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OZET

Epilepsi diinyada % 1 prevelansa sahip oldugu ongériilen, yaygin ve ciddi
norolojik bir bozukluktur. Bilindigi iizere epilepsi hastalarinin  30%’u  mevcut
medikal tedaviye yanit vermemekte bu da yeni terapdtik modalitelerin gelistirilmesi
ithtiyacin1 dogurmaktadir. Hipokampal dejenerasyonla karakterize olan temporal lob
epilepsi (TLE) epileptik hastalarin {igte birinde goriilmektedir. TLE siklikla ilaca
direncli olan epilepsi tipleri arasindadir. Son yillarda ndral kok hiicre/perekiirsor
hiicrelerin dogal halinin ya da cesitli bliylime faktorlerini de i¢eren noroprotektif
potansiyele sahip hallerinin transplantasyonu ndrolojik hastaliklarin tedavisinde olas1

bir terapdtik stratejiyi ortaya koymaktadir.

Biz de calismamizda deneysel temporal lob epilepsi modelinde
intrahipokampal ve intravaskiiler kok hiicre kullanimmin EEG'de iktal aktivite
lizerine etkilerini arastirdik. Bu amagla 7 tane siganin femur medullalarindan
allojenik mezenkimal kok hiicreler elde edildi. Ardindan 30 siganda steriotaksi
esliginde sag intrahipokampal kainik asit enjeksiyonuyla deneysel epilepsi modeli
olusturuldu. 10'ar adet sigandan olusan 3 grup tlizerinde de ¢alismalar yapildi. Grup 1;
kontrol grubu, Grup 2; steriotaksi esliginde intrahipokampal 10° mezenkimal kok
hiicre ekilen grup, Grup 3; sag karotid artere intraarteriyel 10° mezenkimal kok hiicre
enjekte edilen gruptu. Tim siganlarda kainik asit enjeksiyonu sonrasi epileptik
aktivite gozlendi ve EEG'leri ¢ekildi. Kok hiicrelerin ekilmesinden 4. hafta ve 8.

hafta sonra 3 grubun EEG’ leri yeniden gekilerek karsilastirmalar yapildi.

Calismamizda intrahipokampal mezenkimal kok hiicre ekilen grubun, 4.hafta
sonu ve 8. hafta sonunda ¢ekilen EEG'lerinin ortalama spike frekanslarinda ve
amplitiid diizeylerinde kontrol grubuna ve intravaskiiler kok hiicre enjekte edilen
gruba gore diisiikliikk saptandi. Intravaskiiler mezenkimal kok hiicre enjekte edilen

grupta ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktu. Gruplarin



kendi iginde 4. hafta ve 8. hafta sonundaki EEG'lerinin ortalama spike frekanslarinda

ve amplitiid diizeylerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

Calismamiz intrahipokampal kok hiicre implantasyonunun ilaca direngli
temporal lob epilepsi vakalarinda medikal tedaviye bir alternatif olabilecegini

gostermesi bakimindan dikkat ¢ekicidir.

Anahtar kelimeler: Intrahipokampal, intravaskiiler kok hiicre,temporal lob epilepsi,

iktal aktivite



SUMMARY

Epilepsy is a common and important neurological disorder which is thought to
have 1% prevalance. As far as we know, 30% of epilepsy patients does not respond
to medical treatment and that grows the need on development of new therapeutic
modalities. Temporal lobe epilepsy(TLE) which is characterized with hippocampal
degeneration is seen at one third of the patients. TLE is usually amongst the drug
resistant epilepsy types. Recently, transplantation of neural stem cell/precursor cells
or aspects including their growth factors with neuroprotective properties has
presented a possible therapeutic strategy at the treatment of neurological disorders.

We, in an experimental temporal lobe epilepsy model, demonstrated the effects
of intrahippocampal and intravaskular stem cell usage on ictal activity. In this
context, we obtained allogenic mesenchymal stem cells from the femur medullas of
seven rats. Subsequently, experimental epilepsy model was created in 30 rats with
right intrahippocampal kainik asid injection accompanied by stereotaxy. Rats were
randomized into 3 different groups containing 10 rats each. Group 1; control group,
Group 2; group which intrahippocampal 10° mesenchymal stem cell were planted,
Group 3; group in which intraarterial 10° mesenchymal stem cell injection was made
into right carotid artery. After kainik asid injection at all groups, epileptic aktivity
was monitored and EEG assessment was made. EEGs were repeated 4 and 8 weeks

after stem cell plantation and comparisons were made.

In our study, EEGs of the group, in which intrahippocampal mesenchymal
stem cell plantation was made, at fourth and eighth weeks had lower average spike
frequencies and amplitude levels when compared with control group and

intravaskular stem cell injection group. Intravascular mesenchymal stem cell

Xi



injection group had no statistically significant difference than control group. There
was no statistically significant difference intergroup EEG average spike frequencies

and amplitude levels at weeks 4 and 8.

Our study is remarkable in means of intrahippocampal stem cell implantation
can become an alternative to medical treatment at drug resistant temporal lobe

epilepsy cases.

Key words: intrahippocampal, intravascular stem cell, temporal love epilepsy, ictal

activity
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GIRIS VE AMAC

Epilepsi diinya capinda 50 milyon kisiyi etkileyen yaygin bir norolojik
hastaliktir. Biitiin diinyada yillik insidanst 100.000’de 24-53 kadardir. Epilepsi bu
insidansla toplumun biiyiikk bir saglik ve ekonomik sorunudur. Bilindigi iizere
epilepsi hastalarinin 30%’u mevcut medikal tedaviye yanit vermemekte bu da yeni
terapotik modalitelerin gelistirilmesi ihtiyacin1 dogurmaktadir. Tipik olarak parsiyel
ndbetler ve hipokampal dejenerasyonla karakterize olan temporal lob epilepsi (TLE)
epileptik hastalarin {igte birinde goriilmektedir (1). TLE siklikla ilaca direngli olan
epilepsi tipleri arasindadir. Son on yilda ndéral kok hiicre/perekiirsor hiicrelerin
(NSCs) dogal halinin ya da gesitli biiylime faktorlerini de igeren noroprotektif
potansiyele sahip molekiiller eksprese eden genetik olarak modifiye edilmis
hallerinin transplantasyonu Parkinson hastalig1 ya da spinal kord hasar1 gibi nérolojik
hastaliklarin tedavisinde olasi bir terapotik stratejiyi ortaya ¢ikarmustir (2, 3, 4, 5). Bu
yaklagim TLE i¢in alternatif prospektif bir tedavi olarak dikkat ¢ekmistir (6, 7, 8, 9).

Spontan nobet gelistirilmesinde intrahipokampal kainik asit enjeksiyonu
oldukea sik kulanilmaktadir. Biz de deneysel hayvan arastirmalari laboratuvarimizda
intrahipokampal kainik asit enjeksiyonuyla deneysel epilepsi modeli olusturdugumuz
sicanlarda sistemik ve intrahipokampal kok hiicre tedavisinin EEG iizerine etkilerini

degerlendirdik.



GENEL BIiLGILER

NOBET PATOFiZYOLOJiSi VE BiYOKIMYASI

Nobet beyindeki bir grup néronun ani, anormal, beklenmedik asir1 elektriksel
desarjina bagli olan klinik degisikligi tanimlar ve ¢ogunlukla kendiliginden sonlanan
kisa epizodlardir (10, 11, 12). Epilepsiye yatkin kisi sinir sisteminin veya epileptik
nobet olusturmaya hassas bir bolgesinin bazal uyarilabilirlik seviyesinin belli bir
diizeyi agmasi halinde ndbet gecirir. Epileptogenezden sorumlu mekanizmalar halen
tam olarak aydmnlatilamamigtir. Tiim epilepsi tiirlerinde ayn1 mekanizmadan soz
edilmemekle birlikte hepsinde artmis ndronal uyarilabilirlik ve senkronizyon gibi
ozellikler mevcuttur (13, 14).

Nobet olusumunda ana mekanizma, beyindeki eksitatdr uyarinin artmasi veya
inhibitor etkinligin azalmasi ile iki mekanizma arasindaki dengenin eksitasyon
yoniinde bozulmasidir. Beyindeki ana inhibitér noérotransmiter olan GABA
aktivitesinin azalmasi ve/veya ana eksitator norotransmiter olan glutamat etkinliginin
artmasi nobet olusumunda rol oynayan baslica faktdrlerdendir (12, 13, 15). Serebral
dokuda glial hiicreler, norotransmiter konsantrasyonu ve ekstraselliiler iyon
dengesini  saglamakla  gorevlidir. Noronal —aktivitenin  diizgiin  sekilde
stirdiiriilebilmesi i¢in ekstraselliiler sividaki iyon dengesinin optimal olmasi
gereklidir. Sodyum ve potasyum kanallarindaki mutasyon veya degisikliklerin
norotransmisyonun degismesine yol agtig1 bilinmektedir (15). Ayrica son zamanlarda
yapilan calismalarda kolinerjik mekanizmalarin 06zellikle temporal korteks ve
hipokampiis {izerinde nobet tetikleyici etkilerinin oldugu 6ne siiriilmektedir.
Mitokondriyal diizeyde meydana gelen anormallikler bir¢ok agidan epileptogenez
mekanizmalarinda rol oynamaktadir. Enerji iiretimi, hiicre 6limii, ndrotransmiter
tiretimi ve serbest radikal olusumu gibi birgok durum temel olarak mitokondriyal
diizeyde kontrol edilmektedir. Son zamanlarda yapilan g¢aligmalarda bu diizeyde
olusan bozukluklarin hem ndbet gelisimine hem de ndbet sonrasi olusan serebral
dokudaki hiicre hasarmin artmasina neden oldugu belirtilmektedir (16, 17). Nobet
esnasinda ¢esitli norotransmiterlerin konsantrasyonlariin degistigi ve aradaki denge
mekanizmasinin  bozuldugu bilinmekte ve bu durumun nodbete yol actigi

diistiniilmektedir (17).



NOBET ETiYOLOJiSI VE SINIFLAMASI

Nobetler, epilepsinin veya beyindeki kalict bir hasarin sonucu olarak
tekrarlanabilmekle beraber, beyin veya viicut metabolizmasindaki gegici
degisikliklere bagli olarak da olusabilmektedir. Bu degisiklikler hipoglisemi,
hiperglisemi, hiponatremi, hipokalsemi ( ¢esitli elektrolit dengesizlikleri ), ates, alkol
yoksunlugu, akut nérolojik hasar (menenjit, ensefalit, inme, kafa travmasi, tiimorler
vb.) ve nobet esigini diisiiren bazi ilaglar olabilir (13, 18, 19).

Nobet siniflamas1 en kapsamli sekliyle ilk olarak 1981 yilinda ILAE tarafindan
yapilmistir. Bu siniflamada esas olarak klinik ve EEG bulgular1 6n plandadir. Bu
smiflamanin kendi i¢indeki yetersizlikleri nedeniyle 1989 yilinda ILAE tarafindan
yeni bir siiflama yapilmistir ve halen kullanilmaktadir. Bu Siniflamaya gbre ndbet
tipleri parsiyel (fokal, lokal) nobetler, jeneralize nobetler, tanimlanamayan ndbetler
ve 0zel sendromlar olmak iizere 4 ana baglik altinda siniflandirilmis ve her baslik
altinda alt gruplar diizenlenmistir (Tablo 1). Son yaymlanan g¢aligmalarda bu
smiflamanin da yetersiz oldugundan ve daha kapsamli ve yeni basliklar igeren (6rn:
genetik ) bir siniflamaya ihtiyag duyuldugundan bahsedilmektedir (14, 20, 21).

Bundan bagka semiyolojik ndbet siniflamasi da kullanilmaktadir.



