullamlamamgtir.
Cunkii bu kiiltiir protokolleri yenidogan fare ve sigan OL kiiltiirlerinden farkh yontemler
(immunopanning, manyetik separasyon gibi) ve farkh donamm, aygit ve sarf malzemeleri
(ultrasantriftij, manyetik separatdr, OL gelisim evrelerine spesifik marker’lara yonelik



98

antikorlar) gercktirmektedir. MS ve AH gibi eriskin yagam ddneminde goriilen hastahk
durumlarma ckstrapolasyon agisindan erigkin kemirgen beyninden elde edilen OL
kiltiirlerinin kullaniimasi daha akla yakin gériinmektedir.

Hastahk mekanizmalarmm aydmlatilmasinda in vitro cahgmalarin vazgegilmez, fakat
sinirh bir kapasitesi oldugu gdz ardi edilmemelidir. Hiicre kiiltlirli cahismalar1 daha komplike
ex vivo gahgmalarin tasarlanmasina 1gik tutmaktadir. Bu nedenle hficre killtiir ¢aligmalarin
sonuglan dikkatle yorumlanmali ve in vivo ya da ex vivo gahsmalarla desteklenmeye
cahgilarak in viiro deney sonuglarmin in vitro bir artefakt olmadifma emin olunmahdir. Bu
nedenle ek bazi sorularm aydinlatiimas: agismdan in vivo duruma daha yakm kiltiir sistemleri
(ko-kiiltlir ve mikst kiiltiir) ve in vivo deneysel hastahk modelleri kapsaminda gu ¢ahsmalarm
yapiimasi planlanmaktadir :

- Mikroglia-OL kokiltiir sisteminde LPS, AP ya da IFNy ile mikroglial
aktivasyonumun ardindan EPO’in OL hasarnm Onleyici etkisi hem mikroglia-OL mikst
kiiltiirlerinde hem de dogrudan hilcre-hiicre (mikroglia-OL) etkilesiminin olmadif: transwell
kiilttir sistemlerinde aragtinlacaktir.

- EAE ve intraparankimal LPS enjeksiyonu ile olusturulan serebral inflamasyon
modellerinde EPO’in OL hasarmi ve inflamasyonu in vivo 6nleyici etkisi ve bu modellerde
EPOR ekspresyonu paterni incelenecektir.

- Bagka aragtirma gruplan tarafindan yiirtitilen yenidogan hipoksik-iskemik beyin
hasar1 ve spinal travma modellerinde EPO tedavisi gibi in vivo c¢ahsmalarda EPO’in OL
hasarim ve inflamasyonu in vivo nleyici etkisi ve bu modellerde EPOR ekspresyonu paterni
incelenecektir.

- Yukanida s6zii edilen ve siirmekte olan ya da baglanmasi planianan g¢ahsmalarm
hepsinde EPO’in geligtirilmekte olan yeni tiirevlerinin (epomimetik peptidler ya da non-
eritropoetik EPO ttirevleri) denenmesi de glindeme gelecektir. Ciinkit EPO’in zellikle kronik
kullannminda olugturacafi eritropoetik etki, mikrosirkiilasyonu bozabilmesi nedeniyle
ozellikle iskemik olaylarda istenmeyen bir yan etkidir. Gergekten de MSS’de EPO
overckspresse eden farclerde olugturulan deneysel serebral infarktin hacmi kontrol
farelerindekinden daha biiyiik bulunmugtur (315). Bu nedenle dzellikle non-eritropoetik EPO
tiirevlerinin OL ve n6ron koruyucu etkilerinin aragtiriimas Snemlidir.



Sonug olarak bu gahgmada koruyucu etkinlii smanan maddelerden EPO’in cesitli in
vitro hasar modellerinde OL hasarim ve apoptotik hiicre 5liimiinii Snledigi ve OL’de bazal ve
inflamatuvar uyaranlarla indiiklenebilir EPOR protein ve mRNA ekspresyonunun bulundugu
gosterilmistir. Bu ¢aliyma daha Onceki ¢ahsmalarla cesitli in vivo hastabhk ve in vitro hasar
modellerinde ndroprotektif etkisi gOsterilmis olan EPO’in in vitro oligodendroglioprotektif
etkisinin bulundugunu gosteren ilk ¢ahsmadw. Bu sonuglar kronik anemi tedavisi
endikasyonuyla zaten on yih agkin siredir klinik uygulamas: olan EPO’in primer ya da
sekonder OL ve beyaz cevher hasan goriilen stroke, travma gibi akut ve MS, AH gibi kronik
norodejeneratif hastabiklarin tedavisine katkida bulunabilecegini diiglindiirmektedir.
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