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1. OZET

Sinir sisteminde, ndronfar, yapilann ve fonksiyonlanni etkileyen birgok gevresel uyanya maruz
kalir. Bu uyarilar icinde en belirgin olanian biiylime fakt6rieri ve nérotransmitterierin yaptigi uyaniardir.
Heparine baglanan, polipeptid blytime faktorieri ailesinden olan fibroblast biiylime faktérieri,
baslangicta kiiltlir ortamindaki fibroblast bdliinmesinde 6ncli (promotor) etki yapan protein
mitojenleridir. Bu ailenin {yelerinden biri olan bazik fibroblast bilylime faktérii (bFBF) mezenkimal ve
néroektodermal hiicrelerde, mitogenez stimillasyonu, proliferasyonda indiiksiyon ve arhig, yasam
devamlihdi, apoptotik hiicre 6limii inhibisyonu, morfolojik degisiklikler, gelisim, farklilasma,
yaslanmanin gecikmesi, anjiogenez, neovaskiilarizasyon, doku farkhlasmasi, dokuya ©zgi
fonksiyonlarnn diizenienmesi ve yara iyilesmesinde rol oynar.

Yaslanma, 6grenme ve hafiza gibi kognitif fonksiyonlarda azalmayla beraber nérobiyolojik
degisikliklere sebep olur. Uzaysal hafizada kritik bir rol oynayan hipokampus, yaslanma siirecine son
derece duyarlidir ve yasin ilerlemesiyle yapisal ve fizyolojik degisiklikler gésteren bolgelerden biridir.
Genel olarak, yasa bagh kognitif degisiklikler, hipokampus plastisitesinde azalmayla birlikte biiytime
faktorii ekspresyonunda degisikliklere bagh olabilir. Bu galismanin amaaq, sican hipokampiisiinde, yasa
bagl olarak olusan bFBF immiinoreaktivitesindeki degisiklikleri incelemektir.

Bu calismada 2 aylk ve 4 aylk, 1 yasinda ve 2 yasinda Wistar albino erkek sicaniar
kullamilmistir. Dorsal hipokampusdaki bFBF immiinoreaktivitesindeki degisiklikler fare monoklonal anti-
bFBF antikoru kullanilarak immiinohistokimyasal ve preembedding immiinoelektron mikroskop
teknikleri ile incelenmistir.

Bulgular, farkli yas gruplanndaki sicanlann dorsal hipokampusiannda bFBF immiinoreaktif
(bFBF-ir) astrositlerin heterojen bir dadihm gosterdigini ve CA2 alaninda bFBF-ir piramidal néronlarin
varhgini ortaya koymustur. CA2 alaninda bFBF-ir olmayan piramidal noronlarla karsilastinldi§inda
bFBF-ir piramidal néronlannin daha kiclik ve diizensiz-sekilli gekirdeklerinin oldugu gézlenmistir. Hem
astrositierin hem de CA2 piramidal néronlannin gekirdekleri yogun ve sitoplazmalan bdigesel olarak
bFBF-ir olarak bulunmustur. 4 aylk siganlar ile difer yas gruplan karsilastnidiinda dorsal
hipokampusun dentat girus bolgesinin hilus, interfaz, graniler hiicre tabakasinda; CA3 bdlgesinin
stratum radiatum; molekliler alanin stratum lakunozum ve molekiiler tabakasinda; CAl bdlgesinin
piramidal tabakasinda bFBF-ir astrositlerin; ve 4 aylik siganlar ile 1 yas ve 2 yas gruplan
karsilastilcifinda CA2 alaninda bBFB-ir piramidal néronlann yogunlugundaki artis istatistiksel olarak
anlamh bulunmustur.

4 ayhk sican grubunu diger gruplarla karsilastirdiimizda, bFBF-ir astrosit yoguniugunu farkh
bulmamiz, aksonal ve dendritik uzanblann gelisiminde ve sinaps alanlannin kontroliinde astrositlerin
rol{iniin daha gelismis oldugunu disiindiirmektedir.

Geng sicanlarla yash sicanlar karsilastinidiinda CA2 alanindaki bFBF-ir piramidal ndronlann
yoGunlugundaki artisin istatistiksel olarak anlamli olmasi, CA2 néronlannin baglant ve fonksiyon
mekanizmalannin degismis olabilecegini diisiindlirmektedir.

Sonug olarak elde ettiimiz bu veriler yaslanmayla ile dorsal hipokampusdaki bFBF-ir
astrositlerin ve CA2 alanindaki bFBF-ir pozitif piramidal noronlarin yodunlugunun degistidini ortaya
koymasi agisindan dnemlidir.



2. SUMMARY

Within the nervous system,individual neurons are exposed to many environmental signals
which influence their form and function. Prominent among these signals are growth factors and
neurotransmitters. Fibroblast growth factors (FGFs) , members of the family of heparin-binding
polypeptide growth factors are protein mitogens originally identified as promotors of fibroblast mitotic
division in culture. Basic fibroblast growth factor (bFGF), one of the members of this family, have a
role in stimulation of mitogenesis, induction and increase of proliferation, survival, inhibiton of
apoptotic cell death, morphological changes, growth, differentiation, delayed senescence,
angiogenesis, neovascularization, tissue differentiation, regulation of tissue specific function and
wound healing in mesencyhmal and neuroectodermal cells.

Aging is accompanied by a dedline in cognitive functions such as learmning and memory, along
with a variety of neurobiological changes. The hippocampal formation, which plays a critical role in
spatial memory, extremely sensitive to the aging process and appears to be one of the brain region to
show structural and physiological changes with advancing age. More generally, age-dependent
cognitive impairments have been related to a dedine in hippocampal plasticity, which in tumn, may
depend on alterations in growth factor expression. The aim of this study is to evaluate age-dependent
alterations of bFGF immunoreactivity in rat hippoccampus.

In this study, 2 months, 4 months, 1 year and 2 years old Wistar albino malie rats were used.
The alterations of bFGF-immunoreactivity were evaluated by using mouse monoclonal anti-bFGF
antibody with immunohistochemical and preembedding immunoelectron microscopic techniques.

Our results showed the heterogeous distribution of the bFGF immunoreactive (bFGF-ir)
astrocytes and bFGF-ir pyramidal neurons in CA2 region in the rat dorsal hippocampus of the
different age groups. The nuclei of the bGF-ir pyramidal neurons were smaller and more irregular in
shape than the unstained pyramidal neurons in CA2. In both astrocytes and CA2 pyramidal neurons
bFGF immunoreactivity was primarily in the nudeus and to a lesser extent in the cytoplasm. When
comparing 4 month old rats with the other age groups, the bFGF-ir astrocytes density in dorsal
hippocampus of hilus, interface, granuler cell layer of dentate gyrus; stratum radiatum of CA3;
stratum lacunosum and the molecular layer of molecular region; the pyramidal layer of CAl; and 4
months old rats with 1 year and 2 years age groups, bFGF-ir pyramidal neurons density in CA2
showed statistically significant increase.

When comparing 4 month old rats with the other age groups, the finding of increase of bFGF-
ir astrocytes density is thought to be the result of the improved role of astrocytes in the axonal and
dendritic extensions and in the control of synaptic regions.

When comparing young rats with old rat group, statistically significant increase of the bFGF-ir
pyramidal neuron density , it might be thought that projection and functional mechanisms of CA2
neurons is altered.

In condlusion, this study is important with the respect of changes of density of bFGF-ir
astrocytes and CA2 bFGF-ir pyramidal neurons in dorsal hippocampus with aging.



3. GIRIS
3.1. Hipokampus

3.1.1. Hipokampus Embriyolojisi:

Merkezi sinir sisteminin bir pargasi olan hipokampus, diger merkezi sinir sistemi
elemanlari gibi néral tiipten gelisir. Temel histolojik yapiyt néroepitel olusturmaktadir.
Hipokampus arsikorteksin kortikal alanini igerir. Arsikorteks arkada interventrikiiler
foremenin etrafinda bir kavis olusturan ve korpus kallozumun izerinde yer alan
singulat girus ile hipokampus bdlgesini icine alan korteks alanidir. Yeme, lreme,
saldirma ve savunma igin gerekli olan igglidiisel davraniglardan sorumiudur.

Embriyoda hipokampus " ventrikiilin duvarinda bulunan ve interventrikiiler
foremenden temporal loba dogru uzanan kesintisiz bir yapidir. Hipokampus,
neokorteksin ve korpus kallozumun gelismesiyle tamamen temporal lob yo6niine
dogru yer degistirir. Yalnizca forniks ve hipokampusun lifleri korpus kallozumun
altinda kalir. Olgun hipokampus, ventrikiiliin tabaninda yer alan kivnmli, deniz ati
seklinde bir yapidir. Kortikal plagin bir béliimu hipokampal girinti ile birlikte kivnlarak
iceriye dogru yonelen “dentat girus”un kortikal bélgesini olugturur (1).



3.1.2. Hipokampusun Anatomisi :

Hipokampus limbik sistemin bir parcasidir (Sekil 1).

Sekil 1 : Limbik sistemin yapilar ve sinyal iletimi gériilmektedir.
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Ammon boynuzu (Cornu Ammonis) 4 alt bélgeye ayrilir ( Sekil 6):

-CAl

-CA2

-CA3

-CA4

Ammon boynuzunun bu alt bolgeleri piramidal hiicre tabakasindaki morfolojik
degisikliklerle birbirinden aynlir. Golgi boyama teknigi kullanarak, sicanlarda ilk olarak
Ammon boynuzu bdlgelerini tanimlayan Lorento de No (1934) CA2 piramidal
néronlarinin CA1 bdlgesi piramidal néronlarina gére daha biiyiik oldugunu, ve CA3
piramidal noronlarinin apikal dendritlerinin proksimal kisminda bulunan yirtiks
(thorny) projeksiyonlari olmadigini géstermistir. Daha sonra CA2 alani, “mossy lifleri”
olmayan, CA1 ve CA3 alanlan arasinda kalan ™ gegis zonu” olarak Haug (1974) ve
Swanson ve arkadagslan (1978) tarafindan tanimianmistir. CA4 alani dentat girusla
CA3 arasinda bulunur ve dentat girusun polimorfik zonunda yer alir. Giincel
siniflandirmada CA4 noron grubu hipokampus sektérlerinin bir parcasi olarak degil de,
dentat hilusun bir pargasi olarak kabul edilmistir. Yani dentat hilus CA4 alanini da
icerir. Subikulum distal olarak yerini pre- ve parasubikuluma birakir. Ventral olarak

entorhinal korteks, dorsal olarak restrosplenial korteksin yanindadir.

Hipokampusun temel hiicre yapist dentat graniiler hiicreler ve Ammon boynuzunun
piramidal htcrelerinden olusur. Dentat girus bélgesinin graniiler hiicreleri apikal
dendritleri “stratum molekiilare”ye uzanarak tek bir tabaka seklindedir. Dentat
girusun kavis yaptidi alan CA4'lin polimorfik hiicre tabakasini ve CA3‘lin piramidal
hiicre tabakasinin proksimal kismini igeren hilus alanidir. Bu alan ayni zamanda “end
folium” veya “hilum” diye de adlandinir. CA3 alam apikal dendritleri stratum
radiatuma kadar uzanan en blyik piramidal n6ronlar: icerir. CA2 alani CA3 alari gibi
biiylik piramidal hiicreler igermesine ragmen , CA3 ile karsilastiriidiginda, CA2 dentat
girustan mossy lif uyanst almaz. CA1 alani kliglik piramidal hiicrelerden olugur ve CA2
ile subikulum arasinda yer alr (3), “Sommer” sektérii olarak da adlandiniir (2).
Entorhinal korteks amigdalaya anterior yerlesimlidir (3).



Hipokampus sektorleri, lateral ventrikiliin temporal boynuzundan hipokampal sulkusa
dogru capraz-kesitlerde birgok tabakaya ayrilir ( Sekil 7, 8):

1-Alveus: Lateral ventrikiiliin temporal boynuzunun ventrikiiler yilizeyini gevreler,
fimbriaya giren hipokampal ve subikular néronlanin aksonlarini igerir ve ana efferent
yolu ifade eder.

