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OZET

MEZENKIMAL KOK HUCRE VE ERITROPOETIN KOMBINASYONUNUN
ISKEMIK iNMEDE ETKIiSi
Doc. Dr. Hamit Ozyiirek, Doktora Tezi
Bir ¢cok deneysel ve az sayida klinik ¢alismada iskemik inmede mezenkimal kok

hiicre (MKH) tedavisinin faydali etkileri gosterilmistir. Bununla birlikte iskemik inme
tedavisinde MKH ve eritropoetin kombinasyonu konusunda bilgi yoktur. Bu ¢alismada,
MKH ve eritropoetin kombinasyonunun gegici global iskemik inmedeki etkinligi
belirlenmeye caligilmistir.

Toplam 32 yetiskin disi Sprague-Dawley sigan kullanildi. ki saat siire ile
bilateral common karotis arter baglanarak gegici tipte global iskemi olusturuldu ve
sonrasinda hayvanlar 4 gruba ayrildi:

I. Grup (n:8): Kontrol grubu: Iskemiden 24 saat sonra 1 ml intravendz serum
fizyolojik uygulanan

1. Grup (n:8): Iskemiden 24 saat sonra 3X10%/ml MKH intravenéz uygulanan

II1.Grup (n:8): Iskemiden 24 saat sonra eritropoetin (5000U/kg tek doz) intraperitoneal
uygulanan

IV. Grup (n:8): Iskemiden 24 saat sonra 3X10%/ml MKH intravendz + Eritropoetin
(5000U/kg tek doz) intraperitoneal uygulanan

Iskemiden sonraki 15. giinde gruplardaki tiim sicanlar sakrifiye edilerek
beyinleri ¢ikarildi. Immunohistokimyasal inceleme igin Ki67, néronal niikleer antijen
(NeuN) ve glial fibriler asidik protein (GFAP) antikorlar kullanildi. Gruplar arasindaki
farklarin degerlendirilmesinde one-way ANOVA testi kullamldi. Istatiksel anlamlilik
icin p<0.05 kabul edildi.

Grup 11, 11l ve IV’de kontrol grubuna gore Ki67 pozitif hiicre sayisinda anlamli
derecede artis vardi (p<0.05). Ayrica grup IV, grup II’ye gore de anlamli Ki67 pozitif
hiicre artis1 gosterdi (p<0.05). Kontrol grubuna gore grup II, III ve IV’de istatistiksel
olarak anlamli NeuN pozitif hiicre artis1 vardi (p<0.05). GFAP boyamada gruplar
arasinda farklilik tespit edilmedi.

Iskemik inmedeki fonksiyonel ve yapisal iyilesmeye ndrogenezin indiiklenmesi
katkida bulunmaktadir. Ventrikiiler ve subventrikiiler alanlarda ndronal ve glial
belirtecleri tagiyan immatiir noral hiicreler vardir. Mezenkimal kok hiicreler bu yeni

noral hiicreleri indiikleyip iskemik alana da go¢ etmelerini saglamaktadir. Calismamiz



iskemik inmede MKH etkinliginin eritropoetin ile kombine edildikten sonra anlamli
derecede artigini gostermistir.

Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Ocak-2012



ABSRACT
THE EFFECT OF COMBINATION OF MESENCYHMAL STEM CELL AND
ERYTHROPOIETINE ON ISCHEMIC STROKE
Assos. Prof. Hamit Ozyurek, Ph.D. Thesis

Several studies have shown beneficial effects of treatment with MSC in animal
models of ischemia and in a few clinical trials of ischemic stroke. There is no data about
the combination of MSC and erythropoietine in the treatment of ischemic stroke. In the
study, we aimed to investigate the effect of MSC and erythropoietine (EPO)
combination on transient global ischemic stroke. Experiments were performed on 32
adult female Sparague-Dawley rats. The bilateral common carotid artery of all SD rats
were ligated for 2h to achieve the transient global ischemia. The animals were divided

into four groups after ischemia;

Group 1 (n:8): Saline (Iml) was injected into the rats intravenously 24 h after ischemia
Group 11(n:8): MSC (3X10%ml) was injected into the rats intravenously 24 h after
iIschemia

Group 111 (n:8): EPO (5000U/kg) was injected into the rats intraperitoneally 24h after
ischemia

Group 1V(n:8): The combination of MSC (3X10%ml) and EPO (5000U/kg) was
injected into the rats 24h after ischemia

For the immunohistochemical studies, we sacrified all rats at 15 day after
ischemia and their brains were removed. The following primary antibodies were used:
Ki67, NeuN, and GFAP. Differences among groups were assessed by one-way
ANOVA test. Differences with p-values less then 0.05 were considered statistically
significant.

The number of Ki67 positive cells were significantly higher in the group 11, 11l
and IV compared with the control group (p<0.05). Additionally, group IV showed
significantly higher Ki67 positive cells than group Il (p<0.05). The number of NeuN
positive cells increased significantly at group I, Il and IV compared with the control
group (p<0.05). There was no difference on GFAP staining between groups.

In ischemic stroke, induction of neurogenesis may contribute to functional and
structural improvement. Immature neural cells with immunoreactive neuronal markers

and glial cell markers are found in the ventricular zone and subventricular zone. The

Vi



presence of MSCs may promote the induction and migration of new cells from these
areas into the ischemic region. Our study showed that the efficacy of MSC therapy in
ischemic stroke was significantly potentiated after combination with erythropoietin.

Ondokuz Mayis University, Samsun, January-2012
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I. GIRIS

Serebral arterlerdeki gecici veya kalici tikanmanin neden oldugu iskemik inme,
ndron ve glia kaybina neden olmaktadir. Iskemik inmenin neden oldugu fonksiyonel ve
yapisal hasar1 en aza indirgeyecek yeni tedavi ¢alismalarina son yillarda hiz verilmistir.
Gelistirilmeye calisilan hiicresel ve farmakolojik tedavi yaklagimlari ile beynin intrinsik
Ozelliklerinin artirilarak noral plastisitenin dolayisiyla norolojik iyilesmenin saglanmasi
amagclanmaktadir. Inme sonrasi izlenen fonksiyonel iyilesmede etkili olan ndrorestoratif
olaylar norogenez, anjiogenez ve sinaptik plastisiteyi icermekte olup bunlarin tiimii bu
iyilesmeye katki saglamaktadir (Chen ve Chopp, 2006).

Hiicresel veya farmakolojik ajanlar anjiogenez, nérogenez ve sinaptogenezden
biri veya birkag1 ile inmeden sonra ndrolojik iyilesme iizerine etki etmektedir. Noral
kok hiicre (NKH), kord kam1 ve mezenkimal kok hiicre (MKH) uygulamalar: hiicresel
yaklasimi olusturmaktadir. Bununla birlikte farmakolojik uygulamalar konusunda da
hizli ilerlemeler mevcut olup, trofik, biiylime faktorleri ve tibbi endikasyonlarda
kullanilan bazi ajanlarin da noronal hasari azaltic1 etkinligi gosterilmistir. Bu ajanlara
ornek olarak statin, eritropoetin (EPO) ve fosfodiesteraz tip 5 inhibitorleri (PDE-5)
ornek verilebilir (Chen ve Chopp, 2006; Dharmasaroja, 2009).

Hem kemik iligi hem de umblikal korddan elde edilen MKH’lerin endotelyal
hiicre ve noronal hiicreler de olmak iizere bir¢cok hiicreye farklilagsma kapasitesi vardir.
Cesitli calismalar verilen MKH’lerin beyinde néron-benzeri hiicre, endotelyal hiicre ve
astrositlere farklilagtigini gostermistir (Liu ve ark., 2009). Ayrica subventrikiiler
yerlesimli NKH’lerin go¢, yasam ve farklilasmalari tizerine MKH’nin olumlu etkisi ile
endojen norogenezi artirdigi gosterilmistir (Yoo ve ark., 2008). Son yillarda MKH’nin
iskemik inme tedavisinde etkinligini artirmak amaci ile antiinflamatuar ve/veya
antiapoptotik etkinligi olan ajanlar birlikte denenmektedir. Serebral iskemide etkinligi
deneysel ve klinik olarak gosterilmis olan EPO (Dame ve ark.,2001; Buemi ve
ark.,2002) ile MKH’nin birlikte kullaniminin etkinligi konusunda literatiirde bilgi
mevcut degildir. Bu deneysel ¢alismada MKH ve EPO kombinasyonunun serebral

iskemide etkinliginin belirlenmesi amaglanmistir.



1. GENEL BILGILER

Iskemik inmedeki noronal hasarin en aza indirilmesinde beyin néroplastisite
yetenegini artirma amacgli hiicresel ve farmakolojik tedavi yaklagimlar1 kritik 6neme
sahiptir. Inme sonrasi1 fonksiyonel iyilesmede ndérogenez, anjiogenez ve sinaptik
plastisite tek veya birlikte rol alarak bu iyilesmeye katki saglamaktadir. Yetigkin beyin
subventrikiiler alaninda ve hipokampal dentat giriisda néronal progenitor hiicreler hayat
boyunca cogalabilmektedir. Yetiskin beyinde de ndrogenezin devam etmesi, beyin
hasarlarindan sonra bu endojen Onciil hiicrelerin  noronal iyilesmede kaynak
olabileceklerini diisiindiirmektedir. Yetigskin beyninde iskemiden sonra subventrikiiler
yerlesimli noroblastlar sayica artmakta, infarkt alanina dogru go¢ etmekte ve noronlara
farklilasarak hasarlanan noronlarin yerine ge¢mektedir. Ayrica noroblastlar lokal
mikrocevredeki anjiogenez ve sinaptik aktivitenin stimiile edilmesinde de etkili olarak
norolojik iyilesmeyi ilerletmektedir (Chen ve Chopp, 2006).

Hiicresel veya farmakolojik ajanlar anjiogenez, norogenez ve sinaptogenezden
biri veya birka¢1 ile inmeden sonra ndrolojik iyilesme iizerine etki etmektedir. Noral
kok ve progenitor hiicreler, kord kan1 ve MKH uygulamalari hiicresel yaklagimi
olusturmaktadir. Bununla birlikte farmakolojik uygulamalar konusunda da hizli
ilerlemeler mevcut olup, trofik ve biiytime faktorleri, graniilosit koloni stimule edici
faktor (G-CSF), anjiopoietin 1 (ANG1), tibbi endikasyonlarda kullanilan bazi ajanlarin
da noronal onarict etkinligi oldugu gosterilmistir. Bunlara statin, EPO ve PDE-5
inhibitorleri 6rnek verilebilir (Dame ve ark.,2001; Buemi ve ark.,2002; Chen ve Chopp,
2006; Yoo ve ark., 2008; Liu ve ark., 2009).

I1.A.Eritropoetin

Eritropoetin  hematopoetik biiyime hormonu olup, membrandaki spesifik
reseptoriine (EPOR) baglanarak eritroid progenitor hiicrelerin yasam, proliferasyon ve
farklilagsmalarin1 ~ diizenlemektedir. Deneysel ve klinik ¢alismalar EPO’nun
multifonksiyonel bir trofik faktor oldugunu, farkli bolgelerde eksprese edildigini ve
doku spesifik regulasyonda rol aldigimni gostermistir. EPO icin fonksiyonel reseptorler
eritroid seri disindaki kan hiicreleri, ayrica endotelyal hiicre, mezenkimal, miyokardial
ve noronal hiicre orijinleri gibi non-hematopoetik hiicre serilerinde de eksprese
edilmektedir. EPO ve EPOR normal yetiskin beyninde zayif sekilde eksprese edilirken

beyin hipoksisi veya noronlarin metabolik stresinde dramatik olarak ekspresyonu



artmaktadir. Bu da beyin hasarlanmasinda EPO’nun ndrotrofik ve noroprotektif bir
faktor oldugunu gostermektedir. EPO ve EPOR ekspresyonu anlamli derecede beyin
gelisimi doneminde de artis gostermektedir (Dame ve ark., 2001; Buemi ve ark., 2002;
Chen ve Chopp, 2006).

