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OZET

GEBE SICANLARDA VALPROIK ASiT KULLANIMININ FETUSTE NEDEN
OLDUGU MERKEZi SINIiR SISTEMi HASARINA KEMIK iLiGi KAYNAKLI
MEZENKIMAL KOK HUCRENIN ETKIiSi

Yilmaz HF, Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji ve

Embriyoloji (Tip) Program Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2018.

Epilepsi; kortikal noronlardaki anormal ve asir1 elektriksel desarj sonucu ortaya ¢ikan, ani
ve tekrarlayici tanimlanabilen bir olayla tetiklenmemis ndbetlerle karakterize bir hastaliktir.
Epilepsi hastalig1 tiim diinyada yaygin bir sekilde goriiliir. Higbir etnik fark, cinsiyet ayrimu,
yas smirt ve sosyal smif tamimayip, diinyada 50 milyon insani etkiledigi tahmin
edilmektedir. Epilepsi tedavisinde ¢esitli antiepileptik ilaglar kullanilmaktadir. Bunlardan
bazilar1 benzodiazepin, GABA (Gama aminobiitirik asit) analoglar1 ve hormonlardir.
Epilepsi tedavisinde kullanilan diger bir antiepileptik ilag¢ valproik asittir. Ancak valproik
asitin gebelikte kullanilimi ¢ok Onemli yan etkilere neden olmaktadir. En 6nemli yan
etkileri; spina bifida, myelomeningosel gibi ndéral tiip defektleri, kol ve bacak
malformasyonlari, dudak yarig, kardiyovaskiiler —malformasyonlar ve fasiyel
dismorfizimdir. Bu verilerden yola ¢ikarak bu g¢alismada gebe si¢anlarda valproik asitin
kullanimina bagli olarak fetiiste olusabilecek noral tiip defektlerine ve/veya diger konjenital
malformasyonlara, merkezi sinir sistemi hasarma kemik iligi kaynakli mezenkimal kok

hiicrelerin etkinligini arastirmay1 hedefledik.

Calismamizda 24 eriskin “Wistar Albino” disi sican gebeliklerinin 9. giinlerinde deney ve
kontrol olmak tizere 2 farkli gruba ayrildi. Deney grubundaki gebeliklerinin 9. giiniinde olan
16 sicanin 8’ine subkutan yolla valproik asit (VPA) enjekte edilirken diger 8’ine ise hem
VPA (subkutan6z) hem de si¢an kemik iliginden elde ettigimiz mezenkimal kok hiicreler
aym giin kuyruk veninden enjekte edildi. Kontrol grubunda olan 8 sicana ise gebeliklerinin
9. giiniinde kuyruk veninden Phosphate Buffered Saline (PBS) verildi. Calismaya dahil
edilen 24 adet “Wistar Albino” cinsi gebe sicandan gebeliklerinin 21. giiniinde alinan
fetiislerin  beyin ve omurilikleri ¢ikarildi. Tespit edildikten sonra bu dokular
Hematoksilen&Eozin ve Toluidin Blue O boyalar1 ile histokimyasal; S100b ile
immunohistokimyasal olarak incelendi.

Anahtar Kelimeler: Epilepsi, Valproik asit, Noral Tiip Defekti, Mezenkimal Kok Hiicre,
S100b.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF BONE MARROW-DERIVED MESENCYHMAL STEM CELL
TO CAUSE OF CENTRAL NERVE SYSTEM DAMAGE USE OF VALPROIC ACID
IN PREGNANT RATS

Yilmaz HF, Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Histology and
Embiyology Program M.Sc. Thesis, Aydin, 2018

Epilepsy is a disease characterized by seizures that are not triggered by a sudden and
recurrent episode that occurs in abnormal and excessive electrical discharge outcome in
cortical neurons. Epilepsy is widespread throughout the world, regardless of ethnic
background, age, gender, and social class. It is estimated that it affects 50 million people in
the world. Various antiepileptic drugs are used in the treatment of epilepsy. Some of these
are benzodiazepines, GABA (Gamma aminobutyric acid) analogs and hormones. Another
antiepileptic drug used in the treatment of epilepsy is valproic acid. However, valproic acid
has very important side effects in use in pregnancy. The most important side effects are
neural tube defects such as spina bifida, myelomeningocele, limb malformations, lip scars,
cardiovascular malformations and facial dysmorphism. We aimed to investigate the efficacy
of bone marrow-derived mesenchymal stem cells in the neural tube defects and / or other
congenital malformations that may occur in fetuses due to the use of valproic acid in

pregnant rats.

In our study, 2 different groups were assigned as treatment and control on the 9th day of 24
adult "Wistar Albino" female rat pregnancies. Valproic acid (VPA) was injected
subcutaneously into 8 of 16 rats on the 9th day of the pregnancies in the experimental group
while mesenchymal stem cells obtained from both the VPA (subcutaneous) and rat bone
marrow were injected into the other 8 via the tail vein on the same day. 8 rats in the control
group were given phosphate buffered saline (PBS) in the tail vein on day 9 of their
pregnancy. The brain and spinal cord of fetuses removed on the 21st day of 24 pregnant
"Wistar Albino" type included in the study. After tissue embedding, these tissues were
histological ~ stained with  Hematoxilen&Eosine and  Toluidine  Blue O;

immunohistochemically stained with S100b.

Key words: Epilepsy, valproic acid, neural tube defect, S100b, mesencyhmal stem cell.
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1. GIRIS

Epilepsi; noronlarin ara sira gelen (paroksismal), asir1 ve diizensiz bosalimlar ile
karakterize edilen ve beyinde birgok patolojik siirecin neden oldugu kompleks semptomlarla

goriilen bir hastaliktir (Browne ve Holmes, 2007).

Sinir dokusunun paroksismal ve diizensiz bosaliminin her derecede, her yasta, her

hastalik durumunda olusabilecegi ve sayisiz kosulda gelisebilecegi diistiniilmektedir

(Zenbilci, 1985).

Noronal membranlarin atesleme esigi, intrensek membran-esikdeger—stabilize edici
mekanizmalarin onleme kapasitesinin altina diistiigiinde noronlarda paroksismal bosalimlar
olusur. Bu atak bolgesel olabilecegi gibi beynin diger bolgelerine yayilim gosterebilir

(Browne ve Holmes, 2007).

Etiyolojisini etkileyen etkenler; metabolik, toksik, yapisal, enfeksiydz ve inflamatuar
nedenlere bagl olan akut merkezi sinir sistemi hasariyla ortaya ¢ikar (Osmangazi Tip
Dergisi, 2016).

Epilepsi insidanst yilda 20-50/100.000, aktif epilepsi prevelansi 4-10/1000 olarak
bildirilmistir (WHO, Epilepsy, February, 2016).

Epilepsi tedavisinde cesitli antiepileptik (antikonviilsan) ilaglar kullanilmaktadir.
Tedavide kullanilan antiepileptik ilaglardan biri de valproik asit / valproattir. Karma etkili
ve genis spektrumlu bir antiepileptik olan valproik asit, anormal elektriksel uyarilarin
beyinde yayilmasmi &nler. Epilepsi ndbetlerinin coguna etki gostermektedir. Ozellikle
infatil spazmlarda jeneralize tonik-klonik ndbetlerde basari ile kullanilmaktadir. Myoklonik

nobetlerin tedavisinde kullanilan en etkili antiepileptiktir (Mycek ve Ark, 1998).

Yapisal olarak santral sinir sisteminin ana inhibitér ndromediyatorii olan GABA’ya
(Gama Amino Butirik Asit) benzemektedir. Yiiksek dozda verildiginde GABA transaminaz
(GABA-T) enzimini inhibe ederek GABA yikimini azaltir ve sinapstaki diizeyini yiikseltir
(Kayaalp, 1998).

Hem voltaj bagimli sodyum kanallarindan hiicreye sodyum girisini inhibe eder hem

de GABAmimetik etkisiyle kloriir girisini kolaylagtirir. Bu iki mekanizmaya ek olarak



hiicrenin polarizasyonunu artirir ve uyarilabilirli§ini azaltir. GABAmimetik etkisi, voltaj
bagimli sodyum kanallar1 {izerine olan etkisine gore daha baskindir (Dokmeci, 2000).
Valproik asitin gebelikte kullanimmin embriyo ve fetiis lizerindeki teratojenik ve toksik

etkileri bilinmektedir (Ornoy, 2009).

Gebelikte valproik asit kullanimi1 sonucu fetiiste goriilen baglica malformasyonlar
noral tiip defektleri (NTD), iskelet anomalileri, lumbosakral meningomiyelosel, septo-optik

displazi ve konjenital kalp defektleridir (Ornoy, 2009).

[lk trimesterde valproik asit kullanimi sonrasi néral tiip defekti goriilme oran1 %3,8-

PR

9 arasinda degistigi gosterilmistir (Morrow ve Ark, 2006).

Noral tiip defekleri (NTD); ndral katlantilarin gelisimin 3. ve 4. haftalarinda anormal
sekilde kapanmasi ile ortaya ¢ikar. Meninksleri, vertebralari, kaslar1 ve deriyi de kapsayan
anomalilerdir (Sadler, 2011).

NTD etiyolojisinde c¢evresel ve beslenme faktorleri yer alir. Bazi ilaglar
meningomiyolosel riskini artirmaktadir. Bu ilaglardan birisi valproik asittir ve gelisimin 4.
haftasinda ndral kivrimlarin fiizyonu (kaynasmasi) sirasinda alindiginda NTD’lerine yol

acar (Moore ve Persaude, 2016).

Mezenkimal kok hiicre (MKH) eriskin kok hiicre tipidir. Stromal kdkenli olduklari
icin destek hiicresi 6zelligi tasirlar. Bircok dokudan elde edebilirler ve ¢ogalmaya elverisli
hiicrelerdir (Can, 2014). Aym1 zamanda MKH’ler hasarlanan dokunun onariminda ve
dokunun yenilenmesinde de oOnemli roller istlenmistir. Mezenkimal kok hiicreler
farklilasma ve onarim potansiyeli Ozelligiyle hiicresel tedavilerde tercih edilmektedir

(Caplan, 2008).

Bu bilgiler 15181inda siganlarda gebeligin 9. giinlinde valproik asit ve kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicre uygulamasinin fetiislerin beyin ve omuriliklerindeki

etkisini, histokimyasal ve immiinohistokimyasal yontemlerle gostermeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Epilepsi

Epilepsi; noronlarin ara sira gelen (paroksismal), asir1 ve diizensiz bosalimlar ile
karakterize ve beyinde bir¢cok patolojik siirecin neden oldugu kompleks semptomlarla

karakterize bir hastaliktir (Browne ve Holmes,2007).

Cok degisik sendromlar halinde, farkli etiyolojik nedenlerle ve merkezi sinir
sistemindeki degisik derecede ve tipte noron gruplarini igine alacak sekilde meydana
gelmektedir (Ertekin,1987).

Etyolojisini etkileyen etkenler; metabolik, toksik, yapisal, enfeksiy6z ve inflamatuar

nedenlere bagli olan akut santral sinir sistemi hasar nedeni ile ortaya ¢ikar (Osmangazi Tip

dergisi, 2016).

Sinir dokusunun ara sira gelen, asir1 ve diizensiz bosalimi, her derecede, her yasta,
her hastalik durumunda olusabilecegi ve sayisiz kosulda gelisebilecegi diistiniilmektedir

(Zenbilci, 1985).

Noronal membranlarin atesleme esigi, intrensek membran-esikdeger—stabilize edici
mekanizmalarin dnleme kapasitesinin altina diistiiglinde noronlarda paroksismal bosalimlar
olusur. Bu atak bolgesel olabilecegi gibi beynin diger bolgelerine yayilim gosterebilir

(Browne ve Holmes, 2007).

Epilepsi insidansi yilda 20-50/100.000, aktif epilepsi prevelans: 4-10/1000 olarak
bildirilmistir (WHO,2017).



2.1.1. Epilepsi Sendromlari Uluslararasi1 Simiflandirilmasi

Tablo 1: Epilepsi sendromlar1 uluslararasi siniflandirilmasi

I. Parsiyel (fokal, lokal) I1. Jeneralize nobetler I11. Siiflandirilamayan
nobetler epileptik nobetler
A. Basit parsiyel nobetler A. Absans (petit mal) nébetler
1. Motor belirtiler olanlar B. Miyoklonik nobetler

2. Duyusal belirtiler olanlar C. Tonik nobetler
3. Otonomik bulgu ve | D. Atonik nobetler
belirtiler olanlar E. Klonik ndbetler
4. Psisik semptomlular F. Tonik-klonik (grand mal)
B. Kompleks parsiyel nébetler | ndbetler
1. Basit parsiyel baslangic,
ardindan  gelisen  biling
bozuklugu
a) Sadece biling bozuklugu
b) Otomatizmlerle

C. Sekonder jeneralize
nobetlere doniisen parsiyel
nobetler

1. Jeneralize nobetlere donen
basit parsiyel nébetler

2. Jeneralize nobetlere donen
kompleks parsiyel nobetler

3. Jeneralize  nobetlere
donen, kompleks parsiyel
nobetlere  donilismiis  basit
parsiyel nobetler

*Ref.1’den modifiye edilmistir.

2.1.2. Epilepsi Tedavisinde Kullanilan ilaclar ve Etki Mekanizmalar

Tablo 2: Epilepsi tedavisinde kullanilan ilaglar ve etki mekanizmalari

Anti-Epileptik ilaclar Etki Mekanizmasi
Karbamazepin (Tegretol) AE
Klonazepam (Rivotril) AB
Diazepam (Diazem) AB
Etosiiksimid (Petimid) C
Gabapentin (Neurontin) B,D
Lamotrigin (Lamictal) A,B,D
Levetirasetam E
Okskarbazepin (Trileptal) A
Fenobarbital EA,B,D,E
Fenitoin (Epanutin) ABD,E
Mysolin (Primidone ) ABD,E
Tiagabin (Gabitril) A
Topiramat (Topamax) ABE
Valproik asit (Depakin, Convulex) AB
Zonisamid (zonegran) AC




A, sodyum akimlari; B, Gama-aminobiitirik asit-A-reseptorleri; C, T-kalsiyum

akimlari; D, Glutamat reseptor antagonisti; E, bilinmeyen (Browne ve Holmes, 2007).

2.2. Valproik Asit

Kimyadaki ad1 sodyum dipropilasetat olan, 5-8 atomlu karbon zinciri uzunluguna ve
antiepileptik aktiviteye sahip yag veya karboksilik asitler dizisinden biridir. Dallanma ve
doymamiglik ilacin aktivitesini 6nemli Slgiide degistirmezken etki siiresini arttirir. Ayrica

valproik asitin amid ve esterleri de aktif antiepileptik ajanlardir (Katzung, 1998).

Karma etkili ve genis spektrumlu bir antiepileptik olan valproik asit, anormal
elektriksel uyarilarin beyinde yayilmasin1 Onler. Epilepsi nobetlerinin ¢oguna etki
gostermektedir. Ozellikle infatil spazmlarda jeneralize tonik-klonik ndbetlerde basari ile

kullanilmaktadir. Myoklonik nébetlerin tedavisinde kullanilan en etkili antiepileptiktir.

Yapisal olarak merkezi sinir sisteminin ana inhibitér ndromediyatorii olan GABA’ya
benzemektedir. Yiiksek dozda verildiginde GABA transaminaz (GABA-T) enzimini inhibe
ederek GABA yikimini azaltir ve sinapstaki diizeyini yiikseltir (Kayaalp, 1998).

Hem voltaj bagimli sodyum kanallarindan hiicreye sodyum girisini inhibe eder hem
de GABAmimetik etkisiyle kloriir girisini kolaylagtirir. Bu iki mekanizmaya ek olarak
hiicrenin polarizasyonunu artirir ve uyarilabilirligini azaltir. GABAmimetik etkisi, voltaj

bagimli sodyum kanallar {izerine olan etkisine gore daha baskindir (Dokmeci, 2000).

Valproik asitin yaklasik olarak %90°1 plazma proteinlerine baglanir; %3 kadari
degisiklige ugramadan atilir; geri kalanmi karacigerde aktif metabolitlere cevrilir. P-450
sistemi tarafindan metabolize edilen valproik asit, fenobarbital metabolizmasini inhibe

ederek dolasimdaki barbitiirat konsantrasyonunu arttirmaktadir (Mycek ve Ark, 1998).

2.2.1. Valproik Asitin Etki Mekanizmasi

Valproik asitin antiepileptik aktivitesinin zamani, ana ilacin kan veya doku
seviyeleriyle iyi korele goriilmediginden hem aktif tiirler hem de valproik asitin etki
mekanizmasiyla ilgili nemli spekiilasyonlara yol agmaktadir. Valproik asit tipki fenitoin ve
karbamazepin gibi, terapotik olarak kiiltiirde ndronlarin yiliksek frekansli tekrarlayan

atiglarin1 devam ettirmektedir. Kismi nobetlere olan etkileri de sodyum akimlar {izerindeki



bu etkinin bir sonucu oldugu disiiniilmektedir. Ayn1 zamanda valproik asitin GABA
tizerindeki etkilerine de dikkat edilmelidir. Yapilan ¢alismalar valproik asit uygulamasindan
sonra beyinde GABA diizeylerinin arttigin1 gdstermistir, ancak bu artis mekanizmasi tam

olarak bilinmemektedir (D6kmeci, 2000).

Valproik asit glutamik asit dekarboksilazi (GAD) aktif hale getirir. Yiiksek
konsantrasyonlarda, beyinde GABA-T yi inhibe ederek GABA’nin siiksin semi aldehite
doniisiimiinii bloke eder ve sonug¢ olarak GABA seviyelerini yiikseltir. Ayrica yapilan
calismalar yiiksek konsantrasyonlarda valproik asitin membran potasyum etkinligini
arttirdig1 gostermistir. Dahasi, diisiik valproik asit konsantrasyonu membran potansiyellerini

hiperpolarize etme egilimi géstermektedir (Katzung,1998).

2.3. Sinir Sistemi Embriyolojisi
2.3.1. Embriyonik Germ Tabakalarinin Olusumu

Tiim embriyonik dokularin kaynagi olan {i¢ germ tabakasinin sekillenme siireci
gastrulasyon olarak adlandirilir ve gastrulasyon ile embriyoda aksiyal uyum tayin edilir. Bu
esnada bilaminar embriyonik disk trilaminar embriyonik diske doniisiir (Moore ve Persaud,
2016).

Epiblastin yilizeyinde primitif ¢izginin olugsmasiyla gastrulasyon baslar. Primitif ¢izgi
baslangigta ¢ok belirgin olmayip, embriyo sekil 1’de gorildiigii gibi 15-16 giinliik
oldugunda iki kiyis1 hafif kabarik dar bir oluk seklinde belirgin olarak goriiliir (Sadler,
2011).
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Sekil 1: Embriyonik germ tabakalarinin olusumu (Moore ve Persaude, 2016)

Epiblast hiicrelerinin ¢ogalmasi ve bu hiicrelerin embriyonun orta hattina gog
etmesiyle primitif ¢izgi olusur. Primitif ¢izginin kaudal ucuna hiicrelerin eklenmesiyle
kaudal yonde uzamaya devam ederken, kraniyal ucunda hiicrelerin ¢ogalmasiyla primitif
diigiim olusur. Bu esnada primitif ¢izgide primitif oluk denilen dar bir oluk gelisir. Primitif
oluk, primitif diigiimde meydana gelen ve primitif ¢ukur denilen bir ¢okiintii ile devam eder
(Moore ve Persaud, 2016).

Primitif ¢izgi bolgesine ulagan hiicreler yassi bir sise seklini alir ve epiblasttan

ayrilip, primitif oluk boyunca epiblastin altina dogru kayarlar. Hiicrelerin ice dogru olan bu



hareketine invajinasyon denir. Hiicrelerin gd¢ hareketi ve kendilerine has Ozellikler
kazanmalar1 primitif ¢izgide bulunan hiicrelerce yapilan fibroblast biiylime faktorii 8’in

(FGF8) kontrolii altinda gergeklesir (Sadler, 2011).

Primitif ¢izgi sekil 2’deki gibi belirdikten hemen sonra, primitif ¢izginin
derinlerindeki hiicreler ayrilir ve az miktarda kollajen (retikiiler) lifler iceren ekstraselliiler
matriks icerisinde yerlesmis