2-Stratum oriens: Dagilmis gamma-amino-biitirik asit (GABAerjik) internéronlar
(basket hiicreleri) igerir.

3-Stratum piramidale veya piramidal hiicre tabakasi: Hipokampusun en belirgin
yapisidir ve piramidal néronlan igerir. Piramidal sinir hiicrelerinin tabanlan alveusla
ylizyliize dir, apikal dendritleri hipokampal sulkusa dogrudur ve “stratum
molekilareye uzanir.

4-Stratum radiatum: Yayllmis bir goériintiiye sahiptir, temelde piramidal tabaka
néronlarinin  apikal dendritlerinden olugsur. CA3 hipokampal alanindan Schaffer
kolleteralleri (CA3 projeksiyonlan) CA1l alaninin stratum radiatumunda apikal
dendritlerle sinaps yapar. CA3 alaninda, piramidal hiicre tabakasiyla stratum
radiatum arasinda stratum lucidum bulunmaktadir ve bu bdélgede CA3 piramidal
hiicrelerin dendritleriyle sinaps yapan grandiler hiicrelerin mossy liflerini igerir.
5-Stratum lakunozum: Schaffer kolleteralleri ve perforant lifleri igerir.

6-Stratum molekiilare: Piramidal hiicrelerin apikal dendritlerinin dallarini ve ayni
zamanda c¢ok az sayida interndronlan igerir. Hipokampal sulkus gelisim sirasinda
kayboldugu igin, hipokampus properin molekiiler tabakasi dentat girusun molekiiler
tabakasina katilir.

Dentat Girus ( fasia dentata) li¢ tabakaya aynilir:

1-Graniiler hiicre tabakasi : Bu tabaka hipokampusun gévde seviyesinde yer alan
karakteristik olarak C-seklinde, yuvarlak veya oval, kiiglik ve yogun olarak
paketlenmis dentat graniil hiicre gévdelerinden olusur. Aksonlan hilus néronlarini ve
CA3'li innerve eden glutamaterjik, ekzitator mossy liflerinden olusur. Yogun ginko
icerigine sahiptir.



2-Molekiiler tabaka: Kalin bir band seklindedir ve hipokampusun molekdler
tabakasindan hipokampal sulkus ile aynlir. Dig {igte ikilik kismi perforan yolaktan lifler
alir, stratum granulosuma yakin olarak yer alan i¢ Uigte birlik kisim kommissural veya
septal liflerden olusur. Molekiiler ve polimorfik tabakanin GABA-erjik basket hiicreleri,
grantiler hiicreleri inhibe eder.

3-Polimorfik tabaka (dentat girus hilusu): Konkav graniler hiicre tabakasiyla
cevrelenmigtir. Dentat girus hilusunda birgok ndronal hiicre tipi bulunmaktadr.
Bunlardan biri mossy lifleriyle innerve edilen mossy hiicreleridir; diger hilar hiicreler
ndropepdit Y, somatostatin, ve diger néropeptidleri igerir (2).

. Molekiler tabaka
Alvens ‘\Jtmmm fafunozum
dfimorfik, hicre tabakgs  Taufantial ffler Lateral ventrifief

Piramidal hificre tabakpst

Stratum besidism}
Siratum radie-
sz 7

~ n
Pl et

Subifpbum

Hipokamp | Gramiif sabokgst
Fimbria Fasia dentata fpcﬂ;mazﬁg' Giicre pubakasi

Sekil 7: Insan beyni hipokampus koronal kesiti.
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Sekil 8: Hipokampus koronal kesiti. FI: Fimbria, OR: Stratum oriens, PY: piramidal
hiicre tabakasi, SP: Schaffer lifleri, RD: Stratum radiatum, LM: Stratum lakunozum,
MP: Mossy lifleri, GC: Granil hiicre tabakasi, ML: Molekiiler tabaka, SG: Stratum
graniilozum, FD:Dentat girus, OL: Dis molekiiler tabaka.

3.1.3. Hipokampus Yolaklari:

Uc hipokampal yapinin (dentat girus, Ammon boynuzu, ve subikulum) her biri
arasinda ve Ammon boynuzunun (g alt alani arasindaki baglantilar “ekzitator
feedback dongllye” katkida bulunur . Hipokampus igi yolaklar Sekil 9 ve 10'da
gosterilmistir. Neokortikal, subkortikal,  prekommissural septal ve beyin sapi
afferentleri dentat girusla hipokampusa girer. Dentat granil hiicrelerin aksonal
projeksiyonlart CA3 alanindaki hilar hiicrelerle sinaps yapar. Bu dentat projeksiyonlar,
mossy lifleri olarak adlandirilir ve “ekzitatér glutamat input”u hilus ve CA3'e tasir (4).
CA3 alanindan CA1 alanina Schaffer kolleteralleri bulunmaktadir. Schaffer
kolleterallerinin sinaptik baglantilart “stratum lakunozum” tabakasinda yer alir.
Hipokampus igi polisinaptik yolaklar korteks ile gok sayida baglanti olugturur(5).
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Schaffer kolleteral lifter

/

Massgliﬂer?

. Perforan lifler

Sekil 9: Hipokampus yolaklar. Entorhinal korteksten perforan lifler dentat girusa,
dentat girustan mossy lifleri CA3 alanina, CA3 alanindan Schaffer kolleteralleri CAl'e

iletilir.

Subikulum (g |

Sekil 10: Sematik olarak hipokampus yolaklari.
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3.2. Bilyiime Faktorleri
3.2.1. Polipeptid Biiyiime Faktorleri:

Sinir sisteminde, noronlar, yapilann ve fonksiyonlarini etkileyen birgok cevresel
uyariya maruz kalr. Bu uyanlar iginde en belirgin olanlan biylime faktorleri ve
norotransmitterlerin  yapti§i uyanlardir (6). Noéronal altyapinin  gelisimi ve

devamhiiinda norotrofik faktorlerin rolli, son zamanlarda “néronal biyiime faktorleri
(NBF) ailesinin birgok Uyesinin klonlanmasiyla biiyik ilgi toplamigtir (7).

Polipeptid buiyiime faktorleri, in vitro ve in vivo ortamda hiicre gogalmasi ve
farkhlasmasini  diizenleyen hormon-benzeri makromolekdillerdir. Bu diizenleme,
kismen, bilylime faktorlerinin yilksek afinitesi ile hiicre ylizey reseptorleriyle
etkilesimlerinden ve daha sonra hiicrelerde gen ekspresyonu degisikliklerinin
yansimasi ile gergeklesir. Mitojenik veya farklilasma seklinde ortaya ¢ikan cevaplarda
hiicre ylizeyindeki reseptorlere baglanan bilylime faktorleriyle ateslenen sinyal iletimi
mekanizmasi bilinmemektedir (8).

3.2.1.1. Fibroblast Biiyiime Faktorleri:

Heparine baglanan polipeptid biliylime faktorleri ailesinden olan fibroblast biiyiime
faktorleri (FBF) (9, 10, 11, 12), basglangigta Kkultir ortamindaki fibroblast
bélinmesinde éncii (promotor) etki yapan protein mitojenleridir (13, 14, 15).

Trowell ve arkadaglan 19307larda hipofiz ve beyin 6ziitlerinin fibroblastlar (izerinde
yiiksek mitojenik aktiviteye yol actigint tanimlamislardir. Saflastirma islemleri iki ana
proteinin varligmi ortaya ¢ikarmistir, bunlar %60 homoloji gosteren birisi asidik digeri
bazik ve sirasiyla asidik FBF (aFBF) ve bazik FBF (bFBF) olarak adlandinlan biiytime
faktérleridir (14). Bunlar FBF ailesinin en ¢ok ¢alisilan Gyeleridir (8).
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aFBF ve bFBF'nin yanisira bu ailenin diger Uyeleri “Human Transforming Gene

n

(HST) (16), “interlokin-2" (Int-2) (17), “FBF-5" (18), “FBF-6" (19), ve “keratinosit
bliyiime faktér(i” (KBF) (20) ile de ¢alisiimalar devam etmektedir. Bu ailede yer alan

tiyeler yapisal benzerlikler gosterirler, heparine yliksek afiniteyle baglanirlar ve

béliinmeyi uyaniriar (9).

bFBF'nin yaygin olarak dagihmi ve etkiledigi bircok hiicre tipinin olmasi bFBF ne farkli

isimlerin verilmesine yol agmistir, yaklagik 16 tane isim bulunmaktadir (21). Bunlar:

1.

© PN DU A WN

e S T S S S Gy P WY
N 1 Hh W NN = O

Losemi biiylme faktori (timus)
Makrofaj blyilime faktorii
Embriyonik bGbrekten tilretilen anjiogenez faktorii 2
Prostatik bﬁYﬁme faktoéri
Astroglial biiylime faktorii 2
Endotelial bliyime faktéri
Tumor anjiogenez faktorii
Hepatoma biiylime faktorii
Kondrosarkoma biiylime faktori

. Kikirdaktan tiretilen blylime fakt6ri I

. Gozden tiretilen bitytime faktéru I

. Heparine baglanan biiylime faktorieri sinif II

. Miyojenik biiylime faktorii

. Insan plasenta pirifiye faktor

. Uterustan tiretilen biiyime faktéri

. Bazik fibroblast biylime faktérii (bFBF=FBF-2) ddir.
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3.2.1.1.1. bFBF’nin Molekiiler Ozellikleri:

bFBF sidir hipofizi, beyin (sn§|r, sigan, kobay, insan), g6z ve retinadan saflastirilir.
Biiylikligii proteinin N-ucuna gére degiskenlik gosterir (15.6-17.8 x10° M;). Dokuya
spesifik oldugu disinilmektedir. Clinkii bulundugu dokuya gore farkh isimierle
adlandinlir, heterojenik 6zelliklerinin fonksiyonunu etkilemedigi dusinilmektedir.

Yapisinda 154 amino asit bulunmaktadir (22).

Dizi (sequence) analizi éncli molekdliin varhgim disiindiren 5’ —uzantih baslangig
kodonunu (5"-extended open reading frame) ortaya cikarmistir. Bunun yaninda,
18x10° M, bFBF'nin dizi analizi tipik sinyal dizisinin olmadigini ve buna bagh olarak
bFBF'nin hiicreden salinip salinmadi@inin kesin olarak bilinmedigini ortaya koymustur
(22).

bFBF granillii endoplazmik retikulum (GER) membranlarindan sentezlenen polipeptid
zincirinin, es zamanh degisimini iceren, normal GER dénguisii icerisinde salinmayan
bir formda sentez edilir (8). Bunun yaninda, hiicrelerden belirgin bFBF salimimi
olmamasi (23, 24, 25), bFBF'nin sekresyon Urilinii olmadigini diistindiirmektedir (26).

Sinyal peptidinin olmamasi salinmadigini diistindiirse de bFBF'nin hicrelerden
salindigini gdsteren pekgok deneysel gézlem bulunmaktadir (22). bFBF:

(1) Kiiiltdr edilmis hiicrelerden salinir,

(2) viicut sivilarinda bulunmaktadir,

(3) adrenal kromafin hiicrelerinin sekretuar organellerinde bulunmaktadir,

(4) Birgok etkisinin spesifik membrana bagh ylizey reseptérieriyle olustugu

diistintlmektedir,
(5) in vitro ve in vivo ekstraseliiler matrikste bulunmaktadir,
(6) anti-bFBF antikorlan endotel hiicrelerinin otokrin bilylimesini engeller.
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Yukaridaki sebeplerden bFBF sinyal peptidi olmamasina ragmen hiicreden salinabilen
interlokinlere ve diger bazi proteinlere benzer. Bu ylizden, bFBF regiile bir yoldan
farkli bir mekanizmayla, veya sinyal peptidi iceren bir éncii molekiiliiyle salinir(22).