Beyinde eksprese olan EPO, rekombinat EPO’ya gore daha diisiik agirlikli olup
in vitro olarak diisiik konsantrasyonlarda daha aktifdir. Astrositler tarafindan firetilen
EPO komsu noéronlar iizerindeki EPOR’e baglanarak noéronlari parakrin ve otokrin
olarak etkilemektedir. EPO ve EPOR insan, sigan ve maymunlarin embriyonik, fetal ve
yetiskin beyinlerinde 6zel bolgelerde eksprese olmaktadir. EPO ve EPOR mRNA’s1
temporal korteks, hipokampus, serebellum ve amigdala biyopsilerinde gosterilmistir.
Santral sinir sisteminde EPO ve EPOR ekspresyonu gestasyonel yasa gore
degismektedir. insan beyninde &zellikle periventrikiiler alanda konsepsiyondan sonraki
5. haftada EPO ve EPOR mRNA’s1 tespit edilmistir. 10. haftada EPO agirlikli olarak
kortikal duvar boyunca eksprese olurken EPOR ise multipotent hiicreleri igeren
subventrikiiler alanda lokalize olmaktadir. Bu multipotent hiicreler de oligodendrosit ve
astrositlere doniismektedir. Noral farklilasma ilerledik¢e de EPOR astrositlere, EPO da
noronlara lokalize olmaktadir. Konsepsiyondan sonraki 20. haftalarda ndronal
sitoplazmik EPO ekspresyonu talamus, hipokampus, lateral genikulat cisimcik, korteks
ve spinal korda belirgin hale gelmektedir. Postnatal donem ve yetiskinlikte de EPO ve
EPOR hem noron hem de astrositlerde lokalize olmaktadir. Agirlikli olarak da temporal
korteks, amigdala ve hipokampus ekspresyonu belirgindir. EPO ve reseptoriiniin
gelismekte olan beyinde farkli miktar ve lokalizasyonlarda eksprese edilmesi ve
yetiskin hayatta da bunun devam etmesi beyin gelisimi ve beyin homoestazi agisindan
onemini gostermektedir (Dame ve ark., 2001; Buemi ve ark., 2002).

EPO’nun noroprotektif ve norotrofik ajan olarak etkin  olmasindaki
mekanizmalar konusunda bir¢ok goriis vardir. EPO bir proanjiogenik sitokin olup
endotelyal hiicre proliferasyonu ve gogiinii regiile etmekte; anjiogenez, eritropoez ve
vaskiiler resistansi artirmaktadir. Bu etkisini reseptoriinii aktive ettikten sonra Janus
kinaz2 (JAK2), sinyal g¢evrimcileri ve transkripsiyon aktivatorleri (STATS), mitojen
aktive edici protein kinaz (MAPK), Bcl-x,, protein kinaz B ve C gibi bir ¢ok hiicresel
sinyal sistemini etkinlestirerek gostermektedir (Sekil 1) (Chong ve ark., 2003; Siren ve
Ehrenreich., 2001).
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Sekil 1. EPO ve reseptoriiniin hiicre i¢i sinyal mekanizmalar1 (Siren ve Ehrenreich.’dan, 2001).

Hipoksi, hipoglisemi veya iskemide noronal 6limden sorumlu esas faktoriin
glutamat nérotoksisitesi oldugu goriilmiistiir. iskemiden sonra hiicre dis1 glutamat artig1
olmakta ve iskeminin siddeti ile de bu artig korelasyon gostermektedir. Artan glutamatin
N-metil D-aspartat (NMDA) reseptoriinii uyarmasi ile hiicre i¢i Ca+2 konsantrasyonu
artis gostermekte ve noronal 6liime neden olan enzimatik yolaklar aktive olmaktadir.
EPO’nun hiicre koruyucu etkinligindeki mekanizmalardan biri de glutamat toksisitesine
kars1 noronun direncinin artirilmasidir (Siren ve Ehrenreich.,2001; Buemi ve ark.,2002).
Morishita ve arkadaslar1 19 giinliik sican embriyosundan elde ettikleri serebral kortikal
noron ve hippokampal hiicre kiiltiirlerinde glutamat norotoksisitesi ve EPO etkinligini
calismiglardir. Bes dakika gibi kisa siireli bir EPO ile inkiibasyon glutamat toksisitesine
kars1 noroprotektif olabilecegi gibi, glutamat toksisitesine kars1 rezistans kazanmak igin
8 saat oncesinden EPO ile inkiibasyona baglamak gerektigini tespit etmislerdir
(Morishita ve ark,.1997).

EPO’nun etkinliginde degisik mekanizmalar sorumlu tutulmaktadir. EPO
endotelyal hiicrelerden matriks metallopeptidaz 2 ve 9 (MMP2 ve MMP9) salinimini
artirmakta bu da noroblast gocii i¢in kemotaktik etki yapmaktadir (Wang ve ark.,2006).
Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve beyinden elde edilen nérotrofik faktor

(BDNF), EPO uygulamasina bagl olarak iskemik beyinde artmakta bunun sonucunda



da go¢ eden noroblastlar i¢in uygun mikrogevre ortami saglanmaktadir (Chen ve
Chopp.,2006). Hem noroblast gogiiniin hem de go¢ edilen yerde uygun gevrenin
saglanmast EPO’nun etkinliginde rol almaktadir. Niikleer faktor-kB (NF-kB) ailesinde
yer alan transkripsiyon faktorlerinin ¢ogu hiicrenin proliferasyon, farklilasma ve yasam
gibi fonksiyonlarinda rol almaktadir. Eritropoezde eritroid progenitdr hiicresinin
niikleusuna NF-kB translokasyonu hiicre proliferasyonunda etkili olmaktadir. NF-kB
benzer etkiyi noral progenitdr hiicrelerde gosterek  ndrogenezde wuyarict etki
gostermektedir. Bunu destekler sekilde NF-kB translokasyon bloke edici ajan (SN50)
ile EPO birlikte hiicre kiiltiirii ortamlarina uygulandiginda yeni ndral hiicre sayisinda
azalma goriilmektedir (Shingo ve ark.,2001). Bir baska ¢alismada da EPO’nun JAK2’yi
aktive ederek NF-kB inhibitoriinii fosforilasyona ugrattigi, inhibitor fosforilasyonu ile
de bir transkripsiyon faktorii olan NF-kB’nin transloke oldugu ve sitoplazmadan
niikleusa gecerek noroprotektif genleri transkripsiyona ugrattigi  gorilmistiir
(Digicaylioglu ve Lipton, 2001).

IL.B. Inmede Hiicresel Tedavi

11.B.1. Mezenkimal Kok Hiicre

Mezenkimal kok hiicreler bag dokunun temel hiicreleridir. MKH, ilk kez 1976
yilinda fetal buzagi serumu iceren kemik iliginin ortama yayilmasi sonrasinda, kemik
hiicrelerine ve adipositlere farklilasan ve fibroblastlara benzeyen yapiskan hiicre
kolonilerinin gelistigini gosteren Fridenstein tarafindan tanimland: (Friedenstein ve ark.,
1976). MKH’leri tanimlamak igin koloni olusturan birim-fibroblast (CFU-F), kemik
iligi stromal hiicre, multipotent stromal hiicre, mezenkimal stromal hiicre, kemik iligi
stromal kok hiicre, stromal Onciil hiicre, iskelet kok hiicre ve multipotent yetiskin
progenitor hiicre isimleri kullanilmistir. Ancak bu isimlerin higbiri hiicrenin gelisimsel
orijinini ve farklilagma kapasitesini tam yansitamadig1 i¢cin mezenkimal kok hiicre ismi
halen gegerli olan kullanimdir (Chen ve ark.,2008).

MKH’ler mezoderm kokenlidir ve multipotent farklilasma potansiyeli
gostermektedir. In vivo ve in vitro uygun deneysel ortam altinda osteoblast, kondroblast
ve adiposit gibi mezodermal hiicre dizilerine farklilagabilmektedir (Sekil 2). Ayrica in
vitro olarak 6zel deneysel ortam saglandiginda visseral mezoderm, néroektoderm ve
endoderm karakterinde hiicrelere de farklilagabilmektedir. Yapilan calismalarda da

MKH transplante edildiginde kemik, kas, beyin, akciger, kalp, gastrointestinal sistem ve



hematopoetik sisteme yerlesebilmektedir (Bianco ve ark., 2001; Kotton ve ark., 2001;
Jiang ve ark., 2002; Anjos-Afonso ve ark., 2004; Chen ve ark.,2008)

Sekil 2. MKH ve farklilagsmalari. Farklilasmamis MKH (A), Osteojenik ortamda alkalin fosfataz
eksprese eden hiicreler (B), Lipid damlalar1 (C), Kondrositler (D) (Chen ve ark.’dan, 2008)

MKH kemik iligi ile birlikte birgok doku kaynagindan elde edilmektedir. Yag
dokusu, sinovyal membran, iskelet kasi, dermis, perisit, trabekiiler kemik, insan
umblikal kordu, akciger, dis pulpasi, amniotik sivi, fetal karaciger ve periferal kan bu
dokulara ornek olarak verilebilir (Da Silva ML.,2006; Baksh ve ark.,2007). Kok
hiicreler i¢in ana kaynak olan kemik iliginde MKH’lerin yan1 sira ana hiicreler olarak
hematopoetik ve endotel hiicreler bulunmaktadir. Kemik iligi aspirasyonunda 1X 10°
mononiikleer hiicreye (MNH) karsililk 2-5 arasinda degisen sayilarda MKH
bulunmaktadir. Kemik iligi transplant uygulamalarinda 2X10® MNH/kg verildiginde
bunun i¢inde yaklasik 400-1000 arasinda MKH bulunmaktadir (Kog ve Lazarus, 2001).

Hem laboratuvar temelli bilimsel aragtirmalar hem de preklinik ¢alismalar igin

MKH tanimlamada baz1 standartlar belirlenmistir (Dominici ve ark.,2006). Bunlar;



e Plastige yapisabilme
e Spesifik ylizey antijen ekspresyonlari

e Multipotent farklilagma potansiyeli (Tablo 1)

Tablo 1. MKH tanimlama Kriterleri (Dominic ve ark.’dan, 2006)
1. Standart Kkiiltiir ortamlarinda plastige yapisabilme
2. Fenotip
a. CD105, CD73, CD90 pozitifligi (>%95+)
b. CD45,CD34, CD14 veya CD11b negatifligi (<%2+)
3. Osteoblast, adiposit, kondroblasta in vitro farklilasma

(in vitro hiicre kiiltiirlerinde boyama ile gosterilmesi)

Kiiltirde c¢ogaltilan mezenkimal kok hiicrelerin antijenik &zelliklerine
bakildiginda essiz bir tanimlayici belirte¢ eksprese etmedikleri; endotelyal, epitelyal ve
kas hiicrelerine benzer immiinfenotipik 6zellikler tasidiklar1 goriilmektedir. Bu hiicreler
hematopoetik hiicre belirtegleri (CD45, CD34, CD14, CDI11b/c) ve ko-stimiilator
molekiilleri (CD80, CD86, CD40) eksprese etmezler. MKH’ler i¢in pozitif olan
belirtegler ise; CD44 (HCAM-1), CD105 (SH2-endoglin), CD106 (VCAM-1), CD73
(SH3/4), Stro-1 (fibroblast ylizey belirteci), CD71 (transferin reseptor) ve CD90 (thy-
1)’dir. MKH ve HKH’ler bir ¢ok adezyon molekiiliinii ortak olarak bulundururlar.
Bunlarin baslicalart fibronektin, laminin ve kollajene baglanmadan sorumlu olan
integrin ailesi, intraselliiler adezyon molekiili (ICAM), vaskiiler hiicre adezyon
molekiilii (VCAM) ve L-selektindir (Anjos-Afonso ve ark.,2004; Yilmaz, 2008).

MKH genellikle zayif immunojenik hiicre olarak kabul edilmektedir. Cogu T, B
ve dogal oldiiriicii (NK) hiicrelerini baskilamakta ve dendritik hiicrelerin farklilasma,
maturasyon ve fonksiyonlarini etkilemektedir (Sekil 3). CD28, CD3 agonist antikorlari
ve mitojen ile proliferasyonu indiiklenen T lenfositi in vitro ortamda baskilamaktadir.
Sitotoksik T hiicrelerinin sitotoksik etkilerini de inhibe edebilmektedir. IL-2 veya IL-15
ile stimiile edilen NK hiicre proliferasyonunu baskilamaktadir (Bernardo ve ark.,2009).
Bu immunomodulatér etkilerinin ortaya ¢ikmasinda hem de go¢ etme fonksiyonunda rol
alan cesitli bliylime faktori, sitokin, kemokin ve proteazlar sentezlemektedir. MKH

ayrica hasarli dokuya go¢ edebilme ve fonksiyonel hale gelebilmek i¢in hasarli dokunun



degisen nisinden salinan spesifik kemotaktik uyaricilar i¢in kemokin reseptorleri
eksprese etmektedir. Hasarli dokudan salinan stromal cell-derived factor-1 (SDF-1),
hiicre i¢i sinyal ve adezyon molekiilleri (selektinler ve integrinler) ve proteazlar bu

kemotaktik uyaricilara 6rnek verilebilir (Komatsu ve ark.,2010).
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Sekil 3. MKH’nin immiinomodiilator etkisi (Bernardo ve ark.’dan, 2009)

11.B.2. inmede MKH Uygulamasi

Inmenin rejeneratif ve koruyucu tedavisinde anjiogenik, antiapoptotik ve
mitojenik faktorleri saglamasina bagli olarak MKH iyi bir aday gibi goriinmektedir.
Ayrica hasarli bolgeye go¢ edebilmesi ve ndronal farklilagma yeteneginin olmasi da bu
aday Ozelligini artirmaktadir (Yoo ve ark.,2008). Deneysel iskemik inme modellerinde
MKH, intrastriatal, intrakarotid ve intraven6z olmak Ttzere 3 farkli yol ile
uygulanmaktadir. Yapilan deneysel ¢aligmalar en iyi uygulama yolu konusunda net bir
sonug ortaya koyamamustir (Dharmasaroja,2009).