Tablo 1. Epilepsilerin ve Epileptik Sendromlarin Siniflandirilmasi (ILAE 1989)

I. Lokalizasyona bagl
(fokal,parsiyel) epilepsiler
ve sendromlar

1.1. Idyopatik (yasa bagli baslangic)

Sentrotemporal dikenli iyi huylu ¢cocukluk ¢ag1 epilepsisi
Oksipital paroksizmli gocukluk ¢ag1 epilepsisi

Primer okuma epilepsisi

1.2.Semptomatik

Temporal lob epilepsi

Frontal lob epilepsi

Parietal lob epilepsi

Oksipital lob epilepsi

Cocukluk c¢aginin kronik progresif epilepsia parsiyalis kontinuasi
(Kojewnikow Sendromu)

Spesifik faktorlerle uyarilan nobetlerle karakterize sendromlar
1.3. Kriptojenik

Il. Jeneralize epilepsiler ve
sendromlar

2.1. Idyopatik (yasa bagl baslangic-yas sirasina gore siralanmustir)
Iyi huylu ailesel yenidogan konviilziiyonlari
Iyi huylu yenidogan konviilziiyonlar
Siit cocuklugunun iyi huylu miyoklonik epilepsisi
Cocukluk cag1 absans epilepsisi (piknolepsi)
Jiivenil absans epilepsisi
Jitvenil miyoklonik epilepsi (impulsif petit mal)
Uyanirken gelen grand mal nobetli epilepsi
Diger jeneralize idyopatik epilepsiler
Belirli aktivasyon yontemleriyle uyarilan epilepsiler
2.2. Kriptojenik veya semptomatik (yas sirasina gore)
West Sendromu (infantil spazmlar, Blitz-Nick-Salaam Kraempfe)
Lennox-Gastaut Sendromu
Miyoklonik astatik nobetli epilepsi
Miyoklonik absansli epilepsi
2.3. Semptomatik
2.3.1. Nonspesifik etyoloji
Erken miyoklonik ensefalopati
Erken infantil epileptik ensefalopati (Supression-burst ile
niteli)
Diger semptomatik jeneralize epilepsiler
2.3.2. Spesifik sendromlar

Ill. Fokal veya jeneralize
olduklar1  belirlenemeyen
epilepsiler

3.1. Jeneralize ve fokal konviilziiyonlu epilepsiler

Yenidogan konviilziiyonlar

Siit cocugunun agir miyoklonik epilepsisi

Yavags dalga uykusu sirasinda devamli diken-dalgali epilepsi

Edinsel epileptik afazi (Landau-Kleffner Sendromu)

Diger belirlenemeyen epilepsiler

3.2. Jeneralize veya fokal konviilziiyon 6zelligi belirlenemeyen
epilepsiler

Jeneralize tonik-klonik nobetleri olan ancak klinik ve EEG bulgulari
jeneralize ya da fokal epilepsi ayriminda kesin bilgi vermeyen tiim
olgular (uykuda jeneralize tonik-klonik nobet gibi) bu gruba girer.

IV. Ozel sendromlar

4.1. Duruma bagli nobetler (Gelegenheitsanfaelle)
Febril konviilziiyonlar

izole ndbet veya izole status epileptikus

Akut metabolik veya toksik nedenlere bagli nobetler

Bircok epileptik ndbet bir girisim gerektirmeden kendiliginden dakikalar i¢inde

sonlanmaktadir. Bir nobetin 30 dakikadan uzun siirmesi ya da bu siire i¢inde hasta




diizelmeden birden ¢ok ndbetin ard arda tekrarlamasina status epileptikus (SE) adi
verilir. Son yillar i¢inde status epileptikus tanis1 i¢in gereken siire giderek kisalmis ve
bazi yayinlarda 5 veya 10 dakikadan uzun siliren nobetler bile bu tanim iginde ele
alinmistir. Ancak siire konusunda fikir birligi yoktur. Hemen tiim epileptik ndbet
tiplerinin ~ status  epileptikus tarzinda belirmesi mimkiindiir. En basit
siniflama konviilzif SE ve nonkonviilzif SE seklinde yapilabilir (22). Ingiltere’de
tonik-klonik nobet statusunun yillik insidansi kabaca ve endirekt ¢aligmalardan elde

edilerek ortalama 100 000’de 18-28 olarak tahmin edilmektedir (23).

EPILEPSI TANISI VE ELEKTROENSEFALOGRAFI

Epilepsi tekrarlayan noébetler ve degisik sendromlar1 da i¢ine alan bir santral
sinir sistemi bozuklugudur. Epilepsi tanis1 koyabilmek i¢in oncelikle hastanin gergek
nobet gecirdiginin saptanmasi ve nobetin smiflandirilmas:  gereklidir. Tani
yontemleri arasinda elektroensefalografi (EEG) giiniimiizde siklikla kullanilmaktadir.
Ilk olarak 1940'larda kullanilmaya baslayan bu ydntem bugiin icin de epilepsi
biliminin temel diregini olusturmaktadir. EEG beyindeki genis bir néron grubunun
elektriksel aktivitesindeki dalgalanmanin kayitlanmasi ilkesine dayanmaktadir. Sagl
deriden kayitlanan potansiyellerin ¢ogu piramidal hiicrelerdeki toplam sinaptik
potansiyellerin ekstraselliiler akimlarla iliskisinin sonucudur (Sekil 1). Rutin EEG ilk
nobetle gelen hastada en dnemli testtir. Zemin aktivitesinde belirgin asimetri veya
yavaslama, epileptiform desarjlar (diken, keskin ve diken-dalga desarjlar)
elektroklinik sendromlar hakkinda bilgi verir (Sekil 2). Her EEG anomalisinin
epilepsi ile esdeger olmadigi ve normal bir EEG’nin epilepsiyi dislamayacagi
unutulmamalidir. Ilk EEG’de %50 oraninda tipik epileptiform anomali saptanirken
tekrarlanan EEG’lerde ise bu oran yiikselmekte ve %380-90’a ulagmaktadir.
Aktivasyon yontemlerinin 1yl uygulanmasi esastir, gerekirse uyku kayitlari, ndbetler
stksa video-EEG monitorizasyonu yapilmalidir. EEG zemin aktivitesi postiktal
donem disinda idyopatik epilepsilerde normaldir, yavaslama semptomatik epilepsiyi
diistindiiriir. Epileptiform desarjlar fokal, lateralize ve jeneralize olabilir (22).
EEG'nin epileptik olgunun degerlendirilmesine baslica katkilar1 3 ana maddede

Ozetlenebilir.



Klinik olarak konulmus olan tanmin desteklenmesi ve dogru tani konmasina
yardim,

Nobet kaydi yapilabilirse veya dolayli bazi bulgularla ndbet tipi ve buradan
hareketle epilepsi sendromunu belirlenmesi,

Odagin lateralizasyon-lokalizasyonu hakkinda bilgi verebilmesi (22).

B 1] [E

Sekil 1. Istirahatte 9-10 Hz pariyetooksipital alfa ritminden olusan normal EEG

aktivitesi
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Sekil 2. Sag hemisferin posterior bolgelerinde ritmik keskin dalga ve keskin

karakterli yavas dalga aktivitesi ile karakterize iktal kayit 6rnegi

EEG'yi kaydetmek i¢in iki tip elektrod kullanilir. Bunlardan biri aktif
elektroddur ve kayit alinacak aktif alana yerlestirilir. Digeri ise uzak bdlgeye
potansiyeli sifir kabul edilen bir alana konur. Buna referans elektrod adi verilir.
Klinikte EEG kayitlanirken ¢ok sayida aktif elektrod yerlestirilir. Bir aktif elektrod
ile bir referans elektrod arasindaki potansiyel farki ol¢iiliirse monopolar kayit, iki
aktif elektrod arasindaki potansiyel fark oOlgiiliirse bipolar kayit olarak adlandirilir
(24).

Normal bir insanda sagli deriden kaydedilen potansiyellerin frekansi genel
olarak 1 ile 30 Hz; yiikseklikleri ise 20-100 mikrovolt kadardir. Kafatas1 ve deri EEG
dalgalarinin yiiksekligini azaltic1 etki gosterir. EEG dalgalari frekanslarina gore dort
biiyilik gruba ayrilmaktadir.

1. Delta ve Teta Dalgalar1

Normal erigkinlerde uykunun c¢esitli safthalarinda goriilen yiiksek genlikli
dalgalardir. Teta dalgas1 ayrica hipokampiis aktivitesi ile yakindan iliskilidir ve
singulat korteks ve septum gibi diger bazi beyin bolgelerinden de kaydedilmistir.
Teta dalgalarinin, yavas teta (4-7 Hz) ve hizli teta (7-9 Hz) olmak {iizere iki bileseni

bulundugu bildirilmistir. Bu farklilik dalgalarin olusumunda farkli néronal yolaklarin



etkili oldugunu gostermektedir. Hipokampiis ve singulat kortekste daha fazla
gbzlenen yavas teta aktivitesinin medial septum ve Broca diagonal bandinda bulunan
kolinerjik liflerle yonetildigi diisiiniilmektedir.

2. Alfa Dalgalar1

Normal bir insanda sessiz ve sakin bir odada gozler kapali, zihnen ve bedenen
tam istirahatte iken kaydedilir. Parietal ve Ozellikle oksipital bolgede daha
belirgindir. Uykuda kaybolur. Uyku sirasinda gozlenen uyku igcikleri de yine alfa
araligina (7-10 Hz) denk diisen dalgalar olup genlikleri alfa dalgalarina oranla daha
yiiksektir. Bazi arastirmacilar beyin sapi, 6n beyin ve talamusun ¢esitli bolgelerinin
karmagik bir igbirliginin alfa bandinin olusumuna katkida bulundugunu ileri
siirmiislerdir.

3.Beta Ritmi

Normal olarak insanda frontal bolgede daha belirgindir. Uyaranlar ve asir1 zihin
aktivitesi oldugunda daha yogundur. Beta ritmi EEG'nin en kii¢iik genlikli ve yiiksek
frekansh dalgasidir. Ayrica bu dalgalar uyku halinde azalma ve zihinsel rahatlik
halinin bozulmas1 durumlarinda da ortaya ¢ikar.

4. Gama Ritmi

30 Hz iizerinde yer alan dalgalar genellikle gama aktivitesi olarak adlandirilir.
Ozellikle insanda yapilan deneyler, 40 Hz'lik aktivitenin bilissel islevlerde ve
duyusal bilginin entegrasyonunda énemli oldugunu ortaya koymustur. Ust diizey
zihinsel faaliyetlere eslik eden gama salinimlar1 hayvanlarda da gzlenmektedir.

Deney hayvanlarinda bu dalgalarin dikkat, dikkate bagli hareketsizlik odakli
uyaniklik, duyusal algilama ve paradoksik uyku ile iliskili oldugu gosterilmistir.
Anestezi altindaki hayvanlarda bu dalgalar biiyiik oranda ortadan kaybolmaktadir.
Genel olarak gama ritminin bazal 6n beyin kolinerjik yolaklar1 ve beyin sap1
talamokortikal kolinerjik yolaklari ile diizenlendigi kabul edilmektedir (24).

Giderek gelistirilen ve bilgisayarlarla baglantili hale getirilen klasik EEG
cihazlarmin yani sira telemetrik incelemeler ve video-EEG cihazlar1 ile epilepsi
elektrofizyolojisi konusundaki bilgilerimiz giderek artmistir. Bu incelemeler ayni
zamanda ndbet semiyolojisinin de ¢ok ayrmtili analizine olanak saglamaktadir.
Epilepsi cerrahisindeki ilerlemelere paralel olarak invazif ve yari invazif yontemlerle
degisik derin/intrakranyal elektrod yerlesimleri de epilepsi cerrahisi yapilan

merkezlerde rutin kullanima girmistir (22).



TEMPORAL LOB EPiLEPSI

Temporal lob epilepsileri (TLE) gerek etyoloji gerekse de baslangi¢ yasi,
prognoz ve tedaviye verdikleri cevap acisindan heterojen bir hastalik grubudur.
Anatomik olarak lateral ve meziyal temporal lob epilepsileri olarak ikiye ayrilirlar.
Temporal lob ndbetlerinin nedenleri arasinda hipokampal skleroz ilk siradadir.
Bunun disinda bu boélgenin benign ve malign tiimorleri, viral parazitik veya diger
enfeksiyoz  nedenler,  serebrovaskiiler  hastaliklar,  kortikal  gelisimsel
malformasyonlar, travma ve diger yaralanmalar nedenler arasinda sayilabilir. Tiim
epilepsiler icinde temporal lob epilepsilerinin goriillme sikligt  %30-35’ler
civarindadir. Bunun da 2/3’0i meziyal temporal lobdadir (25). Temporal lob
epilepsilerinde tipik olarak otomatizma ile birlikte kompleks parsiyel ndbetler siktir.
Bu tablo yasamin oldukca erken donemlerinde goriilmeye baslasa da ge¢ ¢cocukluk ve
erken erigkin donemde siktir. % 75 hastada aura goriilebilir. Yaklasik %50 hastada
tek tarafli veya bilateral sekonder jeneralize tonik, klonik veya tonik-klonik ndbetler
gortilebilir (26).