Sican sinir sisteminde varolan U¢ bFBF izoformu arasinda, en bliyiik iki tanesi (21.5
kDa ve 22.5 kDa) ¢ekirdekte bulunmaktadir ve niikleer translokasyon sinyali igerir, en
kiiclik izoformu (18 kDa) sitoplazmada bulunmaktadir ve niikleer translokaléyon

sinyali icermez (27, 28).

bFBF'nin (g¢-boyutlu yapisi daha ortaya gikanimamistir, fakat aktivitesi icin disiilfit
baginin 6nemli olmadi§i disiiniiimektedir. Sentetik peptidlerden elde edilen bilgiler
bFBF'nin N-terminal ve C-terminal alanlarinin heparine ve bFBF reseptorierine

baglanmak icin gerekli oldugu sonucunu getirmektedir (22).

bFBF mRNA degerleri birgok hiicre tipinde diisliktir. Bu mRNA'nin kararsizhgina
baghdir. Fakat, protein degerleri, cogu hiicre tipinde 6zellikle beyin, hipofiz, adrenal
bez gibi néroektodermal dokularda yiiksektir (22). Bunun yaninda, bFBF mRNA’s)
bircok beyin bolgesinde sentezlenir, ve bFBF mRNA igerigi postnatal 1. giinden
postnatal 21. gline kadar progresif olarak artmaktadir (29).

Birgok hiicre ve doku tipi heparine baglanan mitojenik faktorler icerir, bunlarin
birgogu FBF olarak belirlenmistir. bFBF tiim dokularda olmasa bile cok sayida hiicrede
bulunur ve birgok hiicre tipi tarafindan eksprese edilir. bFBF ekspresyonunun hiicre
tipine ve gelisimsel yaga goére farkh gsekillerde regiile edildigi diistiniiimektedir (22).
Astrositler, kapiler endotel hiicreleri, vaskiler diiz kas hiicreleri ve lokalizasyona baglh
olarak néronlar bFBF igerir (30).
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Heparan siilfat proteoglikanian (HSPG) hayvan dokularinda genis bir sekilde yayilim
gosterir, fakat en belirgin lokalizasyonu hiicre membranian ve bazal membrandir.
HSPG’larinin birgok énemili hiicre davranigindaki etkileri (hiicre adezyonu, blylame ve
morfogenez vb.) heparan siilifat (HS) zincirlerine spesifik baglanma ozelliklerine
baghdir. Bu polisakkaritler, N-sulfat glukozamin ve ester siilfat gruplan olan ve N-
asetilglukozaminden zengin siilfat konsantrasyonu az dizilerle aynlan gruplardir.
Siilfath alanlar HS fonksiyonu icin 6nemli spesifik proteinlerle etkilesimlerde seker
dizileri icerir. HSPG bFBF aktivitesini diizenlemede rol oynarlar (31).

bFBF birgok farkh proteinin sentezinde kantitatif ve kalitatif degisikliklere, S-100
peptidinin, glutamin sentazin, serbest ribozomlarin, Na* ve K"un hiicre igine
aliniminin, S6 protein kinaz aktivitesinin ve plazminojen aktivatér saliniminin artigina
sebep olur. Bu olaylarin cogu astrositlerin maturasyonuyla iliskilidir (22).

3.2.1.1.2. bFBF Reseptorleri

bFBF reseptorleri tanimlanmigtir. Sinyal transdiiksiyon olaylari diger bilinen biliylime
faktdrlerine benzemektedir. Bunlara érnek olarak onkojen indiiksiyonu, protein kinaz
C aktivasyonu, Ca Zhiicre icine ahnimi (influx), ribozomal protein S6 fosforilasyonunu
verebiliriz (22).

Bu zamana kadar dort tip yliksek afinite FBF reseptérieri (FBFR) tamimlanmistir,
FBFR-1 veya flg, FBFR-2 veya bek, FBFR-3, ve FBFR-4. FBFR-1'in beyin plastisitesinde
ve FBF etkisinin modiilasyonunda énemli rol oynadigi distnilmektedir. Bu reseptor
segici baglanma afinitesiyle FBF-2 (bFBF) ve FBF-5'i tanir. FBF-2'ye nazaran, FBF-5
hiicrelerden salimmini  kontrol eden sinyal peptide sahiptir ve belli noronal
popilasyonda bulunur. Bu sebeple, FBF-5 ve FBF-2'nin salinim ve regilasyon
mekanizmalari farkhdir (32).
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Hiicre membranini kaplayan ve tirosin kinaz igeren FBF hiicre yiizey reseptorleri sinir
sistemi boyunca genis bir alanda eksprese edilir, ve FBFlerin biyolojik olarak aktif
olabilmeleri icin spesifik heparan proteoglikanlarla bu reseptorlerde bulunmalar
gerektigi dislintilmektedir (33).

3.2,1.1.3. bFBF'nin Etkileri:

In vitro ve in vivo, mezenkimal ve nroektodermal hiicrelerde:
-proliferasyonda indiiksiyon ve artis (34, 35)

-yasam devamhhg (22, 34, 35, 36, 37, 38)

-apoptotik hiicre 6limi inhibisyonu (28)

-morfolojik degisiklikler

-gelisim

-farklilasma

-yaslanmanin gecikmesi

-anjiogenez

-neovaskilarizasyon

~-doku farklilasmasi

-doku spesifik fonksiyonlarin regtlasyonu

-yara iyilesmesi

-anormal hiicre farkhlasmasi ve biiylimesi (timor blylimesi) (22).

3.2.1.1.4. bFBF Glia Hiicreleri ve Noronlar:

bFBF glia hiicreleri {izerinde 6zellikle proliferasyon ve farklilasma olarak birgok etki
gosterir. Bu etkiler glioblastlar (proliferasyon, farklilagmanin inhibisyonu), astrositler
(proliferasyon, maturasyon) ve oligodendrositler (biylik ihtimalle proliferasyon,
matiirasyon inhibisyonu) icin farkli gériinmektedir. Bu sebeplerden, bFBF glial hiicre
bazinda, glial hiicre morfoloji ve fizyolojisini etkilemeyen NBF'den farklidir (22).
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Pettman ve arkadaslarinin (1986) 9, 18, 40 giiniiik sicanlarda , monoklonal ve
poliklonal FBF kullanarak yaptigi immiinohistokimyasal c¢alismada, hipokampus
alaninda piramidal hiicrelerin hiicre gévdeleri ve dendritlerinde FBF isaretlenmesi
goriilmesine ragmen, CA4 bdlgesinin graniil hiicrelerinde (dentat girus) sadece hiicre

gbvdelerinde isaretienme gdzlenmistir (39).

Matsuyama ve arkadaslaninin (1992) eriskin erkek Wistar siganlarda, sentetik bFBF
parcasina (N-terminali 12 aminoasitli) karsi spesifik antikor kullanarak tiim beyinde
yaptii immiinohistokimyasal calismada, hipokampusun CA1-CA3 alanlarinda gok
sayida bFBF-ir piramidal ve ekstrapiramidal noronlan go6zlemlemigtir. bFBF
immunoreaktivitesi CA2 ve subikulum alanlarinda en yiiksek yogunlukta bulunmusg,
buna karsin dentat girusta Ozellikle graniiler tabakada ve az sayida polimorfik
tabakada pozitif hiicrelere rastlanmistir (40).

Woodward ve arkadaslanmin (1992) disi yenidogan ve eriskin Sprague-Dawney
sicanlarda, fare monoklonal anti-bFBF kullanarak tiim beyinde yaptigi
imm(inohistokimyasal c¢alismada, hipokampusun CA2 alaninda bFBF-ir piramidal
néronlar ve merkezi sinir sisteminin tlim alanlarinda bFBF-ir astrositler gdzienmistir.
Immunositokimyasal analiz, bFBF immiinoreaktivitesinin astrosit ve CA2 piramidal
néronlaninin gekirdek ve sitoplazmasinda oldugunu gdstermistir (9).

Williams ve arkadaglarinin (1996) eriskin sicanlarda, fare monoklonal anti-bFBF
kullanarak yaptigi immiinohistokimyasal calismada hipokampusun CA2 alaninda
bFBF-ir piramidal nérontarinin  sematik dagiimn (Sekil 11) gésterilmis, dorsal
hipokampus boyunca bFBF-ir astrositler sayilmis (Sekil 12) ve CA2 alaninda piramidal
néronlarin lokalizasyonunu goésteren sican hipokampusu boyunca seri koronal
kesitlerin kamera lusida gérintiisi (Sekil 13) gikanimistir (27).
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Sekil 11: Hipokampusun CA2 alaninda bFBF-ir piramidal ndronlarinin sematik
dagiimi. CA2 alaninda bFBF-ir piramidal néronlar koyu boyall olarak gosterilmistir. Bu
noronlar dorsal hipokampuste orta alanlara yakin yerlerden baslangic alr,
hipokampusun septal kutuplarinda ayrilir ve dorsal hipokampusten temporal kutba
kadar Ammon boynuzunun superior lateral egrisinde ince bir band olarak devam
eder. Kesik cizgiler dorsal hipokampus septal kutup boyunca koronal kesitini
gostermektedir(27).

Sekil 12: bFBF-ir astrositleri saymak igin kullanilan ii¢ bolgeyi ( Dentat girus: D
(graniiler hiicre tabakast); I (graniler hiicre tabakastyla hilus arasinda kalan béige);
H (hilus)); CA3 (03: CA3 alani stratum oriens; P3: CA3 alani stratum piramidale; R3(
CA3 alani stratum radiatum)); CA1 (O1: CA1l alani stratum oriens; P1: CA1l alani
stratum piramidale; R1: CAl alani stratum oriens)); Molekiiler alan (L: stratum

lakunozum; M: stratum molekiilare)) gosteren hipokampus semasi (27).
20



Sekil 13: bFBF-ir piramidal noronlarin lokalizasyonunu gdsterer sican hipokampusu
boyunca seri koronal kesitlerin kamera lusida goriintisi. Kesitler ~ 250-um araliklarla
septal kutuptan baslayarak gdsterilmisti. BFBF-ir noronlar siyah noktalarla

gosterilmigtir. Bar: 1mm (27).
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4. AMAC

In vitro calismalarda bFBF'nin bircok fizyolojik oOzellikleri hakkinda bilgi sahibi
olmamiza ragmen, beyindeki lokalizasyonu ve etkisi hala kesin olarak bilinmemektedir
(9). Wetmore C ve arkadaglari (1994) néropeptidlerin akson terminalinde gergeklesen
depolanma ve salinimiarindan farkii olarak, nérotrofik faktrierin salimmi direk olarak
somatik ve/veya dendritik alanlardan olabilecegini ve hipokampiiste otokrin ve
parakrin etkilerle lokal devrenin devamliiginda bir rol oynayabilecegini belirtmiglerdir
(41). Embriyonik gelisim sirasinda ve eriskin beyninde ndéron 6limi, néronal hasan
izleyen reaktif glioz ve rejenerasyon da bFBFnin nasil bir rol oynadii tam olarak
bilinmemektedir (9). Matson MP ve arkadaslan (1989), Liu Z ve arkadaglan (1993)
FBF-2 (bFBF) noronlar 6liimden koruyor olabilecegini (42, 43). Gritta A ve arkadaslan
(1999), Wagner JP ve arkadaslan (1999) ve Palmer TD ve arkadaslari (1999)
bFBF'niin ndronal rejenerasyonu arttirdidini diiglinmektedir (44, 45, 46). Bunlann
yaninda Woodward WR ve arkadaslari (1992) sinir sisteminin farkh bdlgelerinde,
bFBF farkl tip hiicreler tarafindan eksprese ediliyor olabilecegi (izerinde durmuslardir
(9). Westermann R ve arkadaglan (1990) bFBF ekspresyonu bliyime sirasinda veya
farki fizyolojik durumlarda kalitatif ve kantitatif olarak degisiklije ugrayabilecegi ve
néroektodermden derive tiim hiicrelerin belli kogullar altinda bFBF eksprese etme
kapasitesi oldugunu diisinmektedir (22).