Orta serebral arter okliizyonuna (MCAOQO) baglh iskemik inmede, intraserebral
MKH uygulamasi sonrasindaki fonksiyonel iyilesme, transplante edilen MKH’lerinin
noral hiicre serilerine farklilagmalar1 ile acgiklanmaktadir. Transplante olan MKH’ler
noronal niikleer antijen (NeuN), mikrotiibiil iliskili preotein 2 (MAP-2), néron spesifik
gama amino biitirik asit (GABA) reseptor ve astrosit isaretleyicisi glial fibriler asidik
protein (GFAP) eksprese etmektedir (Chen ve ark.,2001a; Dharmasaroja,2009).



Inme tedavisinde intraarterial MKH uygulamas: da etkili bir yoldur. Bununla
birlikte intraarterial uygulamalarin yapildigi ¢calismalar kisith sayidadir. Bu ¢aligmalarin
birinde 2 saatlik gegici tipte MCAO sonrast 24. saatte intrakarotid MKH
uygulandiginda 14. giindeki motor fonksiyonlarda plasebo grubuna gore anlamli
diizelme tespit edilmistir. Ayrica verilen MKH’lerinin astrosit i¢in karakteristik GFAP
ve noron i¢in karakteristik MAP-2 antijenlerini eksprese ettikleri goriilmustiir (Li ve
ark.,2001). Yine bir benzer 2 saatlik gegici tipte MCAO c¢alismasinda intrakarotid
uygulanan 2X10°MKH grubunda plaseboya gére anlamli derecede damarlanmada,
sinaptofizin ekspresyonunda ve oligodendrosit onciil hiicre isaretleyicisi tasiyan hiicre
sayisinda artis izlenmistir. Bununla korele olacak sekilde de fonksiyonel iyilesme MKH
grubunda plaseboya gore anlamli derecede artmig olarak bulundu (Shen ve ark.,2006).

Serebral iskemide intraven6z MKH uygulamasi sonrasi beyin disinda karaciger,
bobrek, dalak ve kemik iliginde de MKH tespit edilmektedir. Ancak bu hiicrelerin
cogunlugu da parenkim yerine mikro damarlar i¢inde izlenmektedir. Beyinde tespit
edilen hiicrelerin yaklasik %80’ni iskemik hemisferde ve g¢ogunlukla da lezyonun
cevresinde yerlesim gostermektedir. Intravendz verilen MKH’nin hasarli beyin
dokusuna yerlestikten sonra NeuN, MAP2 ve GFAP eksprese ettigi, apoptotik hiicre
oliimiiniin azaldigi, subventrikiiler alanda endojen hiicre proliferasyonu ve iskemik alan
smirinda fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir
(Chopp ve Li,2002; Chen ve ark.,2003; Dharmasaroja,2009).

11.B.3. MKH Etki Mekanizmasi

Iskemik inmede MKH uygulamasinin etki mekanizmasinda birgok faktoriin rolii
olabilecegi kabul edilmektedir (Dharmasaroja,2009). Bunlar;

1. MKH’lerinin noral seri hiicrelerine transdifferansiye olmasi

. Norogenezin indiiklenmesi

Anjiogenezin indiiklenmesi

. Noron koruyuculuk

2

3

4. Sinaps olusumunun indiiklenmesi

5

6. Kan beyin akimi1 ve kan beyin bariyeri gecirgenliginin regiilasyonu
5

Endojen tamir mekanizmalarinin aktivasyonu



Mezenkimal kok hiicre, mezenkimal seri hiicreleri disinda uygun ortam
varliginda in vivo ve in vitro olarak non-mezenkimal dokudan kdken alan hepatosit,
kardiyomyosit, akciger alveolar epitelyum gibi hiicrelere de farklilasabilmektedir.
Ayrica noron ve glial hiicreye farklilagarak NeuN, GFAP gibi noronal isaretleyicileri de
eksprese ettikleri gosterilmistir. Bu hiicreler GABA, glisin ve glutamat gibi ¢ok sayida
norotransmittere de cevap vermektedir (Chen ve ark.,2003; Wislet-Gendebien ve
ark.,2005; Lei ve ark.,2007). Bununla birlikte noéronal ve glial hiicre belirteglerinin
eksprese etmek ya da nérotransmitterlere cevap vermek tam anlamu ile bir farklilagsmay1
ve noronal ya da glial hiicre fonksiyonlarini tamamen gosterme gerekliligini ortaya
¢ikarmamaktadir. Ayrica verilen MKH’lerin ¢ok az bir kismi bu belirtegleri eksprese
etmektedir. Dolayisyla MKH etkinliginde farkli mekanizmalar sorumlu gibi
goriinmektedir.

Norogenezin indiiklemesi iskemik inmedeki fonksiyonel iyilesmeden sorumlu
mekanizmalardan bir digeridir. Santral sinir sisteminde var olan ndral kok hiicrelerin
boliinerek yeni hiicreleri olusturmasi ve bu hiicrelerin de ndral farklilagmalari
norogenez olarak isimlendirilir. Norogenezin ¢ogunlugu gelisim asamasinda izlenmekte
olup beyinde bazi1 bolgelerde ise hayat boyu devam etmektedir. Hipokampus dentat
girus ve lateral ventrikiil subventrikiiler alanlar1 nérogenezin hayat boyu devam ettigi
bolgelerdir. Bu bolgelerdeki norogenez statik olmayip fizyolojik veya patolojik olaylara
pozitif veya negatif diizenlenme seklinde cevap vermektedir (Kuruba ve ark.,2009).
Serebral iskemi durumunda bu bolgelerden iskemik alanlara yeni noral hiicrelerin
uyarilarak go¢ etmeleri MKH tarafindan indiiklenebilmektedir. Verilen MKH, iskemik
beyin mikrocevresi ile etkilesime girerek trofik faktorlerin liretimine neden olmakta bu
da hem apoptozu azaltmakta hem de endojen kok ve progenitér hiicrelerin
proliferasyonunu uyarmaktadir. Bununla birlikte bu uyarilan ve gd¢ eden yeni
hiicrelerin fonksiyonel iyilesmenin ortaya ¢ikmasindaki rolleri de tam olarak ortaya
konamamustir (Li ve ark.,2000; Chen ve ark.,2001; Chen ve ark.,2003).

MKH uygulamasinin terapotik mekanizmalarindan bir digeri de anjiogenezin
indiiklenmesidir. Anjiogenez ile norogenez olugmasi arasinda koordineli bir iligki
vardir. Iskemi sonras1 kan damarlar1 etrafinda néroblast konsantrasyonu artmakta bu da
anjiogenez ile noronal iyilesme arasindaki mekanik iliskiyi desteklemektedir. MKH’ler

cok sayida anjiogenik biiylime faktdrii ortama salmakta ve iskemik beyin bdlgesinde
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anjiogenezi uyararak fonksiyonel iyilesmeye katki saglamaktadir (Onda ve ark.,2008;
Toyama ve ark.,2009; Komatsu ve ark.,2010). Ang-1 anjiogeneik bir faktoér olup yeni
damar olusmasinda énemli rol oynamaktadir. Iskemik beyin dokusunda endojen Ang-
I’in diizeyinin arttig1 rapor edilmistir. Bu da iskemik bir hasarlanmanin endojen
tamirinde 6nemli rol oynayabilecegini gdstermektedir. Bu bilgiler 1518inda yapilan bir
calismada ANG-1 gen ile modifiye edilen MKH, kalic1 tipte MCAO modelinde 6. saatte
intravendz olarak uygulandiginda plasebo grubuna gore infarkt hacminde anlamh bir
azalma izlenmistir. Normal MKH uygulanan grup ile karsilastirildiginda da her iki
grupta da anjiogenezde artis izlenmekle beraber ANG-MKH grubunda bazi bolgelerde
yeni damarlanma ve bolgesel serebral kan akimi1 daha belirgin olarak tespit edilmistir
(Onda ve ark.,2008).

MHK uygulamasinin etkinliginde bir diger mekanizma da noéroproteksiyondur.
Noroproteksiyonda apoptoz, inflamasyon ve demyelinizasyonda azalma ile birlikte
astrositlerin yasam siirelerinde artis olmaktadir (Chen ve ark.,2003; Kurozumi ve
ark.,2004; Zhao ve ark.,2006; Shen ve ark.,2007).

Kan beyin bariyerinin serebral iskemi sonrasi hasarli bolge etrafinda biitiinligii
bozulmakta ve haftalarca bu durum devam edebilmektedir. Kan beyin bariyerinin
biitiinliigliniin bozulmasi intravendz olarak verilen MKH’nin segici olarak hasarli beyin
dokusuna ulagsmasina katki saglamaktadir (Komatsu ve ark.,2010). Beyin kan akimi1 ve
kan beyin bariyeri gecirgenligi, intraserebral MHK uygulamasi sonrasi degisiklik
gostermektedir. Lazer dopler ¢alismalarinda MHK uygulamasi ile kontrol gruplarina
gore kan beyin akiminin daha erken normale dondiigii goriilmiistiir. Sicanlardaki bir
calismada intrastriatal uygulanan fare kemik iligi stromal hiicresi ile plasebonun kan
beyin bariyeri gegirgenligi ve serebral kan akimi iizerine etkileri karsilastirilmistir.
Serebral kan akiminin kok hiicre grubunda hiicre verildikten sonraki 4. giinde, plasebo
grubunda ise 12.giinde normale yakinlastigi goriilmistiir. Kan beyin bariyeri hiicre
grubunda 5., plasebo grubunda ise 11. giinlerde normale yakinlagmaktadir (Borlongan
ve ark.,2004a). MCAO okliizyonu sonrast MKH uygulamasi ile izlenen beyin kan akimi
ve kan beyin bariyeri gecirgenligindeki iyilesmelerin doz bagimli oldugu da
goriilmistiir (Borlongan ve ark.,2004b).

Yine ayni sekilde endojen tamir edici veya rejeneratif mekanizmalar da MKH

etkinliginde sorumlu mekanizmalardan biridir. iskemik beyin dokusuna ulasan MKH
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birgok sitokin ve biiylime faktoriinii eksprese etmekte veya tiretmektedir. Ayni sekilde
MKH’ler norolojik fonksiyonlarin hizli ve etkili sekilde diizelmesi yoniinde endojen
hiicrelerden de gerekli molekiillerin sentezlenmesini indiiklemektedir. MKH
uygulamasi sonrasi iskemik beyinde BDNF, sinir biiyiime faktérii (NGF), FGF-2,
transforme edici biiylime faktorii-beta (TGF-beta), VEGF ve insiilin benzeri biiylime
faktorii-1 (IGF-1) gibi sitokin ve trofik faktorler eksprese olmaktadir. Bu trofik
faktorlerin hasarli beyin dokusuna direkt uygulanmalar1 durumunda da ndral hiicre
Oliimiinde azalma izlenmistir. Sitokin ve trofik faktorlerinin direkt veya indirekt yol ile
eksprese edilmesinin saglanmast MHK lerin en 6nemli etki mekanizmasi olarak kabul
edilmektedir (Chen ve ark.,2002; Li ve ark.,2002,2005; Zhang ve ark., 2004; Shen ve
ark.,2007; Yoo ve ark.,2008; Dharmasaroja,2009).

MKH Terapi Etkinligi:

Bircok degisken iskemik inmede MHK tedavisinin etkinligini etkilemektedir
(Dharmasaroja,2009). Bunlar;
1. MKH’nin tipi
a. MKH tek basina uygulanmasi
b. Gen-transfer edilmis MKH
c. Erken veya ge¢ pasaj MKH
2. MKH dozu
3. Tedavi zamani
a. Hiperakut donem
b. Akut donem
c. Ge¢ donem
4. MKH uygulama sekli
5. Inme olgusunun 6zellikleri
a. Yas
b. Inme tipi
c. Norolojik kaybin derecesi
d. Beyin kan akimi ve kan beyin bariyeri gecirgenlignin etkileyen altta
yatan faktorler
Uygulanan hiicre dozu ile birlikte etkinlik arasindaki iliski Chen ve arkadaslari

tarafindan c¢alisilmistir (Chen ve ark.,2001b). Bu calismada MCAO sonrasi hiicre
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verilmeyen grup ile birinci giinde 1X10° MKH verilen grup arasinda davramssal
fonksiyonel testler arasinda fark tespit edilmezken, 3X10° MHK intravendz
uygulandiginda fonksiyonel diizelme kontrol grubuna gore anlamli derecede daha
belirgin olmustur. Diisiik doz MKH uygulanan grup ile karsilagtirildiginda ise aradaki
fark anlamli olmamakla beraber yiiksek doz MKH lehine sonuglar alinmistir. Ayrica
serebral kan akimi ve kan beyin bariyeri gecgirgenliginin onarilmasi da doz bagiml
ozellik gostermektedir. Yine MCAO modelinde 10, 40, 100 ve 200 bin MKH
intrastriatal uygulama ile plasebo serebral kan akimi ve kan beyin bariyeri gegirgenligi
tizerine etkileri acisindan karsilastirilmistir. Serebral kan akimi 40, 100 ve 200 bin
MKH grubunda iskemiden sonraki 4. giinde, plasebo ve 10 bin MKH grubunda ise 12.
giinde normale yaklagmistir. Evans mavisi ile ¢alisilan kan beyin bariyeri
gecirgenliginde de 40, 100 ve 200 bin MKH grubu diger gruplara gore gegirgenligin
normale dondiiriilmesinde daha etkili bulunmustur (Borlongan ve ark., 2004a, 2004b).