Hipokampiis komsulugundaki meziyal limbik yapilarin siklikla dahil olmasi
nedeniyle meziyal temporal skleroz terimi hipokampal skleroza gore tercih
edilmektedir (27). Birgok g¢alisma hipokampal formasyonun bir pargasi olan dentat
girusun hipereksitabl durumunun nedenini dentat girusun polimorfik bolgesindeki
hipokampal GABAerjik interndronlarin dejenerasyonuna kismen bagli oldugunu ileri
stirmektedir. Bu inhibitdr ndronlar hasara yatkindir ve travmatik beyin hasari olan ya
da uzamis status epileptikusa maruz kalmis TLE hasta gruplarinda kayba
ugramislardir (28). Uzamis status epileptikus gegiren hastalara benzer sekilde
travmatik beyin hasar1 ve kemokoviilzan bir ajan olan pilokarpinin sistemik
enjeksiyonu sonrast status epileptikus gelisen kemirgenlerde dentat girus
hipereksitabilitesine ve epileptogeneze neden oldugu diisiiniilen hiler internéron
kayb1 ve diger noroplastik degisiklikler gorilir (29, 30, 31, 32, 33).

TLE’nin giincel tedavisi antikonviilzan ilaglar, cerrahi, vagal sinir stimulasyonu
ve ketojenik diyeti icerir. TLE siklikla ilaca direncli olan epilepsi tipleri arasindadir.
Antiepileptik ila¢ tedavisi epilepsi tedavisinde geleneksel olarak kullanilir ancak
uygulanan tedavilerin hi¢biri yan etkilerden tamamen arinmis degildir, kognitif ve

davranigsal bozukluklar siktir (34). TLE hastalarinda ndbetler konvensiyonel



antiepileptiklere direncli olabilir ve kontrol saglanamamis epilepsi hastalarinda
ogrenme giicliikleri ve psikiyatrik bozukluklar goriilebilir. Baz1 hastalarda epileptik
odagin cerrahi olarak ¢ikarilmasi etkili olabilir (35). ancak nobet odagi dil ya da
hafizayr kontrol eden temporal lob merkezlerine yakin oldugu takdirde cerrahi
istenmeyen komplikasyonlarla sonuglanabilir (36). Bilhassa hipokampiise ve iliskili
limbik bolgelerde noronal hasar1 sinirlayict ya da iyilestirici daha etkili tedavilere

ihtiya¢ duyulmaktadir (37).
DENEYSEL EPILEPSi MODELLERI

Insandaki farkl1 epilepsi tipleri ile benzer goriiniimde gerek genetik gerekse
kimyasal ajanlar kullanilarak veya lezyon olusturularak elde edilen ¢ok sayida farkli

deneysel epilepsi modeli gelistirilmistir (38).
Bunun birkag¢ 6nemli 6zelligi vardir.
1. Modeli olusturacak klinik nobetler ¢esitlidir.
2. Modellerin higbiri klinik epilepsiyle tamamen ayn1 degildir.
3. Cesitli modellerden elde edilen sonuglarin karsilastirilarak test edilmesi gerekir.

4. Gelistirilen yeni metodlara ve yeni sartlara daha uygun yeni modeller

olusturulmalidir (39).
Ideal bir epilepsi modeli asagidaki dzelliklere sahip olmalidir (40)
1. Spontan olarak tekrarlayan ndbetler olmalidir.
2. Nobetler insan epilepsisine benzemelidir.
3. Modeldeki EEG'nin bigimi ilgili epilepsi ¢esidine benzemelidir.

4. Nobetlerin frekansi ilaglarin etkisini akut ya da kronik olarak test etmeye yetecek

Olclide olmalidir.
5. Antiepileptik ilaclarin farmakokinetigi insandakine benzer olmalidir.

6. Antiepileptiklerin etkili olduklar1 plazma ve beyin seviyeleri insanda ilgili ndbeti

Onleyen seviye kadar olmalidir.
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Bu kriterlerin hepsini karsilayan tek bir model simdilik bilinmemektedir.
Elliden fazla nobet modeli bulunmakla birlikte baslica kullanilan nobet modellerini
basit parsiyel nobetler, kompleks parsiyel nobetler, jeneralize tonik klonik ndbetler,
jeneralize absans nobetler ve status epileptikus modelleri olarak siniflandirabiliriz

(41) (Tablo 2).
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Tablo 2. Kullanilan baslica deneysel nobet modelleri

Basit Parsiyel 1. Topikal konviilzanlar (penisilin, bikukulin vb.)
2. Akut odaksal elektrik uyarimi

3. Kortikal metal implantlar
4

. Kriyojenik hasar

Kompleks Parsiyel . Kainik asit

. Tetanoz toksini

. Area tempestaya enjeksiyon

. Kindling (tutusturma, atesleme)
. Kemirgen hipokampal dilimleri

. Izole hiicre hazirliklari

~N o ok W e

. Insan norocerahi dokusu

Jeneralize Tonik-Klonik 1. Genetik olarak nobete yatkin fare, sigan,
gerbil, meyve sinegi ve babunlarda olusturulan
ndbetler

2. Maksimal elektrosok

3. Sistemik kimyasal konviilzanlar

4. Metabolik diizensizlik (hipoksi, hiperglisemi,
hiperbarikoksijen, hiperkarbi, iiremi, yiiksek 1si,

ilag kesilmesi)

Jeneralize Absans . Talamik stimulasyon

. Bilateral kortikal odak
. Sistemik penisilin

. Gama-hidroksi-biitirat

. Intraventrikiiler opiad

o W AW DN

. Genetik rat modelleri

Status Epileptikus 1. Lityum-pilokarpin
2. Homosistein

3. Hizli repetetif stimulasyon

Japon su yosunundan elde edilen ve glutamat analogu olan kainik asit deneysel
epilepsi modeli olusturmada siklikla kullanilmaktadir. Giiglii bir eksitoksik aminoasit

olan kainik asitin sistemik ya da intraserebral enjeksiyonu iyonotropik glutamat
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reseptorlerinin kainik asit alt tipini aktive eder ve hipokampiiste devamli bir ndbet
aktivitesine neden olur (42). Kainik asit enjeksiyonu noronal kayba neden olur.
Intraserebroventrikiiler diisiik dozda kainik asit enjeksiyonu spesifik olarak
hipokampal CA3/CA4 bolgesinde néronal hasara neden olurken dozun yiikseltilmesi
ile CAl noronlarinda da kayip meydana gelir. Bu patern insan temporal lob
epilepsisine benzerdir. Lezyonlu taraftaki hipokampiisiin CA1 ndronlarinda inhibitor
postsinaptik potansiyellerin (IPSP) kayboldugu ve bu hiicrelerin anormal borst
aktivitesi gosterdikleri bulunmustur. Muhtemelen bu durum epilepsiye neden

olmaktadir (43).

KOK HUCRE

Kok hiicreler embriyonik donemden baglayarak fotal ve dogum sonrasi
yasamda doku ve organlarin gelisimleri ve idamelerinde énemli rol oynarlar. Kisaca
bir tanim yapmak gerekirse kok hiicre, asimetrik boliinerek ¢ogalabilme, boylelikle
kendilerini yenileyebilme ve kan, karaciger, kas, kikirdak, kemik ve benzeri daha pek
cok Ozellesmis gorevler iistlenen organlar1 olusturabilecek hiicrelere farklilagsabilme

ozelligine sahip hiicrelerdir.

Bir hiicreyi kok hiicre olarak tanimlamak i¢in bes temel 6zellige sahip olmasi
gerekir:

1) Uzun zaman dilimleri boyunca bdliinebilme ve yenilenebilme yetenegi.

2) Ozellesmemis olmasi.

3) Kok hiicreden elde edilen yavru hiicre 6zellesmis hiicrelere kaynaklik

edebilmesi (farklilagsma).

4) Hasar goren aliciya nakil sonrasinda kaynak dokuyu islevsel olarak

tekrardan ¢ogaltabilmesi.

5) In vivo ortamda doku hasarinin olmadig1 durumlarda bile farklilagmis

kusaklara katki saglamasi (44).

Kok Hiicre Cesitleri ve Kaynaklan

Kok hiicre esas olarak iki farkli kaynaktan elde edilir: Embriyonik gelisim
stirecinin erken donemlerinde blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen embriyonik

kok hiicreler ve embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilen kok hiicreler (44).
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Embriyonik Kok Hiicreler

Embriyonik kok hiicreler erken donemdeki memeli embriyosundaki kok
hiicrelerden elde edilen ve in vitro ortamda smirsiz ve farklilasmamis ¢ogalma
kapasitesine sahip pluripotent hiicrelerdir. Ilk olarak 1981 yilinda 3,5 giinliik
blastosistlerin i¢ hiicre kitlesinden siirekli olarak ¢ogalan fare embriyonik kok
hiicreleri elde edilmigtir. Daha sonra 1988 yilinda Thomson ve arkadaslari insan
embriyonik kok hiicre serilerinden yliksek diizeyde telomeraz aktivitesi eksprese
etmis ve her U¢ germ tabakasmma ait tiirevleri olusturma potansiyellerini
stirdiirmiiglerdir. Elde edilen embriyonik kok hiicre serileri ciddi kombine bagisiklik
yetmezligi olan 4 haftalik erkek farelere enjekte edildikten 7-8 hf sonra teratoma
olusturdugu goézlenmistir. Bu teratomlarda bagirsak epiteli(endoderm), kikirdak,
kemik, diiz kas (mezoderm) ve sinir epiteli, embriyonik ganglion hiicreleri
saptanmistir. Bunlara bagli olarak Thomson ve arkadaslar1 embriyonik kok
hiicrelerin mutlak 6zelliklerini {i¢ maddede siralamistir:

1) Preimplantasyon evresinde embriyondan elde edilme.

2) Uzun dénemde farklilasmadan ¢ogalabilme.

3) Uzun donem boyunca kiiltiirde tutulduktan sonra bile her li¢ germ tabakasinin
tiirevlerini olusturabilme potansiyeli.

Insan embriyonik kok hiicrelerinin en &nemli potansiyel kullanim sahasi
hiicrelerin ve dokularmn tretilmesidir. Kemiricilerdeki diyabet, Parkinson hastaligi,
miyokart enfarkti, omurilik zedelenmesi gibi hastalik modellerini tedavi etmek igin
bu kok hiicrelerin kullanimina iliskin artik genis capli goriis birligi mevcuttur. Oliver
Briistle ve arkadaslarmin yaptigi calisma embriyonik kok hiicre kaynakli noral
prekiirsorlerin fetal sicanin ventrikiillerine implante edilmesi sonrasi transplante
edilen hiicrelerin intraventrikiiler noroepitelyal yapilar1 olusturduklart  ve
oligodendrosit, astrosit ve noronlara farklilagtigini gostermistir (44).

Insan embriyosunun hiicre kaynagi olarak kullanilmasi ve terapotik klonlama
calismalar1 etik ve yasal agidan tartismalara neden oldugu icin bilim adamlar

alternatif kok hiicre kaynaklarina yonelmistir (44).

Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler
Etik ve yasal olarak tartismalara neden olan embriyonik kok hiicre calismalari

bilim adamlarini alternatif kok hiicre kaynaklarina yonlendirmis olup, bu amagla
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yapilan tiim ¢aligmalari ‘non-embriyonik kok hiicreler’ basligi altinda toplanabilir
(44).

Eriskin Kok Hiicreleri

Bir doku yada organdaki farklilagsmis hiicreler arasindaki farklilasmamis
hiicreler olup, kendisini yenileyebilen ve bulundugu doku, organin 6zellesmis hiicre
tipine doniisebilen hiicrelerdir. Yasayan organizmada bu hiicrelerin asil gorevi
bulunduklar1 dokuyu tamir etmek ve dokunun devamliligini saglamaktir. Ozellikle
hematopoietik kok hiicrelerinin farkli embriyonik kokenli hiicrelere kaynaklik
edebileceginin ortaya ¢ikmasiyla eriskin kok hiicrelerine yonelik arastirmalar biiyiik

ivme kazanmistir (44).

Hematopoietik Kok Hiicreler

Bu hiicreler eriskin insanlardan izole edilebilen az sayidaki kok hiicrelerden
biridir. Esas olarak kemik iliginde yerlesik olan hematopoietik kok hiicreleri
normalde fetiisiin karacigerinde, dalaginda, gobek kordonunda, plasentada ve eriskin
periferik kaninda bulunurlar. Bazi ¢alismalarda retroviral isaretleme yontemi
kullanilarak tek bir hematopoietik kok hiicrenin in vitro ortamda mezodermal,
noroektodermal, endodermal hiicre serilerine farklilastigi gosterilmistir. Ozellikle
sinir sisteminde bu hiicrelerin néronlara ve glial hiicrelere farklilasabildigi
gosterilmistir. Priller ve arkadaslarimin yaptig1 bir retroviral aracilikli ¢alismada
hematopoietik kok hiicreleri alici farelere nakledildikten 4 hafta sonra verici kaynakli
tamamen gelismis serebellar Purkinje ndronlart kaydedilmistir. Bu sonuglar
gelecekte travmada, enfarktta ve norodejeneratif hastaliklarin ilerlemesinin
engellenmesinde hematopoietik kok hiicrelerinin kullanilabilecegini gdstermektedir
(44).

Kemik iligi kok hiicreleri: Bu hiicreler son 30-40 yilin ilgi alanini olusturmus
olup dnceleri basta 16semiler olmak iizere ¢esitli hastalik durumlarinda kan sistemini
tekrar elde etmek amaciyla kullanilmigtir. Bugiin ise solid organ tiimdrlerinde,
dogumsal genetik hastaliklarda ve edinsel kan hastaliklarinda kullanilmaktadir.
Kemik iligi hiicrelerinin sadece kan hiicrelerine doniismedigi kas, beyin, karaciger ve
bobrek hiicrelerine doniisebildigi gosterilmistir. Giintimiizde biiylik ve karisik bir

hiicre grubu iginde az sayida bulunabilen kok hiicrelerin taninmasi i¢in floresanla
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aktive hiicre ayirma yontemi ortaya konmus olup insan hematopoetik kok hiicreleri
icin tanimlanmis ve klinik g¢aligmalarda temel olarak kullanilan yontem CD34
belirtecidir (44).

Periferik kan kok hiicreleri: Ozellikle aferez tekniklerindeki gelismeler ve
hematopoietik biiyiime faktorlerinin, mobilizasyon tekniklerine girmesiyle periferal
kandaki kok hiicrelerinin oranini arttirmak ve yeteri kadar kok hiicre elde etmek
miimkiin hale geldigi icin klinik nakillerde kullanilan hematopoietik hiicrelerin
birincil kaynaklar1 arasina periferal kan kok hiicreleri girmistir. Genel anestezi
riskinin olmamasi, invaziv islem gerektirmemesi, morbiditenin diisiik olmasit bu grup
kok hiicre kaynaklarini cazip hale getirmistir (44).

Gobek kordonu kok hiicreleri: 1980 yilinin baslarinda bilim adamlar1 gobek
kordon kaninda da kemik iligindekine benzer hiicrelerin bulundugunu fark etmeleri
ile birlikte belirli hastaliklarin tedavisinde bu hiicrelerin kullanilabilecegi fikrini
ortaya atmigtir ve gobek kordonu kok hiicreleri 1988 yilindan beri tedavi amaciyla
kullanilmaya baglanmistir. Bu hiicreler ile ilgili yapilmis c¢alismalar, kemik iligi
hiicrelerine oranla 10 kat kuvvetli oldugunu ve laboratuvar sartlarinda 100 katina
cikarilabildiklerini raporlamiglardir.

Ayn1 zamanda kordon kanindaki hiicrelerin olgunlasmamis ve bagisiklik
yoniinden zay1f olmasi nedeniyle hiicrelerin nakil sirasinda GVH (Graft Versus Host)
reaksiyonunu tetikleme olasiligi diisliktiir. Kordon kanindan elde edilen kok
hiicrelerin kullanildig1 hastaliklar arasinda Fanconi aplastik anemisi, ldsemi, meme

kanseri, aplastik anemi sayilabilir (44).

Stromal (Mezenkimal) Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler “destek hiicresi” ozelligi tasiyan, stromal kokenli,
eriskin kok hiicre tipidir. Bu hiicreler hematopoetik o6zellikte olmayan (non-
hematopoetik) pluripotent kok hiicrelerdir ve pek c¢ok degisik hiicre tiiriine
farklilasma yetenekleri vardir. Bircok dokudan elde edilebilirlikleri, sayica
cogalabilmeleri ve dayanikli olmalari nedeniyle tibbin bir ¢ok alaninda kullanim
potansiyeline sahiptirler. Biitiin bunlarin yaninda ¢ogunlukla immiin sistem iizerine
baskilayict 6zellik tasimalari, salgiladiklari ¢Oziiniir faktorler, hiicreler arasi veya

hiicre dis1 matriks ile yakin iliski halinde bulunmalar ilgiyle karsilanmaktadir (45).

16



Mezenkimal kok hiicrelerin dezavantaji elde edildikleri dokularda az sayida
bulunmalaridir. Bu durum temel bilim arastirmalarinda ve klinik kullanim
alanlarinda mezenkimal kok hiicrelerin in vitro ¢ogaltilmalarini1 gerekli kilar. Yine
karsilagilan bu durum yiiziinden hiicre kiiltiirii pasajlamalar ile maruz kalinan bir¢ok
uyarici faktor kok hiicrelerin biyolojik ve immiinfenotipik 6zelliklerinde farklanmaya
yol agabilir. Mezenkimal kok hiicreler ile yapilan ¢alismalarin biiyiik ¢ogunlugu in
vitro ¢alismalar olup, bu hiicrelerin tanimlanmis 6zelliklerinin biiyiik cogunlugu in
vivo Ozelliklerini yansitmaz. Kiiltiir ortamlarinda pasajlamaya bagli olarak hiicre
yaslanmasi, sitogenetik bozukluk ve diisik de olsa malign transformasyon riski
bulunmaktadir. Biitin bu durumlar mezenkimal kok hiicrelerin  klinik alan

uygulamalari agisindan dikkate alinmasi gereken 6zelliklerdir (45).

Mezenkimal kok hiicreler yag, kemik, kikirdak, kas, tendon, ligament gibi
hiicrelere farklilasabilen bag dokusu hiicreleridir. Bu hiicreler ilk kez Fridenstein
tarafindan 1976 yilinda tanimlanmiglardir. Fridenstein, kemik iligi kiiltiirlerinde
fotal buzagi serumu (FCS) kullanarak fibroblast benzeri hiicreler elde etmis daha
sonrada bu hiicrelerin kemik ve kikirdak hiicrelerine farklilasabilecegini gostermistir.
Onceleri CFU-F (Colony forming unit fibroblast) ve “Kemik iligi stromal
fibroblast”lar1 olarak anilan bu hiicrelere giiniimiizde arastirmacilar arasinda farkl

tanimlamalara yol agsa da, mezenkimal kok hiicreler (MKH) adi verilmektedir (45).

Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT), preklinik ¢aligmalar i¢in insan

MKH’lerini tanimlamada belli dlgiitler getirmistir. ISCT kriterlerine gore;

¢ “Kok hiicre” olarak isimlendirilmek yerine “mezenkimal stromal hiicre” veya

“multipotent mezenkimal stromal hiicre (MSC)” olarak isimlendirilmis

olmalar1 6nerilmistir.

1. MKH tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan baslica 6zellikler; (45)
Plastik yiizeye yapigsmasi (plastik adherens),

2. Stromal karakterde yiizey antijenlerinin ekspresyonu ve

3. Multipotent farklilagma potansiyelidir.
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Mezenkimal Kok Hiicre Kaynaklari

MKH’ler i¢in ana kaynak kemik iligidir. Kemik iliginde MKH’ler disinda
mezoderm kokenli hematopoetik ve endotel kok hiicreleri bulunur. Farkli
caligmalarda kemik iligi aspirasyonunda 1x10° mononiikleer hiicreye kars1 ortalama

2 ile 100 arasinda degisen sayida MKH mevcut oldugu gosterilmistir (45).

Kemik iligi disinda MKH kaynaklar1 olarak karaciger, kas dokusu, sinovial sivi,
kemik, periost, lipoaspirasyon materyalleri, gébek kordonu kani, gobek kordonu
stromasi, plasenta, amniyon sivisi, dis pulpast ve maksillofasial dokular

siralayabiliriz. Solid dokulardan enzimatik izolasyon yapilabilir.

Izole edilen hiicreler belirtildigi gibi fibroblastoid morfolojide olup, kiiltiir
kaplarina yapisabilen, ¢cok yonlii farklilasabilen ve spesifik ylizey belirleyicilerini

tasiyan hiicrelerdir.

Yapilan ¢aligmalarda kdken alinan doku tipine goére bu hiicrelerin farklilasma
ozellikleri ve fonksiyonlar1 bakimindan farklilik gosterebilecegi belirtilmistir. Bu
yiizden doku onarimlarinda o bolgeye spesifik doku kullaniminin daha avantajli

olacagi vurgulanmigtir (45).

Mezenkimal kok hiicrelerle yapilan calismalarda en gilincel konulardan biri
hiicrelerin dokularda yerlesimi ve nis bdlgelerinin incelenmesidir. Periferik kanda
osteojenik farklilagsma yetenegi olan nonhematopoetik ve MKH karakterinde hiicreler
oldugu gosterilmistir. Agir hasar olan durumlarda periferik kandan MKH izole
edilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, MKH’lerin dokularda perisitler
gibi perivaskiiler bolgede konumlandigini, komsu hiicrelerin olgunlasma, farklilasma

ya da sessiz kalma gibi hiicresel fonksiyonlarini kontrol ettigini gostermistir (45).

Mezenkimal kok hiicreler dokularda ¢ok az sayida bulunmaktadirlar. Hiicreler
diisiik konsantrasyonda koloni olustururken, yiiksek yogunlukta hiicre bulunan
ortamda yan yana dizilmis hiicre gruplar1 halinde bulunduklar1 gézlemlenmistir.
Mezenkimal kok hiicreler klinik uygulamalarda ve bilimsel arastirmalarda
kullanilabilmeleri i¢in in vitro g¢ogaltilmalar1 gereklidir. Bu hiicrelerin in vitro
cogaltildiklart zaman kiiltiirde farklilagma potansiyellerini ve fonksiyonlarini

koruduklari gosterilmistir (45).

18



Mezenkimal kok hiicrelerin uygun mikro ¢evre kosullari saglandiginda bir¢ok
hiicre tipine farklilasma potansiyelleri MKH’leri rejeneratif tip uygulamalarinda ilgi
cekici bir hale getirmistir. Cetinkaya (2009)’da 6zetlendigi {lizere vitro kosullarda
MKH’lerin; kondrojenik, adipojenik, osteojenik ve miyojenik farklilasma
potansiyelleri metin olarak gostermistir. Bunlara ilave olarak; MKH’lerin endotel
hiicreleri, pankreas beta hiicreleri, epitelyal hiicreler, hepatositler, ndroglial hiicrelere
de farklilasabildikleri gosterilmistir (45). Bunlar i¢inde, oOzellikle norona
farklilasmanin miimkiin olup olmadig1 halen arastirmacilar arasinda tartisma konusu
olsa da, noronal farklilagsmay1 aktive eden stimiilanlarla néronal antijenleri tagiyan ve
ndronal morfolojiye sahip hiicreler elde edilmistir. Fakat fonksiyon olarak ndron

ozelligi tasiy1p tasimadiklar1 kesinlik kazanmamustir.