Yaglanma, Ogrenme ve hafiza gibi kognitif fonksiyonlarda azalmayla beraber
norobiyolojik degisikliklere sebep olur (47, 48, 49, 50). Uzaysal hafizada kritik bir rol
oynayan hipokampus, yaglanma siirecine son derece duyarlidir ve yagin ilerlemesiyle
yapisal ve fizyolojik degisiklikler gésteren bolgelerden biridir (51).

Genel olarak, yasa bagh kognitif degisiklikler hipokampus plastisitesinde azalma ve
sonucta bliylime faktér ekspresyonunda degisikiiklere bagh olabilir. Bu calismanin
amaci, sican  hipokampisiinde, yasa bagh olarak olusan  bFBF
imminoreaktivitesindeki degisiklikleri immiinohistokimyasal ve immiinositokimyasal
metodlaria incelemektir. 2



5. MATERYAL VE METOD:

Bu calismada Marmara Universitesi Deney Hayvanlan Laboratuvar’ndan alinan,
uygun kafesler iginde 12 saat isik-karanhk ortamda tutulan, standart sican yemi ile
beslenen 2 aylk (n=4), 4 aylik (n=4), 1 yasinda (n=4) ve 2 yasinda (n=4) Wistar
albino sicanlar kullanildi. Bu calisma Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlarn Arastirma Etik Kurulu (0.3.2002-mar-7.3.2002) tarafindan onaylandi.

5.1. Isik Mikroskopi
5.1.1. Perfiizyon Fiksasyonu

Sicanlara ketamin (0.1 cc/100 g) ve xylazin hidroklorid (0.05 cc/100 g) ile aneztezi
uygulandi. Derin anestezi olugtuktan sonra gégis kafesi agildi ve aortadan perfiizyon
pompasi ile 50 ml/dk hizinda intraaortik yoldan énce serum fizyolojik verilerek kan
uzaklagtirildi. Sonra ayni yol ile araliksiz olarak fosfat tamponu solusyonu (PBS) icinde
%3 paraformaldehid - %0.2 Glutaraldehid (pH=7.4, 0.1 M) fiksatifi verildi (52).
Perfuzyon isleminden sonra hayvanlar dekapite edildi ve beyinleri gikarildi. Sag ve sol
hemisferler birbirlerinden aynldi. Postfiksasyon +4 °Cde 2 saat aymi fiksatif
kullanilarak yapildi. 0.1 M PBS'de yikama isleminden sonra 48 saat %30 siikroz ile
infiltrasyon islemi uygulandi. Dorsal hipokampusten kriyostat ile belli araliklarla (5
kesitte bir) 50 um’lik transvers kesitler silanli (3-aminopropyitriethoxy-silan-(APES))
lamlara ahndi ve immiinositokimyasal veya histolojik calisma yapilana kadar % 0.2
Sodyum azid iceren 20 mM PBS’de *4 °C'de saklandi (27).

5.1.2. Nissl (Kresil Viole) Boyama Metodu:

Farkh yag gruplarindaki Wistar albino erkek siganlardan alinan 50 pm kahnhgindaki
dorsal hipokampus kriyostat kesitleri % 1lik filtre edilmis Kresil viole ile 5-10 dakika
siireyle boyandi. Distile sudan gegirilip, boyanin biyiik bir kismi gidene kadar % 96k
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alkolde birakildi. % 100 alkolden gecirildikten sonra 5-10 dakika toluene alindi ve
entellanla kapatildi.

5.1.3. Immunohistokimya:

Kriyo kesitler icin imminohistokimya metodu olarak William ve arkadaglarnin
kullandi§i metod (27) uygulandi. Tim inkiibasyon islemleri oda sicakhginda yapildi.
Kesitler ilk olarak PBS icinde % 0.5 Triton X-100 (Sigma, T-9284), % 10 at serumu
(Sigma, H-0146), ve % 0.05 sodyum azid igeren bloklama solisyonunda 1 saat
birakidi. Bloklama soliisyonuyla sulandinlan fare monoklonal anti-bFBF pirimer
antikor (1:1000) (Sigma, F-6162) soliisyonunda gece boyunca tutuldu. 0.1 M PBS'de
ic defa 5 dakika yikama isleminden sonra, % 5 liyofilize fare serumu (Sigma, R-
9759) iceren bloklama sollisyonuyla sulandinlan anti-fare sekonder antikorunda
(1:50) (Sigma, B-0529) 1 saat slire ile inklibe edildi. 0.1 M PBS'de ii¢ defa yikama
isleminin ardindan, extravidin-biotin-peroksidaz (Sigma, E-2886) kompleksinde 1 saat
inkiibe edildi. Peroksidaz reaksiyonu PBS icinde 10-15 dk 1 mg/ml diaminobenzidin
(DAB) (Sigma, D-4168) ve %0.03 hidrojen peroksit ile yapildi. Kesitler 0.1 M PBS'de
yikandiktan sonra, alkol serilerinden (% 50, % 90, % 96, % 100) gegirilip toluen ile
seffaflandiriidiktan sonra entellanla kapatildi. Boyali kesitler Olimpos BH2
fotomikroskobu ile incelendi ve fotograflandi.

5.1.4. Kantitatif Analiz

Bu calismada, 1sik mikroskopik diizeyde bFBF-immiinoreaktivitesini degerlendirmede,
her yas icin (2 aylk, 4 aylik, 1 yas ve 2 yas) dorsal hipokampusun farkli transvers
kesit diizeyleri (5 kesitte bir) dikkate alinmigbir. Bu kesit diizeyleri William ve
arkadaglarinin (27) CA2 alaninda piramidal néronlarin lokalizasyonunu gdsteren sigan
hipokampusu boyunca seri koronal kesitlerin kamera lusida gérintisiinde (Sekil 13)
D,E F G, H,I Jidi.
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Sekil 12'de goriilen 3 hipokampiis alanindaki bFBF ir pozitif astrosit ve CA2 noronlan
sayildi. Bu alanlar:

1) Dentat girus bolgesi:

-H (Hilus, CA4)

-1 (Interfaz: dentat girusun graniler hiicre tabakasiyla hilus arasinda kalan alan)

-D (Dentat :dentat graniiler hiicre tabakasi)

2) CA3 alani:

-R3 (Stratum Radiatum)
-P3 (Stratum Piramidaie)
-03 (Stratum Oriens)

3) CAl alan:

-R1 (Stratum Radiatum)

-P1 (Stratum Piramidale)

-01 (Stratum Oriens)

Molekiiler alan:

-L (Stratum Lakunozum Molekiilare)
-M (Molekiiler Tabaka)

CA2 alam:
-N (CA2 piramidal ndronlar)

Belirtilen bolgelerdeki astrositler ve CA2 néronlari X10 biiyitmede Nikon Alphaplot-2
YS2 15k mikroskobu ile metrik okiiler kullanilarak 10°= 1 000 000 pm? ik alanda

sayild,
5.1.5. Istatistiksel Analiz:

Elde edilen sayisal degerler tek yonlii ANOVA ve Tukey-Kramer ¢oklu kargilastirma

25



testi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. P degeri <0.01 istatistiksel olarak
anlamh kabul edildi.

5.2. Elektron Mikroskopi

Isik mikroskopi preparasyonunda belirtildigi gibi perfiizyonu yapilmis olan beyinlerin
sol hemisferleri bFBF immiinoreaktivitesini incelemek icin hazirlandl. Ancak dokular

%30 sukrozda infiltrasyon islemine alinmadi.

5.2.1. Preembedding Immiinositokimya:

Tum siganlarin (2 ay, 4 ay, 1 yasinda ve 2 yaginda) sol hipokampuslarindan 100umik
koronal vibratom kesitler alindi. Daha sonra steryomikroskop altinda hipokampus
alanlan (g sektdre aynidi. Bu sektérler:

1) Dentat girus ve hilus alanini igine alan sektdr,

2) Cogunlukla CA2 alanini igine alan sektor,

3) Goguniukla CA3 alanini igine alan sektor.

Immiinositokimyasal inkiibasyonlarda, Triton-X 100 konsantrasyonu % 0.2'ye
indirilerek  kullanildi. Diger tiim imminositokimya basamaklan stk mikroskopi
immunohistokimyasinda belirtildigi gibi uygulandi. DAB ile peroksidaz reaksiyonundan
sonra kesitler PBS ile yikandi. Daha sonra, 100 mM kakodilat tamponda (pH:7.3)
% 1lik Osmium tetroksit (OsO4) ile 1 saat siireli postfiksasyon yapildi (27),
dehidratasyon amac: ile yiikselen alkol serilerinden ( % 50, % 70, % 95, % 100) ve
propilen oksitten gegirilerek dehidrate edildi. EPON 812 ortamina goémilen doku
ornekleri, 60 °C'de  polimerize edildi. Doku bloklarindan Leica Ultracut S
ultramikrokom ile yari-ince (1 mikrometre) ve ince (60 nm) kesitler alindi. Uygun
alanlardan alinan ince kesitler, uranil asetat ve kursun sitrat ile kontrastlanarak, JEOL
1200 SX transmisyon elektron mikroskobunda incelendi.
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6. BULGULAR

6.1. Isik Mikroskopi :
6.1.1. Nissl (Kresil Viole) Boyama Bulgular::

Nissl boyama uygulanmis, tim gruplardaki sicanlarin (2 ay, 4 ay, 1 yas, 2 yags)
hipokampusunde Ammon boynuzu ( CA1, CA2, CA3, CA4) ve dentat girus alanlan (D,
I, H) dizenli morfolojide izlendi. CAl alaninda diger sekt6rlerdekinden daha kigiik
boyutlarda olan piramidal hiicrelerin somalarn (P1) mavi-mor renkte boyali goriidi.
CA2 bdlgesindeki piramidal noronlarin CAl piramidal néronlarindan daha biyiik
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6.1.3. Istatistiksel Analiz Bulgulari:

Tek yonli ANOVA ve Tukey-Kramer gokiu karsilastirma metodu kullanilarak farkli
hipokampus alanlarindaki bFBF-ir astrositlerin yoguniugu tablo 1 ve sekil

14-24'te; CA2 alanindaki bFBF-ir piramidal néronlarin yogunlugu da tablo 2 ve sekil
25 “da gosterilmistir. bFBF-ir astrositlerin yogunlugu astrosit/10% um? olarak , bFBF-ir

piramidal néronlarin yogunlugu néron/10® um? olarak ifade edilmistir.

H alaninda, bFBF-ir astrositlerin yogunlugu 1 yas ile 2 yas grubundaki sicanlarda
istatistiksel olarak anlamh goriilmezken (p>0.05), diger yas gruplan arasinda bFBF-ir
astrositlerin yogunlugu istatistiksel olarak anlamhydi ( 2 ay-4 ay; 4 ay-1 yas; 4 ay-2
yas karsilastirmalarinda p<0.001, 2 ay-1 yas; 2 ay-2 yas karsilastirmalarinda
p<0.01) (Sekil 14).

I alaninda, bFBF-ir astrositlerin yogunlugu 1 yas ile 2 yas grubundaki siganlarda
istatistiksel olarak anlamli goriilmezken (p>0.05), diger yas gruplan arasinda bFBF-ir
astrositlerin yogunlugu istatistiksel olarak anlamh bulundu (p<0.001) (Sekil 15).

D alaninda, bFBF-ir astrositlerin yogunlugu 2 ay-1 yas; 2 ay-2 yas; 1 yas-2 yas
karsilastiniidifinda istatistiksel olarak anlamh degilken (p>0.05). 2 ay-4 ay; 4 ay-1
yas; 4 ay-2 yas gruplan karsilastinidiinda istatistiksel olarak anlamilydi (p<0.01)
(Sekil 16).

R3 alaninda, bFBF-ir astrositlerin yogunlugu 2 ay-1 yas; 2 ay-2 yas; 1 yas-2 yas
karsilastinidiginda istatistiksel olarak anlamh degilken (p>0.05). 2 ay-4 ay; 4 ay-1
yas; 4 ay-2 yas gruplan karsilastiriididinda istatistiksel olarak anlamhydi (p<0.01)

(Sekil 17),

P3 alaninda, bFBF-ir astrositlerin yogunlugu tiim yag gruplannda istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p>0.05) (Sekil 18).
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03 alaninda, bFBF-ir astrositlerin yoguniugu sadece 4 ay grubu ile 2 ay grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamiiydi (p<0.05) (Sekil 19).