MKH tedavisinin uygulanma zamani da etkinlik tizerine etki eden bir faktordiir.
Siganlarda iskemiden sonra 15 dakika i¢inde intraserebral MKH uyguladiginda doz ile
bagimli olarak serebral kan akimi ve kan beyin bariyeri gegirgenliginde diizelme
izlenmistir (Borlongan ve ark.,2004b). Zhao ve arkadaslar1 2 saatlik MCAO’dan sonra
hiperakut donemde (2 saat i¢inde) intraserebral MKH uygulandiginda infarkt hacminde
azalma tespit ederken ayni etki MKH 24 saat sonra uygulandiginda goriilmemistir
(Zhao ve ark.,2006). Bununla birlikte diger ¢alismalarda MKH iskemiden 24 saat sonra
intraserebral uygulansa bile infarkt alaninda degisiklik olmaksizin nérolojik iyilesme
tizerine olumlu etkide bulunmaktadir. Benzer sonuclar intravendz ve intrakarotid MKH
uygulamalarinda da elde edilmistir (Li ve ark.,2000; Chen ve ark.,2001b; Li ve
ark.,2001; lkeda ve ark.,2005; Zhao ve ark.,2006). Hatta MCAQO’dan 1 ay sonra da
MKH intravendz verildiginde fonksiyonel iyilesme izlenebilmistir (Shen ve ark.2007).
Komatsu ve arkadaslar1 yaptigi ¢alismada kalict MCAO’dan sonra 7, 14 ve 28. giinlerde
MKH uygulanarak hem fonksiyonel hem de yapisal iyilesme incelemis, 6zellikle 7.
giinde MKH uygulanmasi ile ndroproteksiyona bagl iskemik alan hacminde azalma
tespit edilmistir. 14. ve 28. giinlerdeki MKH uygulamalar1 sadece fonksiyonel
iyilesmede etkili bulunmustur. Ge¢ donemde MKH uygulamasi ile izlenen fonksiyonel
lyilesmenin anjiogenezin uyarilmasi ile ortaya c¢iktigi goriilmiistir (Komatsu ve ark,
2010).
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Trofik faktorlerin MKH ile birlikte verilmesi veya genlerinin MKH’ye
aktarilmasi serebral iskemide MKH etkinligini potansiyalize etmektedir. Iki saatlik orta
serebral arter okliizyonu (MCAO) sonrasi 24. saatte taze kemik iligi ile birlikte BDNF
intraserebral olarak uygulandiginda sigan iskemik beyninde kemik iligi hiicrelerinin
farklilastiklar1 ve motor diizelme iizerine olumlu bir etkisinin oldugu goriilmiistiir (Chen
ve ark.,2000). BDNF gen transferi yapilan MKH’nin uygulandigt MCAO yapilan
sicanlarda iskemiden sonraki 7. ve 14. giinlerde hem fonksiyonel diizelme hem de
infarkt hacminde azalma  goriilmiistir. MKH-BDNF  grubu kontrol ile
karsilagtirildiginda TUNEL (+) hiicre sayisinda da anlamli azalma gorilmistiir. Bu
etkinin ortaya ¢ikmasinda BDNF gen transferi yapilan MKH’lerin normal MKH’lere
gore daha yiiksek oranlarda BDNF iiretmeleri rol oynamaktadir (Kurozumi ve ark.,
2004). FGF-2 ile modifiye edilen MKH uygulamalarinda da MCAO sonrasi 14. giinde
infarkt voliimii azalmaktadir. Iskeminin oldugu tarafta FGF-2 diizeyi ol¢iildiigiinde
MKH-FGF-2 grubunda kontrol ve MKH grubuna gore anlaml1 derecede artis izlenmistir
(Ikeda ve ark.,2005). Hepatosit biiyiime faktorii (HGF) ile modifiye edilen ve
intrastriatal verilen MKH’ler iskemiden sonra siiper akut déonemde (2. saat) uygulandi
ise iskeminin 3. giiniinde, akut donemde (24. saat) verildi ise de iskeminin 14. giinlinde
infarkt hacminde azalmaya neden olmaktadir (Zhao ve ark.,2006).

Intraserebral veya intrakarotid uygulama MKH’lerinin beyine kolayca
ulasabilmeleri acisindan tercih edilebilecek uygulamalar gibi goriinmektedir. Deneysel
modellerde intravendz uygulamanin lokal lezyonlarda optimal bir tercih olamayacagi
goriilmekte, MKH’lerinin pulmoner kapillerlerde retansiyona ugradiklar1 ve dolagimdan
uzaklastirildiklar1 goriilmiistiir. Yine intravendz uygulama ile verilen MKH’lerinin
dalak, karaciger ve bobrek gibi diger organlara da dagilim gosterdikleri ancak belli bir
yan etki de tespit edilememistir. Bununla birlikte insanlarda intrakarotid veya
intraserebral uygulama, hastanin i¢inde bulundugu kétii klinik tabloya bagl olarak zor
hatta imkansiz olabilmektedir. Ayrica intrakarotid uygulama ek tromboz olusumuna da
neden olabilmektedir. Bu yiizden klinik uygulamalarda MKH nin intravendz verilmesi
daha giivenilir ve uygulanabilir gériinmektedir (Dharmasaroja,2009).
11.B.4.Noronal Kok Hiicreler:

Yiiz yildan daha uzun bir siire yeni ndronlarin olusumunun yalnizca gelisim

asamasinda olabilecegi ve ergenlikte durduguna inanilmustir. ilk olarak 1960’larda
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postnatal sican beyinlerinde bulbus olfactorius ve hipokampus bolgelerinde graniiler
noron karakteristiginde yeni hiicrelerin varligini gosterildi (Duan ve ark, 2008). Ancak
bu konudaki bilgiler 1990’lara kadar gelisim gostermedi. 1992°de Weiss ve Reynolds
yetiskin fare beyin dokusunda belirgin norojenik bolge olan subventrikiiler alan1 da
iceren striatal dokudan ilk kez noral progenitor hiicresiyi izole etti (Reynolds and
Weiss,1992). Bu rapordan sonra bir seri ¢alisma ile de hipokampus dentat girusu
subgraniiler alaninda ve lateral ventrikiil subventrikiiler alaninda NKH varligi ve
norogenez kanitlandi (Sekil 4). Bu yerlesimleri nedeniyle de yeni noéronlarin beynin
o0grenme, hafiza ve koku alma gibi 06zel fonksiyonlar1 icin gerekli oldugu
diistiniilmektedir. Multipotent &zellikteki yetiskin NKH’nin kendini yenileyebilme
ozelligi disinda {i¢ ana hiicre serisini (noron, astrosit, oligodendrosit) olusturabildikleri
fare, sican ve insanlarda gosterilmistir. Subventrikiiler ve subgraniiler bolgede izlenen
yetiskin ndrogenezdeki hiicre proliferasyonunu fiziksel ekzersiz, nobet, inme ve
antidepresan ilaglar gibi c¢esitli fizyolojik, patolojik ve farmakolojik uyaricilar
etkilemektedir (Jin ve ark.,2001;Yoshimura ve ark.,2001; Jin ve Galvan, 2007; Duan ve
ark.,2008).

Noral kok hiicre diger kok hiicreler gibi hem simetrik hem de asimetrik hiicre
boliinmesi gostermektedir. Simetrik boliinme ile aymi Ozellikte iki yavru hiicre
olusmakta ve bu hiicreler kok hiicre ozelliklerini gostermeye devam etmektedir.
Asimetrik boliinmede ise iki farkli boyutta yavru hiicre olugsmakta, bu hiicrelerden bir
tanesi kok hiicre 6zelliginde iken digeri noral progenitor hiicre 6zelliginde olup kisith
oranda kendini yenileme kapasitesi gostermektedir. Progenitor hiicreler santral sinir
sistemindeki tiim hiicre tiplerine doniisebilme yetenegine sahip degildir. Noronal
progenitor norona, glial progenitor de astrosit ve oligodendrosite doniismektedir (Jin ve
Galvan, 2007). Yasam boyu norogenezin devam etmesi yetiskin NKH devamliligini
gerektirmektedir. Subventrikiiler and subgraniiler alanda uygun miktarda NKH
havuzunun devam ettirilebilmesinde Hedgehog sinyalleri rol almaktadir. Ayrica 16semi
inhibitdr faktoriin ekspresyonu da yetiskin NKH’nin kendini yenilemesini ve
farklilagmasini 6nleyerek NKH havuzunun devamliliginda etkili olmaktadir (Duan ve
ark.,2008).
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Sekil 4. Hipokampus ve subventrikiiler alandaki nérogenez (Duan ve ark.’dan,2008)

Noral kok hiicrenin farkli olgunlasma donemi veya farkli hiicre tipleri
birbirlerinden c¢esitli fenotipik isaretleyiciler kullanilarak ayrilabilmektedir. NeuN ve
MAP-2 olgun néron, GFAP astrosit, galaktoserebrosid de oligodendrositi tanimak i¢in
kullanilmaktadir (Jin ve Galvan,2007). Doublecortin (Dcx) geni bir hidrofilik protein
kodlamakta, bu protein de fetal ve yetiskin beyninde go¢c eden ve farklilagsan
noronlarda eksprese olmaktadir (Francis ve ark.,1999). Noral progenitor hiicrelerin
tanimlanmasinda nestin, beta III tubulin, Hu gibi isaretleyiciler de kullanilmaktadir
(Sekil 5). Hu, néron spesifik RNA’ya baglanan bir protein olup farklilasmadan hemen
sonra noronal niikleusda eksprese olmaktadir (Marusich ve ark.,1994; Jin ve Galvan,
2007). Musashil de RNA’ya baglanan bir protein olup yetiskin beyin subventrikiiler
alaninda yerlesim gosteren kok hiicrelerde eksprese olmaktadir (Kaneko ve ark.,2000).

Boliinen NKH, progenitor hiicrelere doniiserek farklilasma bolgelerine gog
etmektedir. Bu hiicreler go¢ edilecek bolgeye ulasana kadar da matiir hale gelebilmekte
veya orada bu Ozelligi alarak fonksiyonel hiicre halini almaktadir. Subventrikiiler
alandaki NKH’ler immatiir néronlari olusturarak lateral ventrikiil duvar1 boyunca

yogun bir noroblast zincir ag1 olusturmaktadir. Bu noroblast ag1 da belirli bir gog
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rotasin1  subventrikiiler alanin &niinden bulbus olfactoriusa dogru olusturmaktadir.
Subgraniiler alandan olusan yeni hiicreler ise dentat girusun graniiler tabakasina dogru
go¢ ederek olgunlasmaktadir (Curtis ve ark.,2007; Jin ve Galvan,2007).

Yetiskin beyin subgraniiler ve subventrikiiler alanindan olusan yeni ndronlarin
fonksiyonlar1 halen acik degildir. Ancak bazi elde edilen veriler bu ndronlarin matiir ve
fonksiyonel néron olabilecegini diisiindiirmektedir (Jin ve Galvan,2007).

1. Bu hiicreler matiir ndronal isaretleyicilerinden olan néron spesifik enolaz (NSE),
calbindin ve NeuN eksprese etmekte

2. Bu hiicreler sinaptik input almakta, elektriksel olarak aktif ndrona doniismekte
ve noronal aga karisarak fonksiyonel sinaptik transmisyon gostermekte

3. Bu hiicrelerin aksonlar1 bulunmakta

4. Bu hiicreler tipik ndronal voltaj kapili Ca*?ve K" ile depolarize olmakta ve hizli
ve geridostimlii olarak hiicre i¢i Ca*? artmakta

5. Hipokampal bagimli 6grenme c¢alismalarindaki 6n egitim bu yeni olusmus

graniil hiicrelerinde erken gen protein ekspresyonlarini indiiklemekte

Yetigskin noral kok hiicre biyolojik davraniglarinin diizenlenmesinde genetik,
bliylime faktdrleri, ndrotansmitterler, stres, hormon, yas ve cevresel faktorler gibi cok
sayida etken rol almaktadir (Jin ve Galvan, 2007). Biiylime faktorleri noral kok ve
progenitor hiicrelerin proliferasyonunu hem in vitro hem de in vivo etkilemektedir.
Yetiskin sican ve fare beyin subventrikiiler alaninda epidermal biiylime faktorii (EGF)
uygulandiginda proliferasyonda artis izlenmistir (Craig ve ark.,1996). FGF ailesi en az
15 tiyeden olusmakta ve ¢ogu gelismekte olan beyinde norogenezin oldugu alanlarda
eksprese olmaktadir. Postnatal donemde noroproliferatif alanlardaki ekspresyonuna
devam etmektedir. Bu bulgular FGF ailesinin ndrogenezde rol oynadigini
gostermektedir (Cameron ve ark.,1998). FGF-2 sistematik olarak uygulandiginda
yenidogan sican hipokampusunda hiicre proliferasyonunu artirmaktadir (Wagner ve
ark.,1999). Kuhn ve arkadaslar1 subventrikiiler ve subgraniiler nérogenez lizerine EGF
ve FGF-2’nin etkisini inceledikleri calismalarinda dentat girus hilus ve graniiler
tabakasinda norogenez miktarinda degisiklik tespit edememislerdir. Ancak EGF ve
FGF-2 yeni olusan hiicrelerin graniiler tabaka veya hilusa go¢ etmesinde farkli etkiler

ortaya koymuslardir. FGF grubunda hiicrelerin ¢ogunlugu graniiler tabakaya gitmekte
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ve norona farklilasmakta iken EGF grubunda onemli bir oranda hiicre de hilusa go¢
etmekte ve graniiler tabakada norona yakin miktarda astrosite farklilagsma olmaktadir
(Kuhn ve ark.,1997). BDNF de norogenezde rol alan énemli bir norotrofik faktordiir.
BDNF, bulbus olfactorius ve diger bolgelerdeki néron sayisini artirmaktadir. Ayrica in
vitro olarak da noral kok hiicre proliferasyonunu stimule etmektedir (Rossi ve
ark.,2006). Norotransmitterler de norogenezde rol almaktadir. Glutamat noral kok ve
progenitor hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon ve yasamlarin1 devam ettirmelerinde
onemli bir rol oynamaktadir (Cameron ve ark.,1998). NMDA reseptorlerinin glutamat
ile uyarilmast sonucu nérogenez inhibe olmaktadir (Suzuki ve ark.,2006). Hormonlarin
da yetiskin nérogenezi diizenlemede etkileri vardir. Dentat girusdaki noérogenez adrenal
hormon diizeyi ile ters bir korrelasyon gostermektedir. Kortikosteroid diizeyinde
azalma olmasi hiicre proliferasyonuna artisa ve yeni graniil néron sayisinin artmasina
neden olmaktadir. Norogenez bobrek {istii bezi ¢ikarilan siganlarda artarken,
glukokortikoid uygulamasi bu etkiyi antagonize etmektedir (Gould ve ark.,1992).

Herhangi bir nedenle ortaya ¢ikan beyin hasarinda, yeni olusan hiicreler hasarli
bolgeye go¢ etmekte ve orada fonksiyonel noral hiicrelere farklilagmaktadir (Zhang ve
ark.,2007). Bununla birlikte bu tamir mekanizmasi yeterli olamamaktadir. Cogalarak
goc eden hiicrelerin yaklasik %80’1 6 hafta iginde 6lmekte ve inme ile hasarlanan
hiicrelerin sadece % 0.2°s1 nérogenez sayesinde yenilenebilmektedir (Nadareishvili ve
Hallenbeck,2003). Bu nedenle de o6zellikle iskemide gelistirilmekte olan hiicresel
tedaviler endojen noral kok hiicrelerin proliferasyonunu stimiile etmek yoniinde
olmaktadr.

Son yillarda MKH’nin iskemik inme tedavisinde etkinligini artirmak amaci ile
antiinflamatuar ve/veya antiapoptotik etkinligi olan ajanlar birlikte denenmektedir.
Serebral iskemide etkinligi deneysel ve klinik olarak gosterilmis olan EPO (Dame ve
ark.,2001; Buemi ve ark.,2002) ile MKH’nin birlikte kullaniminin etkinligi konusunda
literatiirde bilgi mevcut degildir. Bu deneysel calismada MKH ve EPO

kombinasyonunun serebral iskemide etkinliginin belirlenmesi amaglanmistir.
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I1l. GEREC VE YONTEM

Calisma &ncesi Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’na bagvurulmus, kurulun 02.03.2009 tarihli toplantisinda ¢alismamizin Hayvan
Haklar1 ve Deney Etigi agilarindan uygun olduguna karar verilmistir.

I11.A. Mezenkimal Kok Hiicre Elde Edilmesi:

Kemik iligi vericisi olarak 5 adet erkek Sprague-Dawley sigan kullanildi. Global
iskemi olusturulacak disi siganlarda MKH takibinin SRY ile yapilabilmesi i¢in MKH
vericisi olarak erkek siganlar segildi. Bu erkek siganlardan inhalasyon anestezisi altinda
her birinden 8-10 ml olmak tizere eksternal intrakardiyak yol ile kan alindi. Daha sonra
10 dakika siire ile 4000 devir/dakika (rpm)’da santrifiij edilen kanlardan otolog serum
elde edildi. Anesteziye devam edilerek deney hayvanlar dldiiriiliirken femur, tibia ve
humeruslariin mediiller kavitelerinden yikama yontemi kullanilarak kemik iligi alindi.
Mediiller kavitelerin yikanmasinda heparinle yikanmis Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium-low glucose (DMEM-LG) ¢ekilmis insiilin enjektorleri kullanildi. Her hayvan
icin yaklasik 8-12cc DMEM-LG kullanildi. Hiicreler tiip igerisindeki esit hacimdeki
Ficoll soliisyonu (1.077 g/ml) lizerine yayildi. Dansite gradiyent yontemi kullanilarak
900 devirde 30 dakika siire ile soliisyon santrifiij edilerek mononiikleer hiicreler ayrildi
(Sahin, 2006). Interfazdan toplanan mononiikleer hiicrelerden 3 ml &rnek almarak
Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Cocuk Hematoloji Laboratuvarina akim
sitometre ¢alismasi i¢in teslim edildi. Kalan 3 ml’lik 6rnek, daha énceden 200 mL/L
fetal sigir serumu (FBS), 100 U/ml penisilin, 100 U/ml streptomisin ve 20 ml/L L-

glutamin eklenerek hazirlanmis olan DMEM-LG besiyeri i¢inde 25 cm?lik (T25) hiicre

kiiltiir kaplarina 10%/ml konsantrasyonunda yayilarak ekildi. Hiicrelerin inkiibasyonu
icin 50 ml/L CO; igeren Ve % 95 nem oranina sahip 37°C inkiibatorii kullanildi. ilk ii¢
giin besiyerleri hergiin, sonraki giinlerde de miktar1 5 ml’ye ¢ikarilarak 3 giinde bir
degistirildi. Invert mikroskopta hiicrelerin kiiltiir kabmin %75’ini kapladigimnin
gortildiigii 14. giinde hiicreler pasajlandi. Pasaj isleminde kiltiir kaplarinin igerisindeki
besiyerleri aldiktan sonra 1,5 ml tripsin- etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)-C
konuldu. iki ii¢ dakikahk elle perkiisyon sonrasinda 37°C’lik inkiibatérde 3-5 dakika
aras1 tutuldu ve tekrar elle 2 dakika kadar perkiite edilen hiicrelerin mikroskopta
yapistiklar1 plastik yiizeyden kalktiklar1 goriildi. Hiicreler toplamda 5 kez pasajlandi.
Pasajlanma islemi tamamlanan 12 kiltiir kabindaki hiicreler tripsin-EDTA-C
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kullanilarak kaldirildi ve akim sitometre c¢alismasi i¢in Cocuk Sagligi ve Hastaliklar
Anabilim Dali Cocuk Hematoloji Laboratuarina gotiiriildii.

Pasajlanarak ¢ogaltilan diger hiicre kiiltlirleri yine ayni yontem kullanilarak
tripsin-EDTA-C ile kaldirildi. % 10 dimetil sulfoksit (DMSO) ve % 20 FBS igeren
DMEM-LG’den 1,5ml eklenerek 2ml’lik kriyotiiplerde daha sonra deneyde kullanilmak
iizere —80 °C’ ye kaldirldi.

111.A.1. Hiicre ve Doku Kiiltiirii Laboratuarinda Kullanilan Cihazlar
e Santriflij (Heraeus, Almanya)

e Hiicre Kiiltiir Kabini (Nuaire, Almanya)

e CO;inkiibatorii (Hera-cell, Almanya)

e Invert Mikroskop (Zeiss-Axiovert 100, Almanya)
e Vorteks (Niive, Tiirkiye)

I11.A.2. Hiicre ve Doku Kiiltiirii Laboratuarinda Kullamlan Kimyasal Maddeler

e Ficoll soliisyonu (1.077 g/ml) ( Merck, Almanya)
e DMEM-LG ( Biological Industry, Israil)

e Penisilin (Sigma-Aldrich, St. Louis)

e Streptomisin (Sigma-Aldrich, St. Louis)

e FBS (Hyclone, Logan, UT)

e L-Glutamin (Sigma-Aldrich, St. Louis)

e Tripsin-EDTA C (Sigma-Aldrich, St. Louis)

e DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis)

I111.A.3. Hiicre ve Doku Kiiltiirii Laboratuarinda Kullanilan Calisma Soliisyonlari
e MKH besiyeri: 1000 ml besiyeri igin;

— 200 ml FBS

— 20 ml L-glutamin
— 5 ml penisilin

— 5 ml streptomisin
— 770 ml DMEM-LG

e —80°C kriyotiip saklama besi yeri: 10 ml besiyeri i¢in;
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— 7 ml DMEM-LG
- 2ml FCS
— 1mlI DMSO

I11.B. Akim Sitometre ile Mezenkimal Kok Hiicrelerin Tanimlanmasi

Interfazda toplanan mononiikleer hiicrelerden olusan ekim yapilmadan &nce
alinmig 3 ml’lik 6rnegin kullaniminda her hiicre dizini i¢in 6 tiip kullanildi. Tiiplerin
tizerleri sirasiyla yiizey belirteglerinin adlar1 ve kontrol grubu olarak yazildi. Sonra her
tiipe hiicre konsantrasyonu 1X10° olacak sekilde getirilen hiicre silispansiyonundan
100’er pl konuldu. Birden bese kadar olan tiiplere yiizey belirtegleri sirast ile 10’ar pl
eklendi. Altiner tiipe belirte¢ konulmadi. Tiipler vortekslendi. 4°C’de karanlik ortamda
15 dakika inkiibe edildikten sonra iizerine daha Onceden hazirlanmis olan yikama
sollisyonundan 1 ml eklendi ve 1400 devir/dakikada 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
Stipernatant atildiktan sonra kalan hiicre ¢okeltisine tekrar 0.5 ml yikama soliisyonu
eklenerek akim sitometre cihazinda tanimlandi. Bu islemde hematopoetik kok hiicre
(HKH) ve MKH hiicre belirteglerinin (CD11b/c, CD44, CD45, CD90, CD106)
kullanim1 sonucunda HKH’lerde CD11b/c [%98,6 (+)], CD44 [%0,4 (-)], CD45 [%99,7
(+)], CD90 [%11,2 (-)] ve CD106 [%14,1 (-)] oldugu gosterildi (Sekil 6). Ayni islemler,
pasajlanan kiiltiir kabindan tripsin-EDTA-C ile kaldirilarak toplanan MKH’lerinde de
tekrarlandi. Ayni belirteglerin kullanimi sonucunda MKH’lerde CD11b/c [%1,3 (-)],
CD44 [%99,5 (+)], CD45 [%0,7 (-)], CD90 [%80,8 (+)] ve CD106 [%63,6 (+)] olarak
tanimlandi (Sekil 7).

111.B.1. Cocuk Hematoloji Laboratuarinda Kullanilan Cihazlar
e FACSCalibur TM (Becton Dickinson and Company)

e Cell Quest Software (Becton Dickinson and Company, immiinsitometre Sistemi,
Mac OS X10.3.6/7R28)

e Santrifiij (Niive, Tiirkiye)
e Vorteks (Niive, Tiirkiye)
111.B.2. Cocuk Hematoloji Laboratuarinda Kullanilan Kimyasal Maddeler

e CD11b/c [Integrin am-ax chains/OX-42, R-Phycoerythrin (R-PE)] (BD

Pharmingen, San Diego)
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CD44 [Hyaluronate Receptor Cell Adhesion Molecule/H-CAM, (FITC) ] (BD
Pharmingen, San Diego)

CD45 [Leukocyte Common Antigen/Ly-5 (LCA), (FITC)] (BD Pharmingen,
San Diego)

CD90 [Thy-1, Flurescein Isothiocyanate (FITC) ] (BD Pharmingen, San Diego)

CD106 [Vascular Cell Adhesion Molecule-1/VCAM-1, (R-PE)] (BD
Pharmingen, San Diego)
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I11.C. Global Iskemi ve Gruplarin Olusturulmasi:

Mezenkimal kok hiicre elde edildikten sonra gecici global serebral iskemi
modeli i¢in toplam 32 yetiskin disi Sprague-Dawley sican kullanildi. Bu disi siganlarin
Iskemi olusturmak igin siganlar genel anestezi altinda sirt {istii pozisyonda yatirilarak
boyun bolgesinde orta hatta 1.5 cm’lik kesi yapildi. Yumusak doku ve kas tabakasi
gecildikten sonra trakea izlendi. Sonrasinda trakeanin her iki tarafinda sinir damar
paketine ulasild1 (n.vagus ve Karotis arterler) ve karotid arter serbestlestirildi (Sekil 8).
Iki saat siire ile bilateral common karotid arter baglanarak gecici tipte global iskemi
olusturuldu ve sonrasinda hayvanlar 4 gruba ayrildi.

L. Grup (n:8): Kontrol grubu: Iskemiden 24 saat sonra 1 ml iv SF uygulandu.

Il. Grup (n:8):  iskemiden 24 saat sonra 3X10%ml MKH iv (kuyruk veninden)
uyguland.

HIL.Grup (n:8): Iskemiden 24 saat sonra EPO (5000U/kg tek doz) ip uygulandi.

IV. Grup (n:8): Iskemiden 24 saat sonra 3X10%/ml MKH iv + EPO(5000U/kg tek
doz) ip uygulandu.

111.D. Beyin Dokularinin Cikarilmasi:

Iskemiden sonraki 15. giinde gruplardaki tiim sicanlar anestezi altinda dekapite
edildi. Alman serebrum ve serebellum esit sekilde orta hattan ikiye ayrildi. Bir yari
histopatoloji ve immiinhistokimya g¢alisma i¢in Veteriner Fakiiltesi Patoloji ABD’na,
diger yarisi da Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ABD’na SRY ¢alisilmak iizere ayrildi. Tibbi
Biyoloji ABD’na teslim edilen orneklerden DNA eldesi yapilarak -20°C’de SRY
calisilmak iizere saklandi.

I11.E. DNA Eldesi

Beyin dokusundan DNA elde etmek icin doku DNA kiti olarak Purelink
Genomic DNA mini Kit (Invitrogen, ABD) kullanildi. Izolasyona baslamadan &n
hazirlik olarak kit igerisindeki Genomic Wash Buffer I’e 15 ml ve Genomic Wash
Buffer 1I’ye ise 17,5 ml etanol absolu eklendi. Absolu alkol kullanilmadan 6nce oda
1sisinda muhafaza edildi. DNA’nin izole edilebilmesi icin asagidaki islemler sirasi ile
uygulandi.

1. +4 °C DMEM-LG ig¢inde bekleyen beyin dokular1 pastor pipeti ile Eppendorf
tiiptine alindilar.

2. Dokularin iizerine tiip bagina 180 ul “Genomic Digestion Buffer” konuldu.
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Kisa siireli vorteks uygulandi.

Her tiipe 20 pl “Proteinaz K” eklendi.

Dokular 55°C’lik su banyosuna yatirildi.

Her yarim saatte bir kisa vorteks uygulandi.

Dokular 3 saat 20 dakika sonra banyodan alindu.

Maksimum hizda (15.000 rpm) 3 dk. siiresince santrifiij edildi.

© © N o 0 bk~ o

Stipernatant1 alinarak baska Eppendorf tiipiine konuldu ve kalan pelet kismi

atild1.

10. Tiplere 20 pl “RNA’az” soliisyonu eklendi.

11. Kisa vorteks uygulandi.

12. Oda 1s1sinda 2 dk. inkiibe edildi.

13. Uzerlerine 200 pl  “Genomik lizis baglanma tamponu” eklendi ve iyice
vortekslendi.

14. Uzerlerine 200 pl “Absolu Alkol” eklendi.

15. 5 sn siiresince iyice vorteks uygulandi.

16. Ornekler ¢evirme kolonlarmin (tiip) igerisine bosaltildi.

17. 8200 rpm (10.000 g) de 1 dk. siiresince oda 1sisinda santrifiij edildi.

18. Cevirme kolonlarmin filtreli iist boliimii alinarak toplama tiiplerinin igine
koyuldu.

19. Bunun lizerine yikama tamponu I’ den 500 pl koyuldu.

20. 8200 rpm (10.000 g) de 1 dk. siiresince oda 1sisinda tekrar santrifiij edildi.

21. Filtreli boliim yeni temiz toplama tiiplerinin igine alindi.

22. Uzerlerine yikama tamponu I1’den 500 pl koyuldu.

23. Maksimum hizda (16.000 rpm) 3 dk. siiresince oda 1sisinda santrifiij edildi.

24. Filtreli boliim alinarak 1,5 ml’lik Eppendorf tiiplerine yerlestirildi.

25. 50 pl (25-200 pl arast olabilir) “Genomik eliisyon tamponu” eklendi.

26. Maksimum hizda (16.000 rpm) 1 dk. siiresince oda 1s1sinda santrifiij edildi.

27. Uzerlerine tekrar 20 ul “Genomik eliisyon tamponu” eklendi.

28. Maksimum hizda (16.000 rpm) 2 dK. siiresince oda 1sisinda santrifiij edildi.

29. Eppendorf tiipte elde edilen piirifiye DNA daha sonra cinsiyet belirleyen bolge

Y (SRY) geninin saptanmasinda kullanilmak iizere -20 °C ye kaldirildi.
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Sekil 8. Iki tarafli karotid arter baglanarak global iskeminin olusturulmasi

I11.F. SRY Geninin Gosterilerek Belirlenmesi
IILF.1. DNA’larn ve Primerlerin Optik Dansitometre Ol¢iimlerinin Yapilmasi
Polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) kullanilacak olan primerlerin ve beyin
dokusundan elde edilmis olan DNA’larin optik dansitometre (OD) dlgiimleri
spektrofotometre cihazi ile yapildi. DNA’lar i¢in konsantrasyon hesaplamasinda;
e Konsantrasyon = 0OD260 X 100 (seyreltme faktori) X 50 (¢ift zincir
DNA)
formiilii kullanildi.
Primerlerin konsantrasyon hesaplamasinda ise;
e Konsantrasyon = 0OD260 X 100 (seyreltme faktorii) X 33 (tek zincir
DNA) formiilii uygulanda.
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I11.F.2. SRY Gésterimi I¢in PCR Cahsmasi

Deneyde kullanilan disi siganlarin beyin dokularinda Y kromozomunun tizerinde
bulunan ve cinsiyetin belirlenmesini saglayan SRY geninin gosterilmesi i¢in PCR
caligmas1 yapildi. Dokulardaki DNA’nin varligin1 degerlendirebilmek icin internal
kontrol olarak p-aktin geni kullanildi. Hem SRY hem de p-aktin geninin PCR
caligmalari i¢in gerekli olan primer dizileri saptandi.

SRY primeri olarak;
o sense 5’-CAGAGATCAGCAAGCATCTGG-3’

e antisense S’TCTGGTTCTTGGAGGACTGG-3’

-aktin primeri olarak;
o sense S’AGAGAAGCTGTGCTATGTTG3’

e anti-sense 5’-GTACTCCTGCTTGCTGATCC-3’ kullanildi. (Ise ve ark.,
2004).
PCR i¢in kullanilacak olan 25 pl’lik toplam hacim i¢inde bulunan maddeler ve oranlari
su sekilde oranlandi:
¢ Reaksiyon tamponu — 1X
e MgCl; »>3mM
dNTP karisimi — 200 uM
SRY primeri - 0.2 uM

3-aktin primeri —> 0.15 uM
Genomik DNA — 200 ng

e Taq polimeraz — 1,5 tinite/2pul

PCR c¢alisma programi olarak ise, 95°C’de 5 dakika baslangi¢ denetiirasyonu,
94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 57°C’de 30 saniye annealing ve 72°C’de 60 saniye
elongasyon olmak iizere 37 dongii olarak uygulandi. % 2’lik agaroz jel elde etmek i¢in;
100 ml 1 X Tris-borik asit (TB)-EDTA’dan alinarak iizerine 2 gr. agar eklendi.
Karistirlldiktan sonra 30’ar saniyede bir kanistirillarak kaynayana kadar 1sitildi.
Berraklasinca mikrodalgadan alinarak sogumaya birakildi. 75 °C’de 100 pl etidyum
bromiir eklenerek calkalandi ve sete dokiilerek sogumaya birakildi. Soguduktan sonra 4
%C’ye kaldinldi. Elde edilen PCR materyali %2’lik agaroz jelde brom fenol mavisi ile
boyanarak 25 dakika boyunca elektroforezde 135 voltta yiiriitiildii. Her ¢alismaya
pozitif ornek olarak erkek fare DNA’s1 ve negatif kontrol olarak steril su kullanildu.
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SRY negatif ve amplifikasyon olmayan ornekler ikiser kez caligilarak pozitif sonug elde
edildi (Ise ve ark., 2004)

II1.F.3. Molekiiler Genetik Laboratuarinda Kullanilan Cihazlar

Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya; Capp, Danimarka)
Vorteks (Niive, Tiirkiye)

Su banyosu ( Niive, Tiirkiye)

Mikrosanrifiij (Hettich, Almanya)

Spektrofotometre cihazi (Pharmacia Biotech Gene Quant II)
Spektrofotometre kiivetleri

Termal dongii cihazi (Techne, Ingiltere)

Hassas terazi (Mettler AJ 100, Almanya)

Mikrodalga (Argelik MD581-TC)

Yatay elektroforez sistemi (Scie-Plas, Ingiltere)
Elektroforez gii¢ kaynag1 (Wealtec, Tayvan)

UV transillumunator (Uvitec-BTX-26-M, Ingiltere

UV goriintii analiz sistemi (Biolab-UVIPhoto MW, Ingiltere)

ITI1.F.4. Molekiiler Genetik Laboratuarinda Kullamilan Kimyasal Maddeler

Absolu alkol (Sigma-Aldrich)

Genomic DNA mini kit (Purelink, Invitrogen)
10 X PCR tamponu (Gen Tag)

SRY primeri (Invitrogen)

S-aktin primeri (Invitrogen)

Magnezyum kloriir (Gen Tag)
Deoksiriboniikleosid trifosfatlar (INTPs, Fermentas)
Taqg DNA polimeraz enzimi (Gen Tag)

Tris (Merck)

Borik asit (Sigma)

EDTA, sodyum tuzu (Merck)

Nii mikropor (Prona)

Etidyum bromiir (Sigma)
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e Brom fenol mavisi
e Marker DNA (Gene Ruler 100bp DNA Ladder, Fermentas)
IIL.F.5. Molekiiler Genetik Laboratuarinda Kullanilan Calisma Soliisyonlari
e 05MEDTA
e 1MTris
e 10X TB-EDTA
e 1XTB-EDTA

e Etidyum Bromiir soliisyonu

I11.G. Histoloji ve Immunhistokimyasal Boyama
I11.G.1. Histopatolojik inceleme i¢in doku kesitlerinin hazirlanmasi

Beyin ornekleri %10’luk tamponlu formalin soliisyonunda tespit edilip 24 saat
sonra siiziildii ve postfiksasyonlar1 yapildi. Doku ornekleri bir giin boyunca musluk
suyu altinda yikandiktan sonra alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek parafinde
bloklandi. Mikrotom (Leica RM2125RT) ile 5 um kalinhiginda alinan kesitler, rutin
histopatolojik muayene i¢in hematoksilen-eozin (HE) ile boyandi. Sonuglarin
degerlendirilmesi Nikon Eclipse E600W 151k mikroskobu yardimiyla yapildi ve Nikon
DS Camera Head DS-5M ile mikroskobik fotograflari ¢ekildi.

I11.G.2. immiinohistokimyasal inceleme icin doku kesitlerinin hazirlanmasi
Parafinde hazirlanan doku bloklarindan alinan kesitlere Strepto Avidin Biotin
Peroksidaz Kompleks teknigi (SABK) uygulandi. Primer antikorlar, iiretici firmanin
onerileri dogrultusunda ve daha 6nce yapilan 6n ¢alismalarla belirlenen oranlarda fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS, pH 7,4) ile sulandirildi. Immunohistokimyasal
boyamalarda SABK teknik i¢in alinan hazir kit (Zymed, Histostain Plus Kit, California,
USA) kullanild1 ve tiim uygulamalar Onerilen standart isleme gore yapildi. Primer
antikorlarin tretici firmalarinin 6nerileri dogrultusunda pozitif kontroller ile negatif
kontrol olarak PBS (pH 7,4) kullanildi. Buna gore kesitler, aseton-3-etoksipropilamin
(Merck, 100 ml aseton, 2 ml 3-etoksipropilamin) ile kaplanmis lamlara alindi. 30 dakika
58 °C’lik etiivde kurutuldu. Kesitler ksilolde deparafinize edilip seri alkollerde dehidre
edildi. Formalinin dokudaki antijenik yapiy1 maskeleyici etkisini gidermek i¢in kesitler,

sitrat tamponlu soliisyonda mikrodalga firinda 600 watta 20 dakika kaynatild1 ya da %
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0,1’lik bovine serum albumin (BSA) damlatilarak 20 dakika bekletildi. Kesitler,
endojen peroksidaz aktivitesini gidermek i¢in metanolde hazirlanmis %3’liik H,O;’te 7
dakika bekletildi ve protein bloke edici serumda 10 dakika tutuldu. Daha sonra primer
antikorlar ile inkubasyona birakildi. Kesitlere biotinle isaretli sekonder antikor
damlatilarak 30 dakika bekletildikten sonra Streptavidin peroksidaz enzimi (Histostain-
Plus Kits, California, USA) ile 30 dakika inkiibe edildi. Protein bloke edici serumu ile
inkubasyon agamasi harig tiim islemlerden sonra kesitler 2 kez 5 dakika siireyle PBS ile
yikandi. Son olarak kesitler 3-amino-9-etilkarbazol (AEC) (Zymed AEC RED substrat
kit, ABD) kromojeni ile mikroskop altinda kontrollii olarak 10 dakika stireyle boyandi.
Gill’s hematoksilen ile karsit boyamalar1 yapildi. Su bazli yapistirict (Shandon Immu-

mount) ile kesitler kapatildi ve 151k mikroskobunda incelendi.

I11.G.3. Veteriner Fakiiltesi Patoloji Laboratuarinda Kullanilan Cihazlar ve
Malzemeler

e Mikrotom (Leica RM2125RT)

e Isik mikroskobu (Nikon Eclipse EG00W)

e Fotograf Makinesi (Nikon DS Camera Head DS-5M)

111.G.4. Veteriner Fakiiltesi Patoloji Laboratuarinda Kullanilan Kimyasal
Maddeler ve Calisma Soliisyonlari

e Zymed, Histostain Plus Kit (California, USA)

e Anti-Ki67 (Chemicon, AB9260)

e Anti-NeuN (Millipore, MAB 377)

e Anti-GFAP (Chemicon, MAB3402)

e Hematoksilen Eozin

e 3-etoksipropilamin (Merck)

e Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (Sigma Aldrich)

e Streptavidin peroksidaz enzimi (Histostain-Plus Kits, California, USA)

e 3-amino-9-etilkarbazol (AEC) (Zymed AEC RED substrat kit, ABD)

e Su bazli yapistirici (Shandon Immumount)

Hematoksilen-eozin ile  boyanan preparatlar 151k  mikroskopu ile

degerlendirilerek noronal hasar, 16komalazi ve fokal gliozis agisindan incelendi.
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Immunohistokimyasal incelemede anti-Ki67 (hiicre proliferasyon belirteci), anti-NeuN
(noronal belirteg), anti-GFAP (astrositik belirte¢) antikorlari kullanildi.

I11.H. Istatistiksel Inceleme:

Patolojik incelemelerden elde edilecek sonuclar semikantitatif olarak
degerlendirildi. Degerlendirme kriteri olarak hiicre sayis1 dikkate alindi. Ornekler 3
farkli kisi tarafindan incelendi ve boyanma pozitif olan hiicreler sayilarak ortalamalar
alindi. Gruplarin degerlendirilmesinde one-way ANOVA testi kullanildi. Istatistiksel
anlamlilik i¢in p<0.05 kabul edildi.
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IV.BULGULAR

Mezenkimal kok hiicre vericisi olarak kullanilan erkek siganlarin kemik
iliklerinden MKH karakterizasyonundaki hiicreler basarili sekilde elde edildi ve
kullanilmadan 6nce -80°C’de sakland1 (Sekil9).

Mezenkimal kok hiicre karakterizasyonu gosteren bu hiicrelerin uygulandigi
gruplardaki disi siganlarin beyin dokularinda SRY geni degerlendirildi. Disi siganlarin
timiinde SRY geni pozitif olarak tespit edildi (Sekil 10). Bu da erkek si¢anlardan elde
edilen ve disi siganlara intravendz yol ile verilen MKH’nin beyin dokusuna basarili bir

sekilde ulastigin1 gostermekte idi.

Hematoksilen-eozin boyama ile noronal hasar, dokuda yumusama, 6dem ve
dejeneratif siire¢ (Iokomalazi) ve fokal gliozis agisindan gruplar karsilastirildi. Gruplar
arasinda bir farklilik tespit edilmedi. Bununla birlikte iskemi sonrasi kontrol grubunda

diger gruplara gore daha belirgin dejenerasyon, 6dem ve gliozis izlendi (Sekil 11-14).

Immunhistokimyasal incelemede hiicre proliferasyon belirteci olan Ki67,
gruplar arasinda karsilastirildi. Ki67 bir niikleer protein olup hiicre siklusunun mitoz
fazinda eksprese olmaktadir. Grup II, III ve IV’de kontrol grubuna gore anti-Ki67
antikor pozitif hiicre sayisinda anlamli derecede artis izlendi (p<0.05). Ayrica grup 1V,
grup II’ye gore de anlamli hiicre proliferasyonu artis1 gosterdi (p<0.05). Grup Il ile grup
IIT arasinda ve grup III ile grup IV arasinda anlamli farklilik izlenmedi (p>0.05) (Sekil
15-19). Noronal hiicre isaretleyicisi olarak kullanilan NeuN degerlendirildiginde kontrol
grubuna gore grup II, IIT ve TV’de istatistiksel olarak anlamli néronal hiicre boyanmasi
izlendi (p<0.05) (Sekil 20-24). Grup II, III ve IV arasinda ise anlamli bir farklilik tespit
edilmedi. Astrositik belirte¢ olarak kullanilan GFAP incelemesinde ise gruplar arasinda
anlaml farklilik belirlenmezken 6zellikle grup IV’de belirgin boyanma izlendi (p>0.05)
(Sekil 25-27) (Tablo 2).
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Sekil 9c: Mononiikleer hiicrelerin 4. giin invert mikroskop gériintiisii (Orijinal biiyiitme; X200)
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Sekil 9d: Mononiikleer hiicrelerin 9. giin invert mikroskop goriintiisii (Fibroblastlarin koloni
olusturmaya baglamasi) (Orijinal biiyiitme; X200)

Sekil 9e: Mononiikleer hiicrelerin 13. giin invert mikroskop goriintiisii (CF-U odaklarinin olugmasi)
(Orijinal biiytitme; X200)

Sekil 10. 1. kuyu negative control, 2. kuyu female rat, 7 unplifiye olmamis 6rnek, 14 male rat, Marker
pUC19 DNA/Hpa Il.
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Sekil 12. Fokal fliozis, Grup 1V, X10
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Sekil 13. Lokomalazik degisiklikler, Grup I, X10

X10

>

Sekil 14. Lokomalazik degisiklikler, Grup IV
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Hiicre Sayisi

Konfrol MKH EPO MKH+EPO

Sekil 15. Ki67 immiinopozitifligi gosteren hiicre sayilari, * p<0.05, ** p<0.05
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Sekil 16a,b. Ki67 immiinopozitifligi, Grup I, X10, Kontrol
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Sekil 17a,b. Ki67 imminopozitifligi, Grup I, X10
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Sekil 18a,b. Ki67 immiinopozitifligi, Grup 111, X20 ve X10
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Sekil 19a,b. Ki67 immiinopozitifligi, Grup 1V X10
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140

120

Hucre Sanasi

=2 & 2 =

Kontrol MKH EPO MKH+EPO

Sekil 20. NeuN immiinopozitifligi gosteren hiicre sayilari, * p<0.05
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Sekil 21a,b. NeuN immiinopozitifligi, Grup I, X10
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Sekil 22a,b. NeuN immiinopozitifligi, Grup 11, X20
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Sekil 23a,b. NeuN immiinopozitifligi, Gruplll, X20
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Sekil 24a,b. NeuN immiinopozitifligi, Grup IV, X10
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Sekil25. GPAP immiinopozitifligi gdsteren hiicre sayilari
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Sekil 26a,b. GFAP immiinopozitifligi, Grup I, X20
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Sekil 27a,b. GFAP immiinopozitifligi, GruplV, 20
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Tablo2. immiinhistokimyasal degerlendirme sonuglar

Grup I (Kontrol) | Grup Il (MKH) | Grup Il (EPO) | Grup v
(MKH+EPO)
Ki67 (+) 86,2 6,7 109,7 + 7,47 | 114,5+7,3* 125 + 13,3*T
NeuN (+) 61,7+5,1 110,3 + 4,17 107,4+5,7" 110,7 + 52"
GFAP (+) 59,8+3,3 60,3+3,4 59,842,6 61,8+3,3

* Grup ILIII ve IV, kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli artig var (p<0.05)

9| Grup 1V, grup II’ye gore istatistiksel anlaml artig var (p<0.05)

# Grup 11, IIT ve IV, kontrol grubuna gore istatistiksel anlaml artis gostermekte (p<0.05)
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V. TARTISMA:

Inme diinya genelinde yetigkinler arasinda &liim nedenleri icinde iiciincii sirada
yer almakta ve yasayan inme hastalarinda da ciddi nérolojik problemler izlenmektedir.
Bu nedenle uzun yillar arastirmacilar bu hasarlanan noronlar1 azaltma yontemlerini
belirlemeye ¢alismislar ve inme hayvan modellerinde uygulanan kok hiicre tedavilerinin
gelecek i¢in umut verici olabilecegini gézlemlemislerdir.

Calismalarin ¢cogunda kemik iligi veya umblikal kord kan kaynakli MKH’ler
kullanilmistir. Deneysel iskemik inme modellerinde MKH uygulamasinda intraserebral
(Li ve ark.,2000; Chen ve ark.,2001a; Borlongan ve ark.,2004b; Kurozumi ve ark.,2004;
Ikeda ve ark.,2005; Yano ve ark.,2005), intrakarotid (Li ve ark.,2001; Shen ve
ark.,2006) ve intravenoz (Chen ve ark.,2001b; Li ve ark.,2002; Chen ve ark.,2003;
Zhong ve ark.,2004; Shen ve ark.,2007) olmak tizere 3 farkli yol denenmektedir. Ancak
yapilan c¢alismalar en etkili uygulama yolu konusunda net bir sonug¢ ortaya
koyamamustir. Bununla birlikte Willing ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada MCAO
yapilan sicanlarda insan umblikal kord kanmin intravendz verilmesinin striatal
uygulamaya goére uzun doénem fonksiyonel iyilesmede daha etkili oldugu tespit
edilmistir (Willing ve ark.,2003). Yapilan ¢alismalar intravendz uygulanan MKH’lerin
cogunlugunun iskemik hemisfere hareket ettigini, lezyon etrafinda yerlesim gosterdigini
ve NeuN, MAP2 ve GFAP gibi noronal isaretleyicileri eksprese ettiklerini gostermistir.
Ayrica intravendz uygulama ile apoptozun azaldigi, endojen hiicre proliferasyonu ve
FGF-2 pozitif hiicrelerin sayisinin arttig1 tespit edilmistir (Chen ve ark.,2001b; Chopp
ve Li.,2002; Shen ve ark.,2007). Bu nedenlerle intravendz uygulama siklikla tercih
edilen uygulama sekli olmustur. Biz de teknik olarak daha kolay olmasi, intravendz
uygulamaya ragmen MKH’ nin hasarli beyin bdlgesine kolayca ulasabilmesi nedeniyle
bu uygulama yolunu tercih ettik. Disi beyin dokularinda SRY geninin pozitifligi de
verdigimiz MKH’nin beyin dokusuna ulastigini kanitlamaktadir. Ayrica hasarlanmis
beyin dokusu ¢evresindeki kan beyin bariyerinin biitiinliigiiniin iskemiye bagli olarak
haftalarca saglanamamasi intravendz uygulanan MKH’nin bu alana spesifik olarak
ulagmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Verilen MKH santral sinir sistemine ulasabilmek
icin bir yandan kan beyin bariyerinin biitlinliigliniin bozulmasini kullanirken bir yandan
da bu biitlinliigiiniin tekrar saglanmasma da katki saglamaktadir (Borlongan ve

ark.,2004a; Komatsu ve ark.,2010).
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Hem kemik iligi hem de umblikal korddan elde edilen MKH’lerin endotelyal
hiicre ve noronal hiicreler de olmak {izere birgok hiicreye farklilasma kapasitesi vardir.
Bir ¢alismada MKH’lerin in vitro olarak uyarilabilir néron benzeri hiicrelere
farklilasabildikleri ve bu hiicrelerin de GABA, glisin ve glutamat gibi ¢ok sayida
ndrotransmittere cevap verdigi tespit edilmistir (Wislet-Gendebien ve ark.,2005). Yine
baska bir ¢calismada embriyonik MKH’lerin iskemik inme olan beyine uygulandiginda,
noronal, astroglial ve endotelyal isaretleyiciler kullanilarak farklilagmalar1 incelenmistir.
MKH uygulamasindan 2 giin gibi kisa bir siire sonra MKH’lerin beta-tubulin 111, MAP2
ve norofilament gibi ¢cok sayida noronal isaretleyiciyi eksprese ettigi goriilmiistiir. Bu da
embriyonik MKH’nin de néronal farklilagsmasinin oldugunu géstermektedir (Liu ve
ark.,2009). Ancak noronal veya glial hiicre belirteglerini eksprese etmek tam anlamu ile
bir farklilagmayir ve noronal ya da glial hiicre fonksiyonlarini tamamen gosterme
gerekliligini ortaya ¢ikarmamaktadir. Bunu destekler nitelikteki bir calismada umblikal
korddan elde edilen MKH’lerin in vitro ortamda noéronal farklilagsma gostererek ndronal
isaretleyici pozitif hiicreler haline dondiikleri gdsterilmistir. Ancak morfolojik olarak
noronal farklilasma sonucu olusan ndronal hiicrelerin elektrofizyolojik ¢alismalar ile
fonksiyonel olarak aktif olmadiklar1 goriilmiistir (Koh ve ark.,2008). Calismamizda
hayvanlarin motor fonksiyonel becerilerinin degerlendirilmemis olmasi veya
elektrofizyolojik ¢alismalarinin yapilamamasina bagli olarak immunhistokimyasal
olarak tespit ettigimiz noronal farklilasmanin fonksiyonel bir farklilasma olup olmadigi
konusunda yorum yapmamiz miimkiin degildir. Ayrica Yoo ve arkadaglart yaptiklari
calismada MKH’lerin NeuN ve Dcx eksprese etmediklerini, Dex (+) hiicrelerin
NKH’lerden koken aldigini tespit etmislerdir (Yoo ve ark.,2008). Dolayisi ile MKH
uygulamas1 sonrast gozlenen iyilesmeden farkli mekanizmalar sorumlu gibi
gorinmektedir. Biz de c¢aligmamizda tespit ettigimiz subventrikiiler alandaki hiicre
proliferasyonunda ve noronal farklilagsmadaki artmadan ikili boyamalar yapamadigimiz
icin MKH’nin norogenezi aktive ederek mi yoksa direkt noronal farklilagma ile mi etkili
oldugu konusunda yorum yapamamaktayiz. Ancak MKH’lerin farklilasmadan ¢ok var
olan NKH’lerin ¢ogalma ve farklilagmalarini uyararak etkili oldugunu diistinmekteyiz.

Calismamizda GFAP ekspresyonu agisindan gruplar arasinda anlamli bir
farklilik tespit edilemedi. Sinir sisteminde herhangi bir zedelenmenin neden oldugu glial

skarin degerlendirilmesinde GFAP ekspresyonu kullanilabilmektedir (de Vasconcelos
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ve ark.,2010). Verilerimiz 1s1ginda hem MKH hem de EPO’nun tek veya kombine
sekilde skar olusumu iizerine koruyucu bir etkisinin olmadig1 goriildii. Hatta GFAP
pozitif hiicre sayis1 6zellikle MKH’nin verildigi gruplarda plasebo grubuna gore gok az
miktarda artmis idi. Bu etki, uygulanan MKH’nin endojen norogenezi uyararak yeni
noronal hiicreler olusturmasi ve bu hiicrelerin bir kisminin da astrositlere farklilagmasi
ile agiklanabilir. Literatiirde de farkli sonuglar elde eden ¢aligsmalar bulunmaktadir. Li
ve ark. iskemik alan g¢evresindeki glial skar olusumunda MKH’nin azaltict etkisini
goriirken, de Vasconcelos ve arkadaslar ise kemik iligi kokenli monontikleer hiicrelerin
skar olusumu {lizerine etkisini gosterememislerdir (Li ve ark.,2005; de Vasconcelosve
ark.,2010).

Norogenezin indiikklenmesi de iskemik inmedeki fonksiyonel iyilesmeden sorumlu
ana mekanizmalardan biridir. Subventrikiiler ve subgraniiler bolgede izlenen yetigkin
norogenezdeki hiicre proliferasyonunu iskemik inme dahil olma iizere gesitli fizyolojik,
patolojik ve farmakolojik uyaricilar etkilemektedir. NKH’ler serebral iskemiye cevap
olarak proliferasyonlarini artirmakta, matiir striatal noronlara farklilasarak da
hasarlanmig néronlarin yerine gegebilmektedirler (Jin ve ark.,2001; Yoshimura ve
ark.,2001; Jin ve Galvan,2007; Duan ve ark.,2008). Ancak bu proliferasyon ve
farklilasma anlamli bir fonksiyonel iyilesme i¢in yeterli olamamaktadir. Bu nedenle de
endojen norogenezi artirmaya yonelik ¢alismalarda EPO, epidermal biiylime faktorti,
VEGF ve statin gibi ¢esitli ajanlar denenmistir ( Sun ve ark.,2003; Teramoto ve
ark.,2003; Cimino ve ark.,2005; Kim ve Jung,2010; Yuen ve ark.,2010; Zhang ve
ark.,2010). MKH ile de benzer ¢alismalar yapilmaktadir (Li ve ark.,2000; Chen ve
ark.,2001a; Chen ve ark.,2001b; Li ve ark.,2001; Chen ve ark.,2003; Borlongan ve
ark.,2004b; Kurozumi ve ark.,2004; lkeda ve ark.,2005; Yano ve ark.,2005; Shen ve
ark.,2006; Shen ve ark.,2007; Yoo ve ark.,2008). Gegici tipte MCAO modelinde MKH
uygulamasi ile subventrikiiler yerlesimli endojen NKH proliferasyonunda ve yeni ortaya
¢ikan noroblastlarin yasam siirelerinde artma tespit edilmistir (Yoo ve ark.,2008).
Calisgmamizda da immunhistokimyasal olarak Ki67 boyanmasinda MKH ve EPO ile
artigin  gosterilmesi proliferasyon iizerine olumlu etkilerini gostermektedir. Ancak
prolifere olan bu hiicrelerin NKH olup olmadiklar1 konusunda ikili boyamalar

yapilmadigr i¢in yorum yapilamamaktadir. Ancak NeuN immunhistokimyasal
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boyamalarda matur noron sayisinda artisin gosterilmesi prolifere olan hiicrelerin ndral
progenitdr hiicre olma olasiliklarini artirmaktadir.

Iskemik inme calismalarinda BDNF, FGF ve HGF gibi cesitli trofik faktdrler
MKH ile birlikte verilerek MKH etkinligi artirilmaya ¢alisilmaktadir. Bliytime faktorleri
ya direkt olarak MKH ile birlikte verilmekte ya da genleri MKH’ye aktarilarak
uygulanmaktadir. Bu ¢alismalarda MKH etkinliginin potansiyalize oldugu gosterilmistir
(Chen ve ark.,2000; Kurozumi ve ark., 2004; lkeda ve ark., 2005; Zhao ve ark., 2006).
Literatiirde EPO ile MKH birlikteliginin etkinligini inceleyen tek calismada EPO geni
MKH’ye aktarilarak ¢alisilmigtir. EPO-MKH birlikteliginin tek MKH uygulamasina
gore infarkt alaninin azaltilmasinda ve fonksiyonel diizelmede daha etkili oldugunu
goriilmistiir. Ayrica BDNF, HGF ve SDF-1lalfa ekspresyonu EPO-MKH grubunda
daha da artmis olarak bulunmustur (Cho ve ark.,2010).

Iskemide EPO kullanimu ile ilgili deneysel ve klinik calismalar bulunmaktadir
(Kim ve Jung,2010; Yuen ve ark.,2010; Zhang ve ark.,2010; Siren ve ark., 2001).
Calisamalarin birinde 60 dakikalik MCAO’nda intraperitoneal olarak uygulanan 5000
U/kg rekombinat insan EPO (rHuEpo) ile plasebo karsilastirilmistir. EPO ve plasebonun
iskemi ile es zamanli uygulandig1 bu ¢alismada, 24. saatte EPO grubunda plaseboya
gore enfarkt alaninda %75 azalma tespit edilmistir. Ayrica EPO grubunda inflamatuar
hiicre infiltrasyonunda da belirgin azalma goriilmistiir. Plasebo grubunda TUNEL(+)
hiicre sayist EPO grubuna gore artis gostermistir. Bu bulgular iskemik hasara maruz
kalan néronun apoptotik siirecten EPO ile korunabildigini gostermektedir (Siren ve ark.,
2001). Bir klinik ¢alismada da MCAO tespit edilen hastalarda rhEPO etkinligi
arastiritlmistir. thEPO hastalara ortalama 5 saat i¢inde intravendz uygulanmis ve 30.
giinde hastalar norolojik fonksiyonlari agisindan skorlanmislardir. Hastalara 1, 3 ve 18.
giinlerde kraniyal goriintiileme yapilarak lezyon hacmi belirlenmistir. Elde edilen
sonuclar EPO grubunda hem klinik iyilesme hem de lezyon hacminde azalmanin
kontrol grubuna gore daha anlamli oldugunu desteklemektedir (Ehrenreich ve ark.,
2002). EPO inme hastalarinda etkinligi gosterilen ve giivenirliligi kabul edilen ilk
noroprotektif ajan olmakla beraber hipertansiyon, tromboz ve hematokrit artig1 gibi yan
etkiler bildirilmektedir. Bu nedenle karbamillenmis-EPO hizmete sunulmustur.
EPO’nun bu formu eritropoezisi indiiklemeksizin antiapoptotik ve ndroprotektif

etkinligi gostermektedir. Inmeden 24 saat sonra uygulanan karbamillenmis EPO ile
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perifokal mikroglial aktivasyon ve beyaz cevher hasar1 azalmakta, buna bagl olarak da
inme sonrast fonksiyonel iyilesme anlamli olarak artmaktadir (Chen ve Chopp,2006;
Villa ve ark,2007).

Sonug¢ olarak ¢alismamiz MKH ve EPO’nun tek veya kombine olarak
uygulandiginda iskemik inmenin neden olabilecegi hasarin azaltilmasinda, ndronal
farklilagsmay1 artirarak etkili oldugunu gostermistir. Ancak noronal farklilasmadaki
mekanizmalar1 ve fonksiyonel iyilesmenin de ortaya konabilmesi i¢in ek calismalara

gerek duyulmaktadir.
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VI. SONUC VE ONERILER:
1.Erkek si¢anlardan elde edilen ve disi siganlara kuyruk veninden verilen MKH

hasarlanmis beyin dokusuna basarili bir sekilde ulasmistir.

2. Noronal hasar, lokomalazi ve fokal gliozis agisindan gruplar arasinda anlamli

farklilik tespit edilmedi (p>0.05).

3. Grup II, IIT ve TV deki anti-Ki67 antikor pozitif hiicre sayisinda kontrol grubuna goére
anlamli derecede artis izlendi (p<0.05). Ayrica grup IV’°de de, grup II’ye gore anlaml
hiicre proliferasyonu artis1 vardi (p<0.05).

4. Grup II, III ve IV’de kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede artan
noronal hiicre boyanmasi izlendi (p<0.05). Grup II, III ve IV arasinda ise anlamli bir

farklilik tespit edilmedi.

5. Gruplar arasinda, GFAP pozitif hiicre sayisi acisindan anlamli farklilik tespit
edilmedi.

Bu ¢aligma oncelikle gostermistir ki intravendz olarak uygulanan MKH, beyin
dokusuna basarili sekilde ulasmaktadir ve serebral iskemi de dahil olmak tizere ¢esitli
serebral hasarlanma modellerinde invazif bir yontem olmadig igin tercih edilebilir.

Hem MKH hem EPO’nun tek basina veya birlikte verildiginde kontrol grubuna
gore anlamli derecede hiicre proliferasyonunu ve noronal farklilagmayr artirmasi
iskeminin neden oldugu hasarin azaltilmasinda etkili olabileceklerini gostermektedir.
Ancak motor ve kognitif fonksiyonlarin ¢alisilmamig olmasi nedeniyle iskemik hasarin
azaltilmasinin fonksiyonel iyilesmedeki etkinligi belirlenememistir. Bu nedenle benzer
bir ¢alismanin nérokognitif fonksiyonlarla korele edilmesi gerekmektedir.

Bu calisma MKH’nin EPO ile kombine edildiginde etkinliginin arttigini
gostermistir.  Ayni  sekilde noroprotektif etkinligi  bilinen ajanlarla MKH
kombinasyonunu deneyen ¢aligmalarin sayis1 artirilmalidir.

Serebral iskemide hasarin azaltilmasinda MKH ve EPO c¢ok iyi birer aday gibi
goriinmekle beraber yakin ve uzun donemde ortaya ¢ikabilecek yan etkilerin bu ¢calisma
da dahil olmak iizere yeteri kadar ¢alisilmamis olmasi klinik uygulamalar igin bir sorun
teskil etmektedir. Ileriye doniik calismalarin daha ¢ok yan etkiler iizerine yogunlasarak

klinik uygulamalarda karsilasilabilecek olumsuz durumlarin belirlenmesi amaclanabilir.
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