Noronal farklilasma

Doku kiiltiir kaplar1 i¢indeki hiicreler tizerine DMEM-LG igerisinde 200 uM
BHA (biitillenmis hidroksianisol), 10 uM forskolin (FSK), 20 mM valproik asit
(VA), 2% DMSO, 25 mM KCI, 1uM hidrokortizon, 5 pg/ml insulin ve %1
pen/streptomisin ile hazirlanan farklilasma vasati ilave edilerek noronal farklilasma
stimiile edilir. 37°C ve %5 CO; kosullarinda inkiibasyona birakilir. Kirkbesinci
dakika ile 24. saat arasindaki morfolojik degisiklikler takip edilir.

Farklilasan hiicrelerin hedeflenen hiicrelerin  6zelliklerine sahip olup
olmadiklarim1 anlamak i¢in ndronal belirleyicilere yonelik histokimyasal,
immiinhistokimyasal veya immiinfloresan yontemler kullanilarak ekspresyon

analizleri yapilabilir. Ayrica karsilagtirmali gen ekspresyon analizleri kullanilabilir

(46).
Diger Eriskin Kok Hiicreleri

Son yillarda eriskin insan ve hayvanlarin beyin, kas, deri, sindirim sistemi,
kornea, retina, dis, karaciger ve pankreas gibi diger organlarindaki ve yag
dokularindaki, kok hiicrelere iliskin olarak yayinlanan raporlar viicudun kendi
dokularin1 yenileyebilme kabiliyeti konusuna yeni bir 151k tutmustur. Eriskin

dokularindaki kok hiicrelerin varligi niye bazi organlarin digerlerine gore daha fazla

19



yenilenebilme kabiliyetlerinin olduguna iligkin uzun zamandir ¢6ziilemeyen
bulmacaya potansiyel ¢oziimler liretmek i¢in bir ilk adim 6nermektedir. Eriskin kok

hiicrelerini ¢esitli tedavilerde kullanma fikri bazi nedenlerle giindeme gelmistir.
Bunlardan birincisi bu hiicrelerin bazi hiicre tiplerini i¢eren 6zgiin bir dokuya
kaynaklik etmesi, ikincisi baz1 hiicre tiplerinin hasarli dokuya ya da farkli bolgelere
g0¢ etmesi, t¢ilinciisii de bu hiicrelerin nakil sonrast diger hiicreleri hareketlendiren
biiyiime unsurlarin1 salgilamalaridir. Ornek olarak sinir kok hiicreleri kemirgen
beynindeki tiimoriin bulundugu boélgelere go¢ ederler. Bunun yaninda noral kok
hiicrelerin, ndron, astrosit, oligodendrositlere; adipoz dokudan elde edilen kok
hiicrelerin néron ve glial onciil hiicrelere; dis pulpasindan elde edilen hiicrelerin
noral benzeri hiicrelere; nazal kok hiicrelerin ve sklera kok hiicrelerinin sinir

hiicrelerine farklilastigi bilinmektedir (44).

Fetal Kok Hiicreler

Spontan sonlanmis veya ebeveynlerin izniyle hekimlerce yasal ve sistemli
olarak sonlandirilmis olan gebeliklerin sonucu fetiisten elde edilmektedir. Fetiisten
elde edilen kok hiicreler noral kok hiicreler, hematopoietik kok hiicreler,
kardiyomiyositler ve pankreas adacik onciil hiicreleri ile sinirlidir. Fetal noral kok
hiicre nakli ile ilgili yapilmis olan calismalar nakledilen hiicrelerin hayvanlarin
beynindeki normal sinyallere cevap verdigini, hasarli beyin hiicrelerinin yerini
aldiklarini ve yeni genlerle ¢ogaldiklarini gostermistir. 2001 yilinda Dr. Curt Freed
ve arkadaslari insan fetiisiinden elde edilen dopaminerjik néronlart 40 Parkinson
hastasinin putamenine bilateral olarak nakletmis ve klinik olarak olumlu sonuglar
alindigr bildirmistir (44). Fetal karaciger ve kan, hematopoietik kok hiicrelerin
zengin kaynagidir. Fetal hiicreleri igeren tedaviler kok hiicre tedavi yontemlerinin en

fazla tartisilan kismudir.

Kadavradan Elde Edilen Kok Hiicreler

Kadavradan elde edilen kemik iligi kok hiicrelerinin allojenik transplantasyonlar
icin uygun olabilecegini savunanlar olmakla birlikte Frade Gage ve ekibi degisik
yaglarda Olmiis insan kadavralarindan alinan 23 doku Orne§inden ndron
tiretebildiklerini agiklamistir. Arastirmacilar yeni hiicrelerin ¢ogalma hizinin Slen

kisinin yasiyla ters orantili oldugunu bildirmislerdir (44)

20



Partenogenez

Insan olmayan primatlarda yapilan arastirmalarda yumurta hiicresinin hig
dollenmeden boliinmesi saglanmistir. Partogenez (aseksiiel iireme) denen bu olay
sonrasi olusan hiicreler partenot olup bunlar atalarinin birer kopyasidir. Bu
aragtirmalar ile maymun yumurtalar1 blastosist evresine kadar in vitro partogenetik
gelisimlerini saglamislar ve pluripotent kok hiicre serisi olugturmuslardir. Elde edilen
hiicreler in vitro dopaminerjik ve seratonerjik ndronlara, diiz kas ve adipozitlere
farklilasmislardir. Ancak bu konuda da etik ve yasal olarak tartismalar devam

etmektedir (44).
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GEREC VE YONTEM

Bu arastirmaya Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Arastirmalar
Etik Kurulu 09.04.2013 tarih ve 2013/05 sayili toplantisinda alinan onay ile
baslanmistir. Calismadaki cerrahi islemler Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde uygulanmigtir. Kok hiicreler

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dali'nda elde edilmistir.

KEMIK iLiGi KOKENLI MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN
iZOLASYONU VE KULTURE EDILMESI

Mezenkimal kok hiicrelerin elde edilmesi i¢in 7 adet deneysel ¢alisma igin 30
adet (4-6 aylik yaklasik 200-250 gr agirliginda) Spraqua-Dawley cinsi disi si¢an
kullanildi. Siganlar ¢alisma siiresince standart sartlar altinda havalandirmali, sabit
1s1l1, % 50 + 5 nem oranina ve 12 saatlik aydinlik-karanlik siklusuna sahip laboratuar

kosullarinda barindirildi.

Mezenkimal Kok Hiicre Elde Edilmesi
Deneysel Uygulama

Mezenkimal kok hiicre elde edilmesi i¢in dondr olarak 7 adet disi sigan ketamin
HCl (Ketalar®, Eczacibasi) ve ksilazin (Rhompun®, Bayer) anestezisi altinda
sakrifiye edildi. Siganlarin femur mediiller kavitelerinden trabekiiler kemik pargalar
alindi. Trabekiiler kemik pargalar1 antibiyotik (penisilin streptomisin -250 ul) ve
DMEM/F-12K (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, A.B.D.) ¢ekilmis santrifiij tiiplerine
alind1. Hiicreler esit hacimdeki Ficoll soliisyonu iizerine tiip icerisinde yayildi. Elde
edilen soliisyondan mononiikleer hiicreleri ayirmak amaciyla dansite gradiyent
yontemi kullanilarak 900 devirde 30 dakika siire ile santrifiij edildi. DMEM ile 4 kez
yikama sonrasinda kemik yiizeyinin hiicresel materyallerden temizlenmesi amaciyla
enzimatik yikim i¢in 50 ml DMEM/F-12K, 250 pl penisilin streptomisin, 0.5 ml
esansiyel aminoasit ve 0,045 gr kollejenaz (Worthington, Lakewood, NJ, A.B.D.) 20
um capinda fitrelerden (Falcon, Franklin NJ, A.B.D.) gegirilerek hazirlandi. Kemik
pargaciklari bu soliisyon igerisinde 3-4 saat boyunca 37 °C derecede bekletildi.

Kemik pargalart % 0.9’ luk sodyum kloriir ile 4-5 kez yikandi. Enzimatik

yikimin durdurulmasi i¢in %10 fetal bovine serumu (FBS) (Atlanta Biologicals,

22



Atlanta, GA, A.B.D.) kullanildi. 0.5 ml glutamin, 0.5 ml esansiyel aminoasit, 250 ul
penisilin streptomisin ve 45 ml DMEM/F-12K igeren tam besiyeri (DMEM besi yeri)
hazirlandi. Kemik pargalar1 iginde tam besiyeri bulunan kiiltiir plakalarina ekildi.
Kiiltiir plakalarinda hiicreler %80 yogunluga eristiginde (yaklasik olarak 3-4 haftada)
9%0.251ik tripsin (Type II-S, Sigma, St. Louis, MO, A.B.D.) iceren EDTA soliisyonu

kullanilarak kiiltiir plakalarinin tabanina yapismis olan hiicrelerin kalkmasi saglandi.

Membran Olusturma

Elde edilen hiicreler 5 pasaja kadar cogaltildi. 5. pasaja ulasildiginda kiiltiir
plakalarinda hiicreler %80 yogunluga eristiginde (yaklasik olarak 3-4 hafta sonunda)
%0.25" lik tripsin (Type II-S, Sigma) iceren EDTA soliisyonu kullanilarak kiiltiir
plaklarin tabanina yapismis olan hiicrelerin kalkmasi saglandi. Mikroskop altinda
hemositometri sayimlari gergeklestirildi ve 2x10*h/cm? olacak sekilde 100 mm’ lik
petrilere ekildi. Indiiklenmemis kok hiicre igeren hiicre kiiltiirii icin DMEM besi
yerinin igine sadece 50 pg /ml olacak sekilde askorbik asit ilave edilerek besi yeri
hazirlandi.  Petrilerin  tabaninda olusan membranlarin  mikroskopik olarak
gosterilmesi ile hiicre kaziyicilarla (cell scraper) membrana zarar vermeden
kazinarak membranlar kaldirildi. Mikroskop altinda hemositometri sayimlari
gerceklestirildi. Siispanse edilen hiicreler cerrahi islemde kullanilmak iizere ve her
biri bir denekte kullanilmak iizere 1x 10°/ml konsantrasyonda 0,01 ml olacak sekilde

hazirlandi.

SICANLARDA DENEYSEL EPILEPSI MODELI OLUSTURULMASI

Kok hiicrelerin ekilecek hale gelmesinden 1 giin 6nce 30 sicana 12 saatlik aglik
sonrasinda genel anestezi saglamak i¢in sirayla ketamin HCI ( Ketalar®, Eczacibasi)
ve ksilazin (Rhompun®, Bayer) intraperitoneal yoldan verildi. Siganlar 4-5 dakika
sonra derin anestezi haline girdi. Daha sonra siganlar stereotaktik frame ile fikse
edildi (Resim 1). Steril sartlarda ve antibiyoterapi altinda skalpleri gozlerinin
iizerinden baslayip sirtiissii kisma kadar jiletle tiras edildi. Oncelikle skalpleri {izerine
elektrotlar yerlestirilerek elektroensefalografileri (EEG) ¢ekildi (Resim 2). Daha
sonra kafa derisi bistiiri yardimiyla 2-3 cm uzunlugunda vertikal insizyonla agilip
bregma noktasi bulundu. Sag hipokampusun koordinatlar: (bregmadan arkaya 6 mm,

saga 4,5 mm ve kafatasi ylizeyinden derine 7 mm) framede ayarlanarak minidril
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yardimiyla o bolgede kafatasina mini burrhole agildi. Burrholeden 10 ul'lik Hamilton
ignesiyle girilerek 0.2 png kainik asit (C1oH15sNOg4) intrahipokampal olarak verildi
(Resim 3). Ardindan cilt insizyonu dikildi epileptik aktivite elde edilince yine skalp
tizerine elektrotlar yerlestirilerek EEG ¢ekildi (Resim 4). Daha sonra siganlar normal

ortamlarina birakildi.