R1 alaninda, bFBF-ir astrositierin yoguniugu 2 ay-4 ay ve 1 yas-2 yas gruplan harig
(p>0.05); diger gruplarin karsilastinimasinda p degeri 0.001'den kiigliktu (Sekil 20).

P1 alaninda, bFBF-ir astrositlerin yogunlugu ozellikle 2 ay-1 yas karsilastinldiginda
istatistiksel olarak anlamhydi (p<0.001) (Sekil 21).

O1 alaninda, bFBF-ir astrositlerin yodunlugu 2 ay-4 ay; 1 yas-2 yas gruplan
karsilagtinidiginda istatistiksel olarak anlamh degilkken (p>0.05), diger gruplar
istatistiksel olarak anlamhydi (p<0.05) (Sekil 22).

L alaninda, bFBF-ir astrositlerin yogunlugu 1 yas-2 yas gruplan hari¢ (p>0.05), diger
yas gruplarinda istatistiksel olarak anlamiilik gézlendi (2 ay-4 ay; 2 ay-1 yas; 2 ay-2
yas gruplarinda p<0.01, 4 ay-1 yas ve 4 ay-2 yas gruplarinda p<0.001)

(Sekil 23).

M alaninda, 4 ay grubundaki bFBF-ir astrositlerin yogunlugu diger gruplarla
karsilastinidiginda istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.001) (Sekil 24).

CA2 alaninda, bFBF-ir piramidal néronlann yogunlugu 2 ay-4 ay; 1 yas-2 yas

gruplarinda istatistiksel olarak anlamii bulunmazken (p>0.05), dijer yas gruplan
karsilastirldiginda istatistiksel agidan anlamiiydi (p<0.01) (Sekil 25).
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Tablo 1: Farkli yas gruplarinda (2 ay, 4 ay, 1 yas, 2 yas) dorsal hipokampusun farkli
alanlarinda (H, I, D, R3, P3, 03, R1, P1, O1, L, M) bFBF-ir astrositlerin yoguniugu
(astrosit/10°um?).

alaninda bFBF-ir pirarnidal néronlarin yogunlugu (ndron/10° pm?).

Farkh Yas Gruplan

Hipokampus |2 ay 4 ay 1 yas 2 yas
alanlan

H 35,28 + 0,40 66,49 + 0,50 32,00 £ 0,61 31,43 + 0,20
I 77,50 + 0,90 113,79 + 0,50 (69,28 + 0,40 69,14 + 0,40
D 2793 +1,31 40,28 + 1,21 27,43 + 0,61 26,64 + 2,33
R3 23,07 £ 0,10 28,92 + 1,31 21,78 + 0,91 21,80 + 0,71
P3 55,21 + 0,71 62,50 + 1,12 63,28 + 0,60 60,28 + 0,20
03 22,92 +1,72 36,80 + 2,12 30,28 + 1,41 29,14 + 3,23
R1 27,50 + 0,10 28,14 + 0,40 21,78 + 0,11 22,35 + 0,50
P1 42,50 £ 0,10 47,85 + 2,01 58,35+ 1,30 52,64 + 0,90
01 34,36 + 1,31 36,21 + 0,91 28,50 + 1,92 28,36 + 1,31
L 70,50 + 0,90 85,00 + 1,41 58,14 + 1,61 58,07 + 1,92
M 35,07 +£1,11 46,21 + 0,30 32,35+ 0,50 34,28 + 0,60

" “Tablo 2: Farkli yas gruplarinda (2 ay, 4 ay, 1 yas, 2 yas) dorsal hipokampusun CA2

Yas gruplan | CA2 alani bFBF-ir piramidal néronlarin yogunlugu
2 ay 50,78 + 1,11
4 ay 49,78 + 0,91
1 yas 41,21 + 0,50
2 yas 43,35 £ 0,91
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Sekil 14: Dorsal hipokampusun H alaninda yasa bagh olarak bFBF-ir astrositlerin yodunlugu
(astrosit/10° pm®).***p<0.001 (4 ay grubu diger gruplaria karsilastinidiginda), ++p<0.01 (2 ay grubu
1 yas ve 2 yas gruplanyla karsilastinldiginda).
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Sekil 15: Dorsal hipokampusun I alaninda yasa bagh olarak bFBF-ir astrositierin yodunlugu
(astrosit/10° umz).***p<0.001 (4 ay grubu diger gruplarla karsilagtinidiginda), +++p<0.001 (2
ay grubu 1 yas ve 2 yas gruplanyla kargilagtirildiginda). 49
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Farkli yas gruplari

Sekil 16: Dorsal hipokampusun D alaninda yasa bagh olarak bFBF-ir astrositierin
yogunlugu(astrosit/10° umz).**p<0.01 (4 ay grubu dider gruplarla karsilagtinidiginda).
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Resim 17: Dorsal hipokampusun R3 alaninda yasa badlh olarak bFBF-ir astrositierin
yodunlugu(astrosit/10° umz). *¥*p<0.01 (4 ay grubu diger gruplarla karsilastinidiinda).
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Resim 18: Dorsal hipokampusun P3 alaninda yasa bagl olarak bFBF-ir astrositlerin
yoguniugu(astrosit/10° um?).

O3

bFBF-ir
astrosit yogunlugu

2 ay 4 ay 1 yas 2 yas
Farkh yas gruplan

Resim 19: Dorsal hipokampusun O3 alaninda yasa ba§h olarak bFBF-ir astrositierin
yogunlugu(astrosit/10° umz). *p<0.05 (4 ay dider gruplaria karsilastinidi§inda).
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Resim 20: Dorsal hipokampusun R1 alaninda yasa bagli olarak bFBF-ir astrositlerin
yodunlugu(astrosit/10° umz).***p<0.001 (4 ay grubu diger gruplaria karsilastinidiginda),
+++p<0.001 (2 ay grubu 1 yas ve 2 yas gruplanyla karsilastinidiginda).
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Sekil 21: Dorsal hipokampusun P1 alaninda yasa badli olarak bFBF-ir astrositlerin
yogunlugu(astrosit/10° umz).*p<0.05, **n<0.01 (4 ay grubu dider gruplara karsilastinididinda),

++p<0.01, +++p<0.001 (2 ay grubu 1 yas ve 2 yas gruplanyla karsilastinldi§inda), Xp<0.05 (1 yas,

2 yas grubuyla kargilastinldiginda). 5
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Sekil 22 : Dorsal hipokampusun O1 alaninda yasa bagll olarak bFBF-ir astrositlerin
yogunlugu(astrosit/10° umz). *p<0.05 (4 ay grubu dider gruplarla karsilagtinldiginda), +p<0.001 (2
ay grubu 1 yas ve 2 yas gruplanyla karsilastinldifinda).
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Sekil 23: Dorsal hipokampusun L alaninda yasa bagl olarak bFBF-ir astrositlerin
yoguniugu(astrosit/10° p.mz).**p<0.01 (4 ay grubu diger gruplarla karsilastinididinda), ++p<0.01 (2

ay grubu 1 yas ve 2 yas gruplanyla karsilastinididinda).
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Sekil 24: Dorsal hipokampusun M alaninda yasa bagh olarak bFBF-ir astrositlerin
yogunlugu(astrosit/10° pmz).***p<0.001 (4 ay grubu dider gruplaria karsilastinidiginda).
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Sekil 25: Dorsal hipokampusun CA2 alaninda yasa bagh olarak bFBF-ir piramidal néronlann
yodunlugu(ndron/10° umz). *¥p<0.01 (4 ay grubu diger gruplarla karsilastinidiginda), ++p<0.001 (2
ay grubu 1 yas ve 2 yas gruplanyla karsilastinidiginda).
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6.2. Elektron Mikroskopi :
6.2.1. bFBF Immiinositokimya Bulgular::

Flektron mikroskopik imminositokimyasal degerlendirme igin tim yas gruplarindaki
sicanlardan alinan dorsal hipokampusun CA1, CA2, CA3 ve dentat girus alanlan
incelendi. Yan ince kesitlerde ( Resim 25, 26, 27) CAL1 alani kiigik sikica paketlenmis
licgen seklinde piramidal noronlan olan alandi (Resim 25). CA2 alani CAl ile
karsilastinldi§inda daha biiylik ndronlar olarak gozlendi (Resim 25, 26). Yaptigimiz
incelemeler sonucunda, 3 tip hiicre popiilasyonuna rastlandi. Buniar gahgilan tim
alanlarda bFBF-ir astrositler (Resim 28, 29, 30, 31) CA2 alaninda bFBF-ir piramidal
ndéronlar (31, 32, 33) ve bFBF-ir olmayan piramidal néronlardi (Resim 32).

Elektron mikroskopik incelemelerde goérdiigimiiz tiim astrositler bFBF-ir idi (Resim
28, 29, 30, 31). Astrositlerin 6zellikle gekirdekleri bFBF-ir ve immiinoreaktivitesi
granller bir goriintilye sahipti. CA2 alanindaki bFBF-ir piramidal néronlarin
cekirdekleriyle karsilastinidiginda diizglin olmayan, heterojen bir yapiya sahipti
(Resim 31). Astrosit gekirdeklerinin etrafinda bFBF immiinoreaktivitesi kalin bir ¢izgi
seklinde gozlendi (Resim 28, 29, 30, 31). Sitoplazmada o&zellikle graniler
endoplazmik retikulum membranlan {izerinde bFBF-ir benzeri alanlar mevcuttu
(Resim 28, 29). bFBF-ir astrositler kapiller duvarnin komsulugunda yogun olarak
izlendi. (Resim 30).

CA2 alanindaki piramidal néronlarin bazilart bFBF immiinoreaktivite gdsterirken
bazilann immiinoreaktif degildi (Resim 32). bFBF-ir piramidal hiicreler diizensiz sinirli
daha yogun immiinoreaktivite gbsteren cekirdege sahip (Resim 31, 32, 33),
sitoplazmasinda bFBF benzeri immiinoreaktivite gosteren hiicrelerdi (Resim 32).
bFBF-ir olmayan piramidal noronlar, bFBF-ir piramidal noronlarla karsilastiridiginda
cekirdekleri daha diizenli ve yuvarlak bir gérinime sahipti ( Resim 32).
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Resim 25: 4 aylik sican dorsal hipokampusunda CAL ve
gbsteren yan ince kesit. Toludin mavisi boyast (X100).

Lo L LE) n i el ) ¢ W e I
Resim 26: 4 aylik sican dorsal hipokampusunda CA2 alaninda

CA2 alanlanndaki piramidal néronlan

hiicreleri (Y ) g8steren yan ince kesit. Toludin mavisi boyasi (X400).
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Resim 27: 4 aylik sngafl dorsal hipokampusunda de nterfaz (I) alaninda glial hiicreleri
{ =3 ) gbsteren yan ince kesit. Toludin mavisi boyast (X100).



Resim 28: 4 aylk sican dorsal hipokampusunda interfaz alaninda yo%im olarak bFBF
immiinoreaktivite gbsteren astrosit ¢ekirdegdi ( ok) ve sitoplazmada immiinoreaktif alanlar (ok basi).

Resim 29: 4 aylik sigan dorsal hipokampusunda Resim 28'in yiiksek rezollisyonda goriintiisii. Astrosit
cekirdeginde (ince ok bagt) ve sitoplazmasinda (kalin ok basi) elektron yogun bFBF-ir alaniar.
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Resim 30: 4 aylk sican dorsal hipokampusunda kapiller duvannin komsulugunda koyu elektron
yogun bir gizgiyle sinirlanmis gekirdedi olan bFBF-ir graniiler yapida astrosit (kalin ok) ve

homojen olarak yodun boyali cekirdegi olan diger bir astrosit ( ince ok). Kapiller

endotel hlicresi (ok be}sl). ‘

g 4': e - e v R, s e 3
Resim 31: 4 aylik sican dorsal hipokampusunda CA2 alaninda bFBF-ir piramidal néronlarin (ince ok
baglan ve kalin ok) gekirdekleri (C) ve sitoplazmasi (S), elekiron yo§un bir cizgiyle simrianmis bFBF-ir
astrosit cekirdegi (kalin ok bagi).
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dorsal hipokampusunda CA2 alaninda bFBF-ir piramidal néron ¢ekirdegi (ince
ok baglan) ve sitoplazmast (ok); bFBF-ir olmayan piramidal ntron ( kalin ok bas).

s
§
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Resim 33: 1 yagindaki sican dorsal hipokampusunda CA2 alaninda bFBF-ir elektron yodun piramidal
noron gekirdegi (ok bast).
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7. TARTISMA
7.1. bFBF immiinohistokimyasi ve Hipokampuste bFBF Lokalizasyonu:

FBF ailesi Uyelerinden herhangi birinin spesifik imminositokimyasal lokalizasyonu
kullanilan antiserumun spesifisitesine kritik olarak bagiidir, yani antiserumun diger
aile iyelerini spesifik olarak tanimamasi gerekir. FBF ailesinin tim Uyeleri yapisal
acidan benzer oldudu icin, spesifisite dzellikle 6nemlidir (33). bFBF poliklonal antikor
kullanilarak bFBF immiinositokimyasi, bFBF immunoreaktivitesini gelisimi devam eden
ve yetiskin kemirgen sinir sisteminde ndronlarin sitoplazmasinda ve glia hiicrelerinin
cekirdeklerinde gosterilmistir. Fakat, monoklonal bFBF antiserum kullanildiginda 6n
beyin ve orta beyinde glia hiicrelerinin gekirdekleri ve retrosplenial graniler korteks
layer 11, hipokampus CA2 alani, indusium griseum ve faciola cinerea’da bazi néronal
hiicrelerin ¢ekirdekleri bFBF immiinoreaktivite gdstermistir (28). Monoklonal anti-
bFBF antikoru, doku kesitlerinde, sican beyninde bulunan bFBFnin izoformlarin tanir,
ve aFBF ile capraz reaksiyona girmez. Sican merkezi sinir sisteminde anti-bFBF
antikoru, ozellikle astrosit gekirdeklerini ve yer yer astrosit uzantilarini boyamaktadir
(9, 27). Hipokampuste astrositlerin boyanmasinin yanisira, bu antikor Ammon
boynuzunun lateral konveksitisinde yer alan segilmis piramidal hiicre poptilasyonunun
cekirdek ve sitoplazmasini da boyamaktadir. bFBF ile boyanmig bu hicrelerin
noroanatomik lokalizasyonu hipokampiis boyunca CA2 néron alanini icermektedir (27,
53, 54, 55, 56).

Bizde calismamizda, hipokampuste bFBF salintminin dagibmini ve lokalizasyonunu
belirlemede 6zgiinitigli ylksek, fare monokional anti-bFBF kullandik. Hipokampuste
tim Ammon boynuzu (CA1, CA2, CA3, CA4) ve dentat girus alanlan boyunca
astrositlerin bFBF-ir ve CA1 ve CA3 alanlan arasinda bir band seklinde uzanan CA2
alaninda piramidal néronlarin bFBF-ir oldugunu gézledik. Bu da literatlirle uyumiudur
(9, 27, 53, 54, 55, 56).
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Pettmann ve arkadaslarinin 9, 18, 40 giinliik siganlarda, monoklonal ve polikional FBF
kullanarak yapti§i immiinohistokimyasal galismada, hipokampiis alaninda piramidal
hiicrelerin hiicre gdvdeleri ve dendritlerinde FBF isaretienmesi goriilmesine ragmen,
CA4 bélgesinin graniil hicrelerinde (dentat girus) sadece hiicre gbvdelerinde

isaretlenme gézlenmigtir (39).

Matsuyama ve arkadaglarinin erigkin erkek Wistar siganlarda, sentetik bFBF parcasina
kars! spesifik antikor kullanarak tiim beyinde yaptigi immiinohistokimyasal ¢alismada,
hipokampiistin CA1-3 alanlarinda gok sayida bFBF immunoreaktif piramidal ve
ekstrapiramidal noronlart  gozlemlemiglerdir. bFBF immiinoreaktivitesi CA2 ve
subikulum alanlarinda en yiksek yogunlukta bulunmus, buna karsin dentat girusta
ozellikle graniiler tabakada ve az sayida polimorfik tabakada pozitif hiicrelere
rastlanmistir (40).

Calismalarda immiinoreaktivitenin hipokampusun farkli alanlannda elde edilmesi
kullanilan antikorun poliklonal veya monoklonal olmasina bagh olabilir. Anti-FBF
antikorlari néroektodermden olusan dokularda 55x10® M;ye kadar ek bFBF benzeri
peptidleri taniyabilir (22). Bunun yaninda, biz bu ¢alismamizda yiiksek dillisyonda
(1:1000) anti-bFBF fare monokional antikoru kullandik. Belki de arastincilarn elde
ettigi bu farkli sonuclar dillisyona bagh olarak gergeklesti. Bunlara ek olarak,
kontamine antikorlarin variig), diger proteinlere benzer epitop alanlanna baglanmada
bFBF-ir degisikliklere yol acabilir. Kontamine poliklonal antikorlar yuksek
konsantrasyonda kullanildiinda problem olusturmaktadir. Buna karsin, duyarh
antijenleri potansiyel olarak denatilire ederek, spesifik bFBF immiinoreaktivitesini
azaltan veya elimine eden durumlar arasinda dokulan normal siiresinden daha fazla
fiksatifte tutmak, yiiksek gluteraldehit (% 1) ve formaldehit (% 5) fiksasyonu,
kriyostat kesitleri uzun siire bekletmek veya parafine gémmek sayilabilir. Bu sebeple
kullanilan anti-bFBF antikorunun spesifisitesi, fiksatif, doku takibi ve doku takibinin
yapididi kosullar son derece 6nemlidir. Biz gahismamizda William ve arkadaglarinin
(1996) kullandigi immiinohistokimya metodunu uyguladik (27).
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Biz calismamizda, tiim yas gruplarinda (2 ay, 4 ay, 1 yas, 2 yas), heterojen dagihm
gosteren bFBF-ir astrositleri dorsal hipokampusun Ammon boynuzu ve dentat girusun
tim alanlarinda, bFBF-ir pozitif piramidal ndronlart sadece CA2 alaninda gézledik. Bu

da William ve arkadaslarinin bulgulariyla uyumluydu (27).

7.2. Elektron Mikroskopi bFBF immiinositokimyasi:

Elektron mikroskopik incelemelerde gordiigliimiiz tim astrositler bFBF-ir olarak
bulundu. Bu da literatiirle uyumlu idi (27). Bunun yaninda, elektron mikroskopik
olarak bFBF immiinoreaktivitesini Ozellikle cekirdekte gérdiik. Sican sinir sisteminde
varolan Ui¢ bFBF izoformu arasinda, en biiylk iki tanesi (21.5 kDa ve 22.5 kDa)
cekirdekte bulunmaktadir. Bu izoformlar bFBF geninde alternatif, CUG, baslangic
bélgelerinin Griinldir ve N-terminal niikleer translokasyon sinyali igerir. Buna
nazaran bFBF'nin en kiglk izoformu (18 kDa) niikleer hedefleme dizisine sahip

degildir ve sadece sitoplazmik alanda bulunur (27).

Anti-bFBF antikoru kullanilan fiksatife son derece duyarlidir. Gegirimli elektron

mikroskopu icin doku biitiinliginiin saglanmasinda sikga kullanifan % 1 gluteraldehi.. - -

fiksasyonu bFBF-ir'sini bozmaktadir (27). Bizde bu sebeple bFBF-ir'sini elektron
mikroskopik olarak géstermek icin bFBF-imiinorektivitesini etkilemeyen, PBS iginde

% 3 paraformaldehid-% 0.2 Glutaraldehid (pH=7.4, 0.1 M) intrakardiak perfiizyon
fiksasyonu uyguladik (52). Ultrastriiktiirel btinligiin en iyi kriterlerinden biri olan
hiicre gekirdeklerinin her iki zannin diizgiin ve birbirine paralel yapisi gézlenemedi.
Genel olarak belirgin bir astrosit sitoplazmast gézlenmedi. Bunun sebebi daha 6nce
de belirtildigi gibi, bFBF immireaktivitesini korumak amacyla kullanilan fiksatifin
distik konsantrasyonuna bagl olabilir ve sitoplazma ¢ekirdek etrafinda yogun koyu
boyanmis ¢izgi olusturmaktadir, diger bir deyisle astrosit sitoplazmasi astrosit
cekirdegi lizerine ¢dkmiistir (kollaps olmustur) (27).
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7.3. bFBF ve Norotransmitterler (Glutamat, Dopamin ve Asetilkolin):

bFBF spesifik olarak kolinerjik ve dopaminerjik néronlan stimiile eder(57). bFBF'nin in
vitro ve in vivo embriyonik, neonatal ve erigkin dopamin hiicrelerinde potent trofik
ajan oldugu gosterilmistir. Genetik olarak bFBF Uretimine modifiye olmus hiicreler,
deneysel parkinsonu olan sicanlara implante edilen fetal dopamin noéronlan Uzerinde
biyiimeyi arttinc etkilere sahiptir. Insanlarda, normal yaslanma siirecinde bFBF
immiunoreaktivitesi substantia nigra dopaminerjik néronlarinda modifiye olmasa da,
Parkinsonu olan hasta grubunda, norodejeneratif hastaliklarda roliinii gdstererek
azalmis bulunmustur (28). Bunun yaninda, bFBF glutamatin toksik dozlanna karsi
hipokampal néronal hasan dnlemede etkilidir(57). Glutamat beyinde major ekzitattr
amino asittir. Gultamatin etkisi farmakolojik olarak en selektif ligantiyla siniflandinlan
en azindan Ug tane reseptdr tipiyle gergeklesir: NMDA (N- metil-D-aspartat), kainat,
ve quisqualate veya alfa-amino-3-hidroksi-5-metilisokzazol-4-propionik asit (AMPA).
Ligand otoradyografi beyinde en yiiksek yogunlukta NMDA badlanma yerinin
hipokampus CA1 alani, en az yogunlugun ise CA3 ve mosi lif terminal zonu oldugunu
gostermigtir. Buna karsin, en yiksek yogunlukta kainat reseptoér baglanma yeri,
stratum lusidum ve mosi lif terminal zonu gibi disik NMDA reseptér yogunlugu
iceren hipokampus alanlandir. Reseptér yogunlugu bu alanlann kainik asite asiri
duyarli olmasiyla uyumludur. Bunun yaninda, non-NMDA resept6rii subdiinitelerinin
mRNA lart CA1-CA3 piramidal hiicrelerde ve dentat girus graniil hiicrelerinde yogun
olarak sentezlenir. Ekzitatér amino asitler nérotoksit etkiler yaratabilir ve reseptorleri
bazi ndrodejeneratif hastaliklarda degisiklije ugrar. Fakat, ekzitatér amino asit
reseptdr stimilasyonu trofik faktér mRNA ekspresyonunda modiilatuar rol oynar (58).
Norotransmitter sistemleriyle nérotrofik faktdrler arasindaki kompleks karsitikli
etkilesimler hiicre homeostazinin devamliliginda dnemli rol oynar (57).

Bizim galismamizda buldugumuz yasa bagh olarak bFBF-ir astrosit ve CA2 alaninda
bFBF-ir piramidal noron yodunlugundaki degisiklikler, yasin nrotransmitter
sistemleriyle bFBF ve diger blylime faktorleri yoluyla iliskili  oldugunu
diistindiirmektedir.
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7.4. Patolojik Durumliar ve bFBF Arasindaki Iliski:
7.4.1. Travma ve bFBF

Kafa travmasi ve felg sonrast mikroskopik diizeyde goriilen degisiklikler mikroglia
infiltrasyonunu, glia ve kapiller endotel hiicrelerinin proliferasyonunu, ve hasar
alaninda bazi néronal liflerin filizlenmesini icerir. Bu hiicresel degisiklikler hasarli
dokunun tamiri ve norolojik fonksiyonlarin iyilestirilmesini amaglamaktadir (59).
Norotrofik faktorler bliyiimeyi arttirp, dejenerasyonu engelleyerek hasara cevapta rol
oynarlar. Gercekte, filizlenme reaksiyonu hasar sonrasi artan belli nérotrofik

faktorlerin indiiksiyonunu igerir (60).

bFBF immiinoreaktivitesi hasar alaninda artis gosterir. In vitro, bFGF'nin merkezi sinir
sistemi astrosit ve kapiler endotel hiicrelerinin ve ayni zamanda merkezi sinir sistemi
néronlarinin (hipokampal ve kortikal noronlarda dahil) yasamini siirdiirmesi ve diga
dogru blylmesinde rol aldii gosterilmistir (59). Bizde galismamizda geng erigkin (4
ayhk) sicanlarda bFBF-ir astrositleri daha yogun olarak gézlemledik. Yasa bagh olarak
noronal plastisitede degisiklikler olmaktadir (61). Felg gibi travmatik durumlar
ozellikle yaghlarda gorilmektedir. Bu belki de genglerin, yagslilarla karsilagtinidiginda
biiylime, gelisim ve yasam devamhhifinda onemli olan biiyime faktorlerine bagh
olarak travmalara daha dayanikh olmalarini agiklayabilir.

7.4.2. Norodejeneratif Hastahklar ve bFBF

Alzheimer hastaligi ozellikle 40 yasindan sonra kendisini gésteren, beynin belli
alanlarinda patolojik degisikliklere yol acarak demansa yol agan bir hastaliktir.
Alzheimer hastalidi ile ilgili postmortem beyin dokusu calismalan, akson
filizlenmesinin hastaligin erken dénemlerinde dentat girusta olustugunu (62, 63) ve
hastalik ilerlerken, filizienmenin senil plak olusumunda yer aldigini géstermistir (63).
Plak olusumu norotrofik faktorlerin lokal artisi ile sonuglanir (63, 64), ve bFBF
plaklarda belirlenmistir (65, 66).
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Hayvan modellerindeki calismalar, normal beyin ve Alzheimer hastaligi olanlarda
hasara cevapta bFBF'nin roliinii anlamamizda ipuclan saglayabilir. Bu sebeple, belli
beyin alanlarinda, o6zellikle bizim galismamizda oldugu gibi yasa bagh olarak
hipokampusun farklh alanlarindaki bFBF-ir degisiklikler nérodejeneratif hastaliklarin
patogenezinde rol oynayabilir. Ayni zamanda, Alzheimer Hastalidi gibi nérodejeneratif
hastalklarda trofik faktorlerin bir bakima anormal ve diizensiz salinimi, yasa bagh
olarak trofik faktorlerin belki de baslangictan itibaren anormal ve diizensiz salinimina
isaret etmektedir. Bunlardan dolayr normal yasam siklusundaki trofik faktérlerin
bblgesel degisiminin énemi yaninda, Alzheimer hastalidi gibi hastaliklarda da trofik

faktorlerin bolgesel degisimini gosteren calismalar yapilmasinin 6nemi buiyuktr.

7.4.3. Reaktif Glioz ve bFBF:

Reaktif glioz ndrodejeneratif hastaliklar gibi patolojik durumiarda beyin dokusunda
glia hiicrelerinin anormal ve diizensiz morfolojik yapisi normal beyin dokusundan
farkl olarak sayica artmasini ifade eder. Limbik nébetler epilepsi gelisimine yol acan
morfolojik degisiklikler yapar (néronal hiicre 6limu, reaktif glioz ve neosinaps
olusumu). Temporal lob epilepsili hastalarda, hiicre 6limi Ammon boynuzu ve
hilusta geligir. Bu hiicre 8limi nekrotik ve apoptotik mekanizmalan igerir ve astroglial
hiicre proliferasyonu ve hipertrofisini igeren glial reaksiyonlarin baslamasindan da
sorumludur. Reaktif astroglioz tip 2 astrositlerin fenotipik 6zelliklerini tagir ve trofik
faktérleri (6r. bFBF), hiicre adezyon molekillerini (6r. NCAM) ve substrat
molekiillerini (6r tenascin-C) sentezler. Nobetler hipokampiiste mosi liflerinin sinaptik
yeniden gekillenmesini indiikler. Mossy lif kolleteralleri rekiirran ekzitator devreler
olusturarak, grandl hiicre dendritlerini innerve eder.

Mossy liflerinin  kolleteral dallan trofik faktorlerin etkisi altinda ve tubulin
polimerlerinin agin Gretiminin bir sonucu olarak olusuyor olabilir. Ciinkii, ndbetler

graniil hiicrelerinde ve mosi liflerinde tubulin ve tubulin iligkili proteinlerin gegici
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artmis ekspresyonunu indiikler. Mossy lif filizZlenmesi astrosit etkilesimleriyle hiicre
adezyon ve substrat molekdillerini tretip salgilayarak olusuyor olabilir. Bu sebepledir
ki, eriskin beyninde aktive astrositler aksonal bilyiime ve sinaptogenez siirecinde yer
alir (67).

7.4.4. Nobet modelleri ve bFBF:
Epileptogenez mekanizmalan 3 yaklagimla incelenebilir:
1-Instrinsik ndronal ézellikier:

Bu tip hiperekzitabilitenin dogasi yer degistirmis néronlann anormal savasma
ozelliklerine baglanabilir. Bu konuda yapilan 6n galismalar bu hicrelerin K* kanal
fonksiyonlarinda spesifik degisiklikler gdstermistir (68, 69, 70, 71).

2-Sinaptik 6zellikler:

Sinaptik Ozellikleri aciklamada, glutamat, GABA, ve No&ropeptid Y (NPY) gibi
nérotransmitterlerinin etkileri ve etkilesimleri nemlidir. Ornegdin, NPY, Ca™ un gorev
aldig glutamat salimminin presinaptik inhibisyonuyla ekzitabiliteyi modile eden, genis
bir alanda sentezlenen merkezi sinir sistemi peptididir. Akut nobet sonrasi, NPY
sentezi hipokampal olusumda dramatik olarak artar. NPY knock-out fareler
kullanilarak yapilan galismalarda, NPY saliniminin olmadigi durumlarda limbik nébet
aktivitesinin 6limle sonuclandigini  gostermistir (72). Ekzojen NPY uygulamas
ekzitatuar sinaptik iletiyi inhibe eder ve Y-5 NPY reseptdr alttipinin aktivasyonuyla
saglanan gliclii antiepileptik etkiler yaratir. Bu sebeple, NPY endojen antikonvulsan
ajan olarak rol oynar (73).
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3-Nonsinaptik mekanizmalar:

Elektrofizyolojik ve goriintiileme ydntemleri, osmolarite, iyon kotransporter, bliyiime
faktorlerinin ve néronal-glial etkilesimlerin gelismekte olan beyinde ndbet aktivitesini
modiile etmede kritk rol oynadigini gdstermektedir. Gliniimiizdeki calismalar bu
mekanizmalann herbirinin ndbeti baslatma ve propogasyonundaki rolii {izerinde
durmaktadir (70).

Bu lic ana baglik altinda toplanan ve beyinde epileptogenez mekanizmalarnna acikhk
getirmesi agisindan bizim galismamizdaki bulgularda yer alan gen¢ ve yash sican
beyninde her (¢ mekanizmada da vyer alan bFBFnin hipokampusteki
imminositokimyasinin ve dagiliminin farkh bulunmasi 6nemli olabilir.

Daha 6nce de belirtildigi gibi limbik nobetler hipokampal hiicre kaybi, norotrofik
blyime faktorlerinde artisa sebep olur ve ekzitator amino asit resept6r
ekspresyonunu arttinr. Kindling’den farkh epilepsi nébet modellerinde, FBF-2 mRNA
ve protein degerleri astrosit ve CA2 piramidal néronlarinda artar (32, 57, 74, 75).
Bununla beraber, kainik asit ndbetleri sonrasi piramidal hicrelerinde, dentat graniil
hiicrelerinde ve astrositlerde FBF-2 reseptor 1 ekspresyonu gbzlenmistir (32, 75, 76).

Kindling epilepsi modelinde, norotrofik faktor ekspresyon paternlerinde ézellikle kritik
alanlarda (6r. Hipokampls ve korteks) kalitatif ve kantitatif degisiklikler gézlenmistir
(77).

Bagka bir calismada ,epileptiform aktivite kainat enjeksiyonuyla indiiklenmis ve nébet
goriilen sicanlar enjeksiyondan 3, 6, 12 ve 24 saat sonra sakrifiye edilmisler. Normal
beyin dokusunda, FGF boyanmasi tim beyine dagilmis ve astrosit cekirdegine lokalize
olarak bulunmustur. Baglangic 6 saat kabul edilirse, bFGF immunoreaktivitesinde
progresif artig ozellikle serebral korteks ve hipokampuste gozlenmistir (astrositierde
cekirdek biiylimesi ve boyanmanin uzantilara yayilmasi). 3 saat sonra bFBF reseptér-
1 imminoreaktivitesinde artis dentate girusun molekiiler tabakasinda, 6 saat sonra
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bFBF reseptor-1 immiinoreaktivitesi CA1, CA2 ve CA3 hipokampal alanlan boyunca
stratum orienste gozlenmistir. Bu etki 24 saatte diger beyin bolgelerine de yayllmigtir
(hipokampusun tamamina ve serebral kortekse). Bu sebeple, FBF epileptogenez

surecinde dnemlidir (75).

Diger bir calismada, kainik asit enjeksiyonu yapildiktan sonra, farkh zamanlarda, in
situ hibridizasyon metoduyla bFBF mRNA diizeylerine bakilmig ve bFBF mRNA
degerlerindeki akut ve kronik degisiklikler degerlendirilmistir. Kontrol hayvanlarinda
sadece CA2 alaninda bFBF mRNA pozitif hiicreleri gdzlenmesine ragmen, deney
grubunda kainik asit enjeksiyonundan 1 saat sonra bFBF mRNA ekspresyonu dentat
girusta, 6 saat sonra CA1 piramidal hiicre tabakasina da yayllmis, 24 saat sonra daha
hafif olmasina ragmen ayni bolgelerde, 4 giin sonra sadece CA1 alaninda, 14 gin
sonra daha glglii olarak CA1 alaninda gbézlenmistir (57).

bFBF nobetle iliskili ndronal hasardaki protektif etkisi nérotransmitter glutamat ile
etkilesimlerden kaynaklanabilir. bFBF ve glutamat hipokampusun jenerasyon ve
dejenerasyonunda zit etkilere sahip gibi gériinmektedir. bFBF intraseliiler kalsiyum
konsantrasyonunu baskilayarak kiiltiirde hipokampus néronlannda glutamatin sebep
olduu ndronal hasari azaltir. Mekanizmasi bilinmemesine ragmen, bFBF Ca“?*
pompasini aktive ederek veya protein kinaz C aktivasyonuyla intraseliiler Ca*%*
degerlerini azaltir. Protein kinaz C aktivasyonu Ca*2*kanallarinin fdsforilasyonuyla

sonuglanir ve Ca %alimi sinirlanir (43).

Bunun yaninda, bFBF'in hipokampal kiiltlirlerinde kalbindin sentezleyen néronlann

sayisini arttirdii gosterilmistir. Daha dnceden, kalbindin eksprese eden hipokampal

noronlann glutamat toksisitesine dayanikh oldugu ve bu néronlarin  kalbindin

immiinunegatif néronlarla kiyaslandiginda [Ca ZI konsantrasyonunu daha etkili bir

sekilde azalttigi gdésterilmistir. Kalbindin ve parvalbiminin ekzitotoksisiteye karsi in
vivo eriskin hipokampal noronlannin korunmasiyla iligkili oldugu gésterilmistir.

Bunlara ek olarak, bFBF NMDA resept6r protein sentezlenisini baskilar ve noronlarda

serbest radikal savunma sistemini arttirir (78).
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7.5. Yas ve bFBF-ir Pozitif Astrositler ve CA2 Piramidal Noronlar::

Hipokampal olusumda yasa bagh degisiklikler hiicre kaybi, senil plaklar, norofibriller
digimler (tangles), granulovakuolar degisiklikler, lipofuksin ve amiloid
akimulasyonunu igerir. Hem “fizyolojik” yaslanma hem de demansda (Ornegin
Alzheimer Hastaligi) bircok noroanatomik degisiklikler olusur, hipokampus ve frontal
kortekste yasa bagh degisikliklerin mekanizmalar bilinmemektedir. bFBF astrositlerde
mitojenik, ndronlarda trofik etkiye sahiptir.

Desjardins S ve arkadaslarinin bir calismasinda, geng eriskin (4 ay) ve yaslh sicanlarda
(20 ay) hipokampuste ani erken genlerindeki (IEG or. c-Fos, c-Jun, ve Egr-1)
dedisiklikler immiinositokimyasal olarak incelenmistir. Bulgularindan bir kismi dorsal
hipokampusun, ventral hipokampusa gére yasin ilerlemesinden daha ¢ok etkilenmesi
ve yagsin ilerlemesiyle astrosit isaretleyicisi olan glial fibriller asidik protein (GFAP)
isaretli astrositlerin 6zellikle CA1 alaninda daha az boyali, dendritlerinin daha kisa ve
sayica azalmig olmasidir (51). Bizde galismamizda dorsal hipokampus kesitlerini
inceledik. Dorsal hipokampus ventral hipokampusa gore yasin ilerlemesinden daha
gok etkilendigi icin bFBF-ir geng eriskin sicanlarda yashlara nazaran farkli bulmamizi

aciklayabilir.

Amenta F ve arkadaglarinin galhgmasinda, geng eriskin ve yash sicanlar arasinda CA1,
CA3 ve dentat girus alanlarinda total hiicre kaybi gézlenmistir (79).Biz calismamizda
sadece dorsal hipokampus alanlannda, yasa bagh bFBF-ir astrositleri ve CA2 alaninda
bFBF-ir piramidal noronlari de@erlendirdik, total hiicre kaybi hakkinda bir sey
soyliyemeyiz, fakat gen¢ sicanlarda (2 ay, 4 ay) yash sicanlara ( 1 yas ve 2 yas)
nazaran dorsal hipokampuste bFBF-ir astrositlerin ve CA2 alaninda bFBF-ir piramidal

ndronlarin yogunlugunun fazla oldugunu séyleyebiliriz.

Lindsey JD ve arkadaglannin galismasinda, siganlarda yasa bagh hipertrofiye ugramis
astrositlerin - dagiimi  incelenmis ve yash sigan hipokampusunde morfolojik
degisikliklerin 6zellikle sinaptik terminal alanlarindaki astrositlerde oldugu
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belirlenmistir. Yasa bagh olarak astrositlerdeki degisikliklerin dejenere olmug sinaptik
elemanlardan kaynaklanabilecegi distlinlilmistiir. Bunun yaninda glial degisikliklerin
vaskiiler degisikliklerle de iliskili olabilecedi diglndlmistlir. Clinkii CA3 alam
hipokampal internal transvers arter ve venlerinin ana dallandi§i yerdir. Damarlarin
dallanma alanlannda arterlerdeki dejeneratif degisiklikler sikca olustugundan, bu
alanlardaki yiiksek yogunluktaki hipertrofiye astrositler yasa bagh vaskiiler ve kan-
beyin bariyer degisikliklerini yansitmaktadir. Yasa bagh olarak sinaptik degisikliklerde
astrositlerin rolli ve durumu Onemlidir. Clink{i sinir hicreleri arasinda sinaptik
baglantilarda astrositler yakindan iligkilidir (61).

Bizim ¢alismamiza bir bakima zit olarak, Riva ve arkadaglarinin bir galismasinda (29),
serebral korteks ve medulla spinalis ile karsilastinidiginda, hipokampuste bFBF mRNA
icerigi postnatal 21. glinde belirgin olarak artar bu da daha sonraki gelisimsel
regiilasyon ve fonksiyonu diisiindlirmektedir. Serebral korteks, medulla spinalis ve
hipokampuste bFBF mRNA degerleri 3-24 aylk siganlar arasinda belirgin olarak farkl
bulunmamigtir. Bu bulgular, daha énce diger biiyiime faktorlerinde rapor edildigi gibi,
yasin bFBF mRNA degerlerini belirgin olarak degistirmedigini gdstermektedir. Farkh
beyin yapilarinda bFBF mRNA degerlerinin benzer temporal profili bu blyime
faktoriiniin sadece gelisimde goérev almadigim distindlirmektedir. Gergekte, bFBF
mRNA’'nin en yliksek ekspresyonu eriskinde ve yash sicanlarda bulunmaktadir bu da
bFBF'nin bir devamliik faktorti oldugu hipotezini de desteklemektedir (24). Riva ve
arkadaslarinin bu calismasi, bFBF gen ekspresyonunu goésteren bir tekniktir. FBF'nin
hiicre icinden ortama salnip salinmadi§i veya saliniyorsa nasil salindii tam
bilinmemektedir (52). Belli kosullar altinda, belki de hiicre parcalanmasi (lysis) veya
bFBF ve tasiyici proteinler arasinda kompleksler kurarak salinmaktadir.

Epilepsi hayvan modelleriyle yapilan caismalar ve epilepsili hastalardan alinan insan
hipokampus dokusu Ammon boynuzu alanlarindan CA2'nin korundugunu gosterir (2,
3). CA2’nin korunmasinin nedeni Ca 2J'bag“;lawcn proteinlere baglansa bile belki de
yasam devamliiiinda 6nemli olan bFBF'ye de indirek olarak bagh olabilir.Clinkii daha
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once de belirtildigi gibi, bFBF intraseliiler kalsiyum konsantrasyonunu baskilayarak
kiiltirde hipokampus noronlarnnda glutamatin sebep oldugu néronal hasar azaltir.
Mekanizmasi bilinmemesine ragmen, bFBF Ca **pompasini aktive ederek veya protein
kinaz C aktivasyonuyla intraseliler Ca 2% degerlerini azaltr. Protein kinaz C
aktivasyonu Ca Zkanallarinin fosforilasyonuyla sonuglanir ve Ca*Z%alimi sinirlanir (43).
Bunun yaninda, CA2 néronlarinin baglantilan ve fonksiyonlan hakkinda c¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Bu agidan, CA2 alaninda piramidal noronlarda gérilen bFBF-ir 6nemli

olabilir.

Merkezi sinir sisteminde astrositler, noronlari her y®énden besleyen, ihtiyaclarini
karsilayan ve koruyan hiicrelerdir. Astrositler sabit hiicre topluluklan degildir, in vitro
kosullarda norotransmitter etkisinde sekil degistirip astroglial uzantilar olusturur,
uzantilanin yonii uygulanan nérotransmitterin konsantrasyon gradienti ile belirlenir.
Bir astrosit birkag néronun sinapslann sarabilir ve de bir néron birkag astrositle de
sarilabilir.  Sinapslan gevreleyen astrositlerin ™ astrositik kalsiyum dalgalan”
mekanizmasi ile sinaptik araliktaki Ca **mekanizmasini kontrol edebilecedi séylenir,
simiiltene bir gekilde ekstraseliiler alandan Ca **alinir. Kalsiyum dalgast bitince
serbest Ca 2'tekrar ekstraseliiler alana yayilir. Astrositler sinaptik aralikta Ca™*u
diigiirerek  norotransmitter salimimini  kontrol altina almaktadir, dolayisiyla
norotransmisyonu kontrol etmektedir. Astrositlerin baglantilan sinapslarin yaygin
kontroliinii saglar. Bu teori néron-astrosit teorisi olarak adlandirihir. Yani hareketli
astrositler organize olup sinaptik aktiviteyi diizenlerler (80, 81, 82, 83, 84). Epilepsi
ve birgok ndrodejeneratif hastaliklarin patogenezinde sinaptik mekanizmalarin rolii
Uzerinde durulmaktadir. Biz de c¢alismamizda geng ve eriskin sicanlarda bFBF-ir
astrositierin sayisim farkh bulduk. Bu sebeple, belki de, norodejeneratif hastaliga
sahip geng ve yash insanlann hastaligin seyri agisindan farkii olmasinin, sinaps
alanlarinda yer alan bFBF-ir astrositlerin rolii bulunmaktadir.

Bunlarin yaninda, her ne kadar ilk olarak Lorento de No ( 1934), daha sonra Haug
(1974) ve Swanson ve arkadaglari (1978) Ammon boynuzu alanlarinin histolojik yapisi
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ile ilgili yapti§i cahsmalardan, CA2 néronlarinin CA1 ndronlanyla kargilastiridiginda
daha biiyiik ve CA3 néronlanyla karsilastinidiginda daha az projeksiyonlu olmasi,
mossy lifleri icermemesi ve CA1l ve CA3 alani arasinda kalan bolge olmasi literatlr
bilgisi olarak bilinse bile, yine de CA2 alan sinirlanm tam olarak belirlemek
mikroskopik diizeyde zordur. Direk olarak CA2'ye ydnelik calismalarda CA2 alaninin
lokalizasyonunu  belilemede, dijer Ammon boynuzu alanlarinda piramidal
tabakasinda bFBF-ir piramidal n6ronlar olmadigindan, 15tk mikroskopik diizeyde bFBF
immiinohistokimyasi énemlidir. bFBF ekspresyonunun hiicre tipine ve gelisimse! yasa
gore farkh sekillerde regiile edildi§i dusGnilmektedir (22). bFBF astrositlerde
mitojenik, néronlarda trofik etkiye sahiptir. Astrositler bFBF gibi biiylime fakt6rlerinin
etkisinde akson ve néritlerin uzamasi ve devamliiini stimile ederler. Astrositlerin
baglantilar, noronlar arasindaki sinapslarin yaygin kontroliinii saglar. Astrositlerle
sinaptik baglantifarin yakindan iligkili olmasi, yasa bagh olarak olugan sinaptik
dejeneratif degisikliklerde, astrositlerin roliiniin ve durumunun 6nemli oldugunu
distindirmektedir. Epilepsi ve birgok nérodejeneratif hastaligin patogenezinde
sinaptik mekanizmalarin rolii {izerinde durulmaktadir. 4 ayhk sican grubunu diger
gruplarla karsilastirdigimizda, bFBF-ir astrosit yoguniugunu farkli bulmamiz, aksonal
ve dendritik uzantilann gelisiminde ve sinaps alanlarinin kontroliinde astrositlerin

roliiniin daha gelismis oldugunu diistindirmektedir.

CA2 néronlarinin baglantilan ve fonksiyonlan hakkinda g¢ok az bilgi bulunmaktadir.
Bunun vyaninda, epilepsi hayvan modelleriyle yapilan c¢aligsmalar ve epilepsili
hastalardan alinan  hipokampus dokusu Orneklerinde Ammon boynuzunun CA2
alaninin  korundugunu gostermistir. CA2 alaninin korunmasi bFBF gibi blylime
faktorlerinin etkisinde olabilir. Gen¢ sicanlarla yash siganlar karsilastiridiginda CA2
alanindaki bFBF-ir pozitif piramidal noronlanin yogunlugundaki artisin istatistiksel
olarak anlamh olmasi, CA2 nd&ronlarinin baglanti ve fonksiyon mekanizmalarinin
degismis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak elde ettigimiz bu veriler yaglanmayla dorsal hipokampusdaki bFBF-ir
astrositlerin ve CA2 alanindaki bFBF-ir piramidal noronlarin yogunlugunun degistigini

ortaya koymast agisindan dnemlidir. 73
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