Resim 2. Siganlarin skalpleri izerinden EEG ¢ekimi
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Resim 3. Sag hipokampiise stereotaktik kainik asit enjeksiyonu

Resim 4. Kainik asit enjeksiyonu sonrast EEG ¢ekimi
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SICANLARIN GRUPLARA AYRILMASI VE KOK HUCRELERIN
EKILMESI

Kok hiicrelerin ekilmeye hazir olmasi ile intrahipokampal kainik asit
enjeksiyonu ile epilepsi modeli olusturdugumuz 30 si¢ani rastgele olarak 10’arli 3

gruba ayirdik.

Grup 1 (Kontrol grubu): Bu gruba epilepsi modeli olusturulduktan sonra baska

herhangi bir cerrahi islem uygulanmayan grup

Grup 2 (intrahipokampal kok hiicre verilen grup): Bu grupta epilepsi modeli
olusturulduktan 1 giin sonra intraperitoneal anestezi uygulanarak stereotaksi
esliginde eski kafa derisinin siitiirleri alinarak kafatasina ulasildi. Sag hipokampiise
ulagsmak igin eski burrhole kullanilarak 25 ul'lik Hamilton ignesi yardimiyla
intrahipokampal 1x10° kék hiicre ekildi. Ardindan insizyon yerleri dikilerek siganlar

normal ortamlarina birakildi.

Grup 3 (Intravaskiiler kok hiicre verilen grup): Epilepsi modeli olusturulduktan 1 giin
sonra intraperitoneal anestezi uygulanarak cerrahi olarak sag boyun anterolateralinde
cilt insizyonu olusturulmasi sonrasi cilt alti diseksiyonuyla sag karotid artere
ulagilarak 50 ul'lik Hamilton ignesiyle kontrollii bir sekilde intraarteriyel 1x10° kok
hiicre enjekte edildi (Resim 5). Ardindan insizyon yerleri dikilerek siganlar normal

ortamlarina birakildi.
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Resim 5. Sag karotid artere kok hiicre enjeksiyonu

Kok hiicrelerin ekilmesinden sonra siganlar kendi ortamlarinda yiyecek ve su
alimlar1 serbest olacak sekilde bekletildi. Kok hiicre ekimi sonrasi 4. hafta ve 8.
haftada tiim gruplarin intraperitoneal anestezi uygulanarak anestezinin 30.
dakikasindan sonra skalpleri tizerinden 20 dakika EEG kayitlari alindi. 8. hafta sonu
EEG kayitlar1 alindiktan sonra tiim gruplardaki siganlarin beyinleri dekortike

edilerek hipokampiisleri incelenmek iizere Histoloji Anabilim Dalina teslim edildi.

EEG KAYITLARININ ELDE EDIiLMESI VE iSTATISTIKSEL ANALIiZ

Siganlarin skalpleri tizerine EEG kaydi i¢in iki adet giimiis plaka kondu.
Topraklama amaciyla kuyruga 1 adet elektrot tespit edildi. Giimiis plakalar ince birer
kablo araciligiyla poligrafa baglandi. EEG kayitlar1 poligraf cihaz1 ve bioamplifier
kullanilarak elde edildi. Kaydedilen elektrofizyolojik veriler Chart v5.1 (AD
Instruments, Avustralya) yazilimi ve bu yazilimin makro 6zellikleri sayesinde birer
dakikalik dilimlere ayrildi. Dakika basina diisen spike sayisi ve spikelarin ortalama

amplitiidleri (peak to peak) bu yazilimin o&zellikleri sayesinde otomatik olarak
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hesaplatildi (Sekil 3). Her hayvan igin kayit islemi tekrarlandi. Elektrofizyolojik
kayitlarin tamami rakamsal verilere doniistliriildiikten sonra bu veriler SPSS
(Statistical Package for Social Sciences for Windows) 17.0 yazilimi kullanilarak
istatistiksel agidan degerlendirildi. Tiim veriler degerlendirilirken tanimlayici
istatistiksel metotlar (Say1, Yiizde, Ortalama, Standart sapma) kullanildi. Elde
ettigimiz veriler normal dagilima uydugu i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
kullanildi. Ayn1 zamanda grup varyanslarinin homojenligi analiz edildi ve homojen
olduklari saptandi. Gruplar arasindaki farklilig1 saptamak i¢in bagimlilarda Wilcoxon
W testi, bagimsiz karsilastirmalrda Mann-Whitney U testi kullanildi. Grafik ve metin
igerisinde kullanilan deney gruplarina ait degerler ortalama + standart hata (SEM)
olarak ifade edildi.

Calismamizda oOncelikle 30 adet sicana herhangi bir islem uygulanmadan
intraperitoneal anestezi sonrasi EEG kayitlar1 elde edildi. Epilepsi modeli
olusturduktan sonra nobet esnasinda EEG kayitlar1 alindi. 30 adet sigan rastgele
10'arh 3 gruba ayrilarak kok hiicrelerin ekilmesinden sonra tiim gruplarin 4. hafta ve
8. hafta sonunda intraperitoneal anestezi uygulanarak skalpleri iizerinden EEG

kayitlar1 alindi.
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Sekil 3. Epileptik aktivitenin spike frekanst ve amplitiid degerlerinin

hesaplanmasinda kullanilan kayit programinin islem pencerelerinden bir goriintii
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BULGULAR

1KAINIK ASIT KAYNAKLI EPILEPTIFORM AKTIVITENIN
INCELENMESI

Oncelikle tiim siganlarin epilepsi modeli olusturmadan EEG kayitlar1 alindi
(Sekil 4). Sag intrahipokampal kainik asit verilmesinden 2-6 dakika sonra si¢anlarda
sag on ckstremitede belirgin kasilmalar ve EEG kayitlarinda diken ve diken-dalga
formasyonlar1 goriilmeye baslandi. Bu aktivite verilen doz i¢in 180 dakikadan daha
uzun siirdil.

Kainik asit enjeksiyonundan hemen sonra ortalama 2-6 dakika siiren, bazal
aktiviteye gore daha diisiik genlikte dalgalarin goriildiigii sessiz bir donem olustu. Bu
dénemin sonunda ise genellikle belirgin bir ge¢is donemi olmadan ani diken dalgalar
ile epileptik siire¢ basladi. EEG'den siirekli olarak kayitlar alindi. Epileptik aktivite
kararli diizeye yaklasik 30 dakika i¢inde ulasti (Sekil 5). Sicanlar kendi iginde

degerlendirildiginde anlaml1 farklilik saptanmadi.
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Sekil 4. Epilepsi modeli olusturmadan ¢ekilen EEG goriintiisii
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Sekil 5. Epilepsi modeli olusturulduktan sonraki EEG goriintiisii

2. KOK HUCRE UYGULAMALARININ EPIiLEPTIFORM AKTIiVITE
UZERINE ETKILERIi

2.1 Grup I¢i Degerlerin Homojenliginin Karsilastirlmasi

Oncelikle 3 grubun 4.hafta ve 8.hafta sonunda cekilen EEG'lerinin spike
frekanslar1 (spike/dakika) ve ortalama amplitiid diizeyleri (uV) gruplarin kendi iginde
karsilastirildi. Grup varyanslarinin homojenligi analiz edildi. Bu analiz sonucunda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05), gruplarin homojen oldugu

saptand1. (Tablo 3).

Tablo 3: Gruplarin kendi iginde karsilastirilmasi.

Olgiim Gruplar Spike frekanslar1 Amplitiid diizeyleri (uV)
zamani (spike/dakika)
N p N p
4.hafta Grup 1 10 >0,05 10 >0,05
Grup 2 10 >0,05 10 >0,05
Grup 3 10 >0,05 10 >0,05
8.hafta Grup 1 10 >0,05 10 >0,05
Grup 2 10 >0,05 10 >0,05
Grup 3 10 >0,05 10 >0,05
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2.2 Gruplar Arasi Karsilastirmalar

Tim gruplarin 4.hafta ve 8.hafta sonunda ¢ekilen EEG'lerinin ortalama spike
frekanslar1 (spike/dakika) ve ortalama amplitiid diizeyleri (uV) hesaplandi (Tablo 4-
5).

Tablo 4: Gruplarin ortalama spike frekansi (spike/dakika)

Olgiim zamani Gruplar Mean Median SS
4 hafta Grup 1 24.96 25.00 1.27
Grup 2 12.86 12.77 0.92
Grup 3 23.78 23.86 1.77
8.hafta Grup 1 25.31 25.14 0.93
Grup 2 13.41 13.40 0.91
Grup 3 24.68 24.52 1.18

Tablo 5: Gruplarin ortalama amplitiid diizeyi (uV )

Olgiim zamani Gruplar Mean Median SS
4.hafta Grup 1 424.36 424.12 25.08
Grup 2 211.98 207.82 23.34

Grup 3 404.58 406.71 35,27

8.hafta Grup 1 436.20 443.88 29.82
Grup 2 216.93 214.74 26.31

Grup 3 416.05 408.11 38.64
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Her 3 grubun 4. hafta sonunda ¢ekilen EEG'lerinin ortalama spike frekanslarini
(spike/dakika) karsilagtirdik. Grup 2'nin (12,86 + 0,92 spike/dk) grup 1'e (24,96 +
1,27 spike/dk) gore ortalama spike frekansinda istatistiksel olarak anlamli bir
distikliik saptandi (p<0,01). Grup 3'in (23,78 + 1,77 spike/dk) grup 1'e (24,96 = 1,27
spike/dk) gore ortalama spike frekansinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
yoktu (p>0,05). Yine grup 2'nin (12,86 + 0,92 spike/dk) grup 3'e (23,78 + 1,77
spike/dk) gore ortalama spike frekansinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi (p>0,05) (Sekil 6).
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Sekil 6: Her 3 grubun 4. hafta sonunda ¢ekilen EEG'lerinin ortalama spike
frekanslarinin (spike/dakika) karsilastirilmasi. (Siitunlar aritmetik ortalamalari, siyah

cubuklar ise SS'yi gostermektedir.)
* p<0,01, ** p>0,05, *** p>0,05
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Her 3 grubun 8. hafta sonunda ¢ekilen EEG'lerinin ortalama spike frekanslarini
(spike/dakika) karsilastirdik. Grup 2'nin (13,41 £ 0,91 spike/dk), grup 1'e (25,31 +
0,93 spike/dk) gore ortalama spike frekansinda istatistiksel olarak anlamli bir
diisiikliik saptandi (p<0,01). Grup 3'iin (24,68 £ 1,18 spike/dk) grup 1'e (25,31 + 0,93
spike/dk) gore ortalama spike frekansinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
yoktu (p>0,05). Yine grup 2'nin (13,41 + 0,91 spike/dk) grup 3'e (24,68 + 1,18
spike/dk) gore ortalama spike frekansinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmadi (p>0,05) (Sekil 7).
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Sekil 7: Her 3 grubun 8. hafta sonunda ¢ekilen EEG'lerinin ortalama spike
frekanslarinin (spike/dakika) karsilastirilmasi. (Siitunlar aritmetik ortalamalari, Siyah

cubuklar ise SS'yi gostermektedir.)
* p<0,01, ** p>0,05, *** p>0,05
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Her 3 grubun 4. hafta sonunda c¢ekilen EEG'lerinin ortalama amplitiid
diizeylerini (uV) karsilastirdik. Grup 2'nin (211,98 + 23,34 uV), grup l'e (424,36 +
25,08 V) gore ortalama amplitiid diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir diistikliik
saptand1 (p<0,01). Grup 3'lin (404,58 + 35,27 uV), grup 1'e (424,36 + 25,08 pV)
gore ortalama amplitiid diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu
(p>0,05). Yine grup 2'nin (211,98 + 23,34 uV) grup 3'e (404,58 + 35,27 uV) gore
ortalama amplitiid diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi.

(p>0,05) (Sekil 8).

500 *| **A sorx |

450

400
350

300

mgrupl
250
mgrup 2
200

mgrup 3
150

100

50

0 T T T T T
grupl grup2 grupl grup3 grup2 grup3

Sekil 8: Her 3 grubun 4. hafta sonunda ¢ekilen EEG'lerinin ortalama amplitiid
diizeylerinin (uV) karsilastirilmasi. (Siitunlar aritmetik ortalamalari, siyah ¢ubuklar

ise SS'yi gostermektedir.)
* p<0,01, ** p>0,05, *** p>0,05
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Her 3 grubun 8. hafta sonunda c¢ekilen EEG'lerinin ortalama amplitiid
diizeylerini (uV) karsilagtirdik. Grup 2'nin (216,93 + 26,31 uV), grup 1'e (436,20 +
29,82 uV) gore ortalama amplitiid diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir diistikliik
saptand1 (p<0,01). Grup 3"lin (416,05 + 38,64 uV), grup 1'e (436,20 + 29,82 uV) gore
ortalama amplitiid diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu (p>0,05).
Yine grup 2'nin (216,93 £+ 26,31 uV), grup 3'e (416,05 + 38,64 uV) gore ortalama
amplitiid diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (p>0,05)
(Sekil 9).
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Sekil 9: Her 3 grubun 8. hafta sonunda gekilen EEG'lerinin ortalama amplitiid
diizeylerinin (uV) karsilagtirilmasi. (Stitunlar aritmetik ortalamalari, siyah ¢ubuklar

ise SS'yi gostermektedir.)
* p<0,01, ** p>0,05, *** p>0,05
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2.2 Gruplarin Kendi i¢inde Karsilastirilmasi

Gruplarmn kendi iginde 4. ve 8. hafta sonunda ¢ekilen EEG 'lerinin ortalama
spike frekanslarini (spike/dakika) karsilagtirdik. Grup 1'in 4. hafta sonuyla (24,96 +
1,27 spike/dk), 8. hafta sonu(25,31 + 0,93 spike/dk) arasindaki frekans degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05). Grup 2'nin 4. hafta sonuyla
(12,86 £ 0,92 spike/dk), 8. hafta sonu (13,41 + 0,91 spike/dk) arasinda da frekans
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05). Grup 3'iin de 4.
hafta sonu (23,78 + 1,77 spike/dk) ve 8. hafta sonu (24,68 + 1,18 spike/dk) arasinda ki
frekans degerlerinde de istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05) (Sekil
10).
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Sekil 10: Gruplarin kendi i¢inde 4. ve 8. hafta sonunda ¢ekilen EEG 'lerinin ortalama
spike frekans diizeylerinin karsilagtirilmasi. (Siitunlar aritmetik ortalamalari, siyah
cubuklar ise SS'yi gostermektedir.)

* p>0,05, ** p>0,05, *** p>0,05
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Gruplarin kendi iginde 4. ve 8. hafta sonunda ¢ekilen EEG 'lerinin ortalama
ortalama amplitiid diizeylerini (uV) karsilastirdik. Grup 1'in 4. hafta sonuyla (424,36 +
25,08 nV), 8. hafta sonu (436,20 + 29,82 V) arasindaki amplitiid degerlerinde
istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi (p>0,05). Grup 2'nin 4. hafta sonuyla
(211,98 + 23,34 pV), 8. hafta sonu (216,93 + 26,31 uV) arasinda da amplitiid degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05). Grup 3'iin de 4. hafta sonu
(404,58 + 35,27 uV) ve 8. hafta sonu (416,05 + 38,64 uV) arasinda ki amplitiid degerlerinde
de istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05) (Sekil 11).
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Sekil 11: Gruplarin kendi i¢inde 4. ve 8. hafta sonunda ¢ekilen EEG 'lerinin ortalama
amplitlid diizeylerinin karsilastiriimasi. (Stitunlar aritmetik ortalamalari, siyah
cubuklar ise SS'yi gostermektedir.)

* p>0,05, ** p>0,05, *** p>0,05
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TARTISMA

Epilepsi, sinir hiicre gruplarinin es zamanli ve kontrolsiiz desarj yapmalariyla
karakterize norolojik hastalik grubunun genel adidir. Yaygin olarak kullanilan
antiepileptik ilaglar giinliik olarak diizenli alindiginda bile hastalarin %30-40' inda
nobetler engellenememektedir. Tedaviye direncli, kalict ve uygunsuz ndbetleri olan
veya tedavinin agir yan etkilerinin oldugu uygun olgular i¢in epilepsi cerrahisi de bir
alternatiftir. Cerrahi tedaviye ragmen de direngli olgular goziikmektedir. Mevcut
tedavilerin ndbetleri tam olarak engelleyememesi yeni tedavi yoOntemlerinin

arastirtlmasina yol agmistir (47).

Biz de ¢alismamiza baslarken sik goriilen bir norolojik hastalik olan epilepside
yeni gelistirilmis bircok medikal tedaviye ve cesitli epilepsi cerrahisi tekniklerine
ragmen direngli olgu sayisinin hi¢ de az olmamasi  nedeniyle yeni tedavi
yontemlerine katkida bulunabilmeyi istedik. Bu amagla deneysel epilepsi modelinde
kok hiicre uygulamasinin elektroensefalografide iktal aktivite lizerine etkilerini

arastirdik.

Literatirde c¢ok sayida deneysel epilepsi modeline rastlanmaktadir. Iyi
karakterize edilmis hayvan modelleri epileptogenezisin altinda yatan temel
mekanizmalarin anlasilmasma olanak saglayabilmektedir. Ustelik bu modeller
epilepsi tedavisinde yeni tedavi edici yaklasimlarin belirlenmesinde de yararh
olabilmektedir (48). Elliden fazla nobet modeli bulunmakla birlikte baslica kullanilan
nobet modellerini; basit parsiyel ndbetler, kompleks parsiyel nobetler, jeneralize
tonik klonik noébetler, jeneralize absans ndbetler ve status epileptikus modelleri
olarak siniflandirabiliriz (41). Bizim de calismamizda segtigimiz kainik asitle
indiiklenmis sigan modeli insan mesial temporal lob epilepsisine diger temporal lob
epilepsi modellerinden daha ¢ok benzerlik gdstermektedir. Baslica ndron kaybi olan

bolgeler (dentat girusun hilusu ve CA1) aynidir (49).

Santral sinir sistemi hiicrelerinin rejenerasyon yeteneginin olmadigr 1928
yilinda Ramon tarafindan agikca belirtilmistir (50). Son yillara kadar kabul géren bu
gorlise ragmen son 10 yil i¢inde yapilan calismalar ile yetiskin travmatize edilmis

insan hipokampusunda da yeni noronlarin gelistigi gozlemlenmistir. 1998 yilinda
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Erikson ve ark. insan hipokampusunda dentat girusta yeni ndronlarin varligini
gostermistir (51). Ayrica kemik iliginden elde edilen kok hiicrelerin hasarli beyinde
noronal ve vaskiiler fenotipler olusturarak tamir siirecine yardim ettigi de
gosterilmistir (50). Bu olumlu gelismelere ragmen yetiskin santral sistemi i¢indeki
cok cesitli hiicrelerin bulunmasi, her bir hiicrenin goérevinin farkli olmasi daha isin
basinda hiicre temelli tedavilerin stratejisi i¢in ayr1 bir dezavantaj olusturmakta ve bu
tiir calismalar i¢in imit kirici olmaktaydi. Bununla birlikte yapilan ¢alismalarda iyi
hazirlanmis hiicrelerle dogru endikasyonlar ve kok hiicrelerin uygun yerlestirilmesi
ile baslangi¢ i¢in oldukga tatmin edici sonuglarin alinmaya bagladigi her gegen giin
artan yayinlarla da anlasilmaktadir. Son 10 yillik ¢aligmalara baktigimizda 6zellikle
kok hiicreler ile progenitor hiicrelerin yetigkin insan santral sinir sisteminde yapisal

noroplastisite potansiyeline sahip olduklar1 bir¢ok kez ispatlanmistir.

flaca direngli nobetlerle karakterize olan temporal lob epilepsi
norodejenerasyon, iyon kanal ekspresyonunda ve noéroplastisitede degisiklik ile
iligkilidir. Ciddi temporal lob epilepsinin iki ayirict 6zelliginden biri hipokampal
sklerozken (52) digeri GABAerjik internéronlarda kayiptir (53). Naegele ve ark. fetal
beyinden elde edilen noral projenitorlerin ilaca direngli ciddi TLE'de interndronlarin
yerine gegmede potansiyel hiicre kaynagi olduklarini bildirmistir (7). Xu ve ark.,
Alvarez-Dolado ve ark. ile Baraban ve ark. yaptiklari c¢aligmalarda  medial
ganglionik eminensten alinan fetus derivesi GABA'erjik projenitorleri kalitsal bir
epilepsi formu olan transjenik farelerin serebral korteksine implante ettiklerinde
inhibitor postsinaptik akimlari artirdiini ve ndbetlerin siklig1 ve siddetini basarili bir
sekilde azalttigini gostermislerdir (54, 55, 56). Dahasi TLE'si olan yetiskin
kemirgenlere fetal medial ganglionik eminens hiicreleri nakledildiginde
inflamasyonda azalma oldugu da Waldau ve ark. tarafindan gosterilmistir (57).
Yapilan caligmalarda tiim bu umut veren bulgulara ragmen insan fetal dokusunun
kullanilabilirligininin  kisith  olusu direncli epilepside terapdtik tedavilerin

gelistirilmesinde sinirliliga yol agmaktadir.

Biz de kainik asitle indiiklenmis temporal lob epilepsi modeli olusturdugumuz
calisgmamizda intrahipokampal ve intravaskiiler kok hiicre implantasyonun potansiyel

faydalarint EEG'deki iktal aktivite {izerine etkileri ile arastirdiimiz ¢aligmamizda
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transplantasyon sonrasi ¢ekilen EEG' lerde intrahipokampal kok hiicre uygulanan
grupta  epileptik desarjlarin frekans ve amplitiidlerinde kontrol grubuna gore
diisiikliik gdzlemledik. Intravaskiiler kok hiicre uygulanan grupta ise kontrol grubuna
gore epileptik desarjlarin  frekans ve amplitiidlerinde anlamli  farklilik

gozlemlemedik.

Kok hiicreler embriyodan, fetustan, gobek kordonundan ve yetiskinlerden elde
edilebilmektedir (58). Yetiskin kok hiicreler en ¢ok kemik iliginde bulunmaktadir.
Kemik iligi hematopoetik ve mezenkimal orijinli kok hiicreleri icermektedir (59).
Mezenkimal kok hiicre insanda genellikle siiperior iliak kanattan alinan kemik
iliginden elde edilir (60). Alternatif olarak femoral ve tibial medullar kisimlarindan
(61) ve torasik ve lomber vertebralardan da elde edilebilirler (62). Biz de
calismamizda mezenkimal kok hiicreleri sicanlarin femur medullar kemik iliginden

elde ederek kullandik.

Kemik iligi stroma hiicrelerinin osteoblast, kondrosit, adipozit, myoblast,
hepatosit, kardiyomyozit ve noral hiicrelere doniisebilme 0Ozelligi oldugu
bilinmektedir (63). Wislet-Gendebien ve ark. yaptigi 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 (64). Yine Liu ve ark. yaptig1 baska bir ¢aligmada embriyonik MKH’lerin
iskemik inme olan beyine uygulandiginda, néronal, astroglial ve endotelyal
isaretleyiciler kullanilarak farklilagmalar1 incelenmistir. MKH uygulamasindan 2 giin
gibi kisa bir siire sonra MKH’lerin beta-tubulin III, MAP2 ve ndrofilament gibi ¢ok
sayida noronal isaretleyiciyi eksprese ettigi goriilmiistir. Bu da embriyonik

MKH’nin de néronal farklilasmasinin oldugunu gostermektedir (65).

Uygun hiicre kiiltiir kosullarinda kemik iligi stromal hiicreleri olarak da
tanimlanan mezenkimal kok hiicrelerin néronal fenotipe doniisebildigi bilinmektedir.
(66, 67, 68, 69). Allojenik mezenkimal kok hiicre kullanimiin inme ve multipl
skleroz gibi norolojik hastaliklarda yiiksek giivenirlikte oldugu ve iistiin
Olgeklenebilirlik 6zelligine sahip oldugu da belirtilmistir (50). Biz de ¢alismamizda

otolog kok hiicre elde edilmesinin daha masrafli olusu ve uygulamada
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komplikasyona yol agma potansiyeli sebebiyle allojenik mezenkimal kdk hiicre

kullanmay1 tercih ettik.

Bang ve ark. otolog mezansimal kok hiicreler ile inme geg¢irmis 30 hasta
tizerinde kok hiicreleri IV yolla vererek yaptiklari ¢alisma sonucunda, bu tedavinin
fonksiyonel iyilesmeleri de saglayabilen giivenli bir yontem oldugunu bildirmistir

(70).

Paula S. ve ark yenidogan ratlarda hipoksik beyin hasarlanmasinin tedavisinde
insan umblikal kordon kani hiicrelerinin motor performans, uzaysal 6grenme ve
beyinde morfolojik degisiklikler {izerinde yaptig1 etkileri arastirdig1 caligmada ratlara
carotid arter okliizyonu uygulayarak hipoksik beyin hasarlanmasindan 24 saat sonra
intravendz olarak insan umblikal kordon kani hiicreleri vermis. 3 hafta siireyle
Morris Water Maze ve motor degerlendirme testlerine tabi tutulmus ve fonksiyonel
olarak kok hiicre grubunda uzaysal hafiza ve motor defisitlerin azaldig1 gézlenmis.
Yapilan polimeraz zincir reaksiyonu ve immiinofloresan ¢aligmalarda az miktarda
kok hiicrenin sican serebral dokusuna gectigini gostermistir (71). Diz E ve
arkadaglarinin yaptigi caligmada insan umblikal kordon kanindan elde edilmis
CD34+ kok hiicrelerin direkt transplante edilerek, nimodipinin verilmesi, deneysel
travmatik beyin hasari olusturulmus ratlarda akut olarak uygulanmis ve fonksiyonel
diizelmede en iyi sonuglar alinmistir. Kok hiicre uygulanan gruplarda histopatolojik
olarak ise noral diferansiyasyonu gosteren bulgular tespit edilmis ve transplantasyon
sonras1 noronal restorasyona ve fonksiyonel kayiplarin yeniden kazanilmasina katki

sagladigi gozlenmistir (72).

Zanier ER ve ark farelerde kontrollii kortikal hasar yaparak serebral travma
olusturmuslar. Travmatik hasardan 24 saat sonra farelere umblikal kordon kanindan
elde edilmis kok hiicre, travmanin oldugu tarafin karsisindan intraserebroventrikiiler
alana inflize edilmis. Travmadan bir ay sonra kok hiicre verilen grupta 6grenme
disfonksiyonlarinda ve serebral kontiizyon vdliimiinde azalma oldugu goézlenmis.
Kok hiicrelerin transplantasyonuyla norolojik fonksiyonlari iyilestirdigi, bu
progenitdr hiicrelerin mikroglia ve makrofaj tipine doniisebildigi ve glial skar

dokusunun inhibisyonunu saglayarak serebral dokunun yapilanmasinda norotrofik
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faktorlerin arttirllmasi ile serebral dokunun yapilanmasini sagladigi sonucuna

vartlmistir (73).

Mazzini ve ark. otolog kemik iliginden elde edilen hematopoetik hiicreleri 7
hastaya Th7-Th9 seviyesinde spinal kord igine yerlestirmistir. Ug yillik takip
sonucunda hastalarda belirgin kazanimlar oldugunu gostermis ve ALS hastaliginda
spinal kord icine otolog mezangimal kok hiicrelerin direkt enjeksiyonunun giivenli,
onemli akut veya kronik toksisite gostermeyen ve iyi tolere edilen bir yontem
oldugunu belirtmiglerdir (74). Kizilay Z. ve arkadaslarimin ¢aligmasinda, ratlara T9-
11 aras1 spinal kord tam kesisi yapmis ve insan umblikal kordon kanindan elde
ettikleri CD34+ kok hiicreler vermis, sonug olarak da kok hiicre verilen grubun diger
gruplara gore lokomotor sistem muayeneleri, BBB (Basso- Beattie- Bresnehan)
skorlamasi, rotarod performans testi ve ¢ift yonlii egik diizlem testinde daha anlamli

iyilesme saptanmustir (75).

Kok hiicrelerin gerek MS’te gerekse noroinflamatuvar hastaliklarda myelin

hasarini diizelterek remyelinizasyonu sagladiklar1 gosterilmistir (76).

Krivit 2004 yilinda allojenik hematopoetik kok hiicrelerin lizozomal depo
hastalikli ve lokodistrofili hastalar iizerinde kullanildigin1 bildirmis ve 500 olguluk
bir seri yaymlamistir. Sonuglar olduk¢a tatmin edicidir. Aynmi sekilde Krabbe’s
hastaliginda da insanlar iizerinde basarili kok hiicre uygulamalari bildirilmistir (50).
Kok hiicrelerin bu tip hastaliklarda yararli olmasinin nedeni kok hiicrelerin beyine
penetre olarak mikroglial hiicrelerin infiltrasyonuna eslik etmesi ve kaybolan

enzimlerin yerine gegmesine yardimci olmalaridir.

Yilmaz A ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada siganlarda sag siyatik sinir tam
kat kesisi sonrasi kordon kani kokenli Cd34+ kok hiicre uygulanmis vaskiiler greft
ile sarilarak 12 hafta sonunda elektron mikroskopisi yapilmis. Diger gruplara gore
kok hiicre uygulanan grupta hem akson hem de myelin kilif dejenerasyonunun

ilerlemedigi gosterilmistir (77).

Siraladigimiz bu Orneklerde oldugu gibi bir¢ok noérolojik hastalikta ve

norotravma sonrasit kok hiicre uygulamasi ile olumlu sonuglar alinmasi diger
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norolojik hastaliklarda da kok hiicre g¢alismalarina daha fazla 6nem verilmesi

gerektigini ortaya koymaktadir.

Hipokampal bolge son yillarda yapilan ¢alismalarda sikca ele alinmistir. Gale
ve arkadaslarinin klinikte hipokampal derin beyin stimulasyonu yerlestirilen 10 hasta
tizerinde uzun déonem yapilan ¢alismada direngli nébet oranlarinda yaklagik %30-90
oraninda bir azalma saptandigi gorilmiistir (78). Akman T ve arkadaslarinin
sicanlarda yaptigr penisilin G epilepsi modelinde, hipokampiise derin beyin
stimulasyonu esliginde elektriksel aktivite verilen si¢anlarda nobetin frekansinda,
sidddetinde ve diken dalga sayisinda belirgin azalmalar saptanmustir (79). Heetderks
ve arkadaglarinin yaptig1 kainik asit ile olusturulan sicanlarda deneysel epilepsi
modelinde hipokampal stimiilasyon ile belirgin olarak nébetlerde bir azalma oldugu
izlenmistir (80). Bu ¢alismalara ek olark absans epilepsili hayvanlarin hipokampus
bolgelerinde morfolojik degisiklikler saptanmistir. En goze carpan histopatolojik
degisikliklerin oldugu hipokampiis bolgesinin hem insan hem de sigcan modellerinde
ndbetlerin gelisiminde siddetli iliskisinin oldugu diisiiniilmektedir (81). insan ve
sicanlarda nobet aktivitesinden sonra Ozellikle hipoksi ile birlikte olan ndbetlerde
hipokampal bolgenin CA1 alt {initesinin ¢ok etkilendigi belirtilmistir (82). Biz de
calismamizda epilepsi modeli olusturmada ve kok hiicre uygulamasinda bu bolgeyi

hedef olarak sectik.

Epilepsiyle ilgili ¢alismalarda EEG (elektroensefalogram) ve ECoG
(elektrokortikogram) en cok kullanilan metoddur. Sacli deri (skalp) {iizerinden
kaydedilen beyin dalgalarma EEG, beyin korteksinin yiizeyinden yiizeyinden
makroelektrotlarla direk olarak kaydedilenlerede ECoG denir. Biz de ¢alismamizda
kok hiicre uygulamasinin iktal aktivite {izerine etkilerinin degerlendirilmesi ve

gruplar arasi farkliliklart incelemek amaciyla EEG kayitlar elde ettik.

Shen ve ark. 2010 yilinda yaptig1 sicanlarda kainik asit ile hipokampiiste
lezyon olusturduklar1 calismalarinda, hipokampiis ve amigdala aktivitesini
hipokampal kok hiicre transplantasyon sonrasi 4., 8. ve 24. hafta sonunda EEG ile
incelemisler. Hipokampal kok hiicre transplantasyonu yapilan si¢anlarin kontrol
grubuna gore epileptik dalga desarjlarinin frekansinda azalma ve desarjlarin

amplitiidlerinde %50 diisme saptanmis. 4. hafta sonu ile 8. ve 24. hafta sonlar
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¢ekilen EEG'ler arasinda da kayitlarda benzer paternler saptanmis. Shen ve
arkadaglar1 ¢aligmalarinin sonunda histopatolojik inceleme yapmis ve hipokampal
kok hiicre greftlemesinin aberan kainik asit lezyonu ile indiiklenen mossy liflerinin
filizlenmesini sinirladigi ve hasarli hipokampiisteki néron sayisinin eski haline

cikardigini belirtmis (83).

Chu ve ark. siganlarda pilokarpin ile temporal lob epilepsi modelinde
intravendz beta galaktozidaz ile isaretli insan noérol kok hiicre uygulamasinin
etkilerini incelemigler. Status epilepticus sonrast 1. giinde norol kok hiicreleri
vermigler. 28. ve 35. giinlerde kok hiicre verilmeyen grupta spontan rekurren
nobetler goriiliirken, kok hiicre verilen grupta spontan rekurren ndbetlerin siddetinde
kismi azalma saptamislar. Beta galaktozidazla isaretlenmis hiicreler 6 hafta sonra
yapilan histolojik incelemede beyinde hipokampiiste, dentat hilusta, subikulumda,

amigdalada ve piriform kortekste izlenmis (84).

Bizim galismamizda transplantasyon yapilmayan ve intravaskiiler kok hiicre
transplante edilen gruplarda rolatif olarak fazla sayida keskin dalgalar arasinda
yiiksek amplitiidlii ve multiform dalgalar izlendi. Hipokampal kok hiicre transplante
edilen grupta ise keskin dalgalar arasinda frekans1 3-10 Hz arasinda degisen diizenli
ve ritmik dalgalar izlendi. 4. hafta sonu ¢ekilen EEG kayitlariyla, 8. hafta sonu
cekilen EEG kayitlarinin paternlerinde anlamli farklilik saptanmadi. Bu sonuglar
hasar olusturulmus hipokampiise, hipokampal kok hiicre uygulamasiin epileptik
beyindeki desarjlar1 azaltabilecegini gostermektedir. Calismamiz Shen ve ark.
caligmasini destekler nitelikte olup, intravaskiiler kok hiicre uygulamalarinda daha

kapsamli ¢alismalar ve yeni yontemler gelistirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir.
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SONUC

Calismamizda sicanlarda epileptik beyinde hasarli hipokampiisiin onariminda
hipokampal ve intravaskiiler kok hiicre greftlemesinin potansiyel yararlarini,
olusturdugumuz kainik asitle indiiklenmis temporal lob epilepsi modelinde arastirdik.
Hipokampal kok hiicre transplantasyonu sonrasinda epileptik desarjlarin amplitiid ve
frekansinda diisiikliik gozlemledik. Intravaskiiler kok hiicre transplantasyonu yapilan
grupta ise kontrol grubuna gore fark olmadigini saptadik.

Sonug olarak bu ¢aligmada elde edilen veriler hasarli hipokampiise hipokampal
kok hiicre transplantasyonun iyilesme potansiyeline katki sagladiginin ve ndbet
kontroliinde yararli olabileceginin bir kanit1 olarak diisiiniilebilir.

Bizim de ¢alismamizda kullandigimiz mezenkimal kok hiicreler noral hiicrelere
donlisme yetenegine sahiptir, hasarli beyin dokusunu iyilestirebilir ve fonksiyonlarini
geriye dondiirebilir. Bu prensip ilerleyen donemlerde detayli calismalarla
incelenmelidir.

Bundan sonraki dénemlerde yapilacak yeni c¢alismalarla beraber kok hiicrenin
tedavisinin basta epilepsi olmak tizere diger tiim norolojik hastaliklarda tedavide yer

alabilecegi timidini tagimaktayiz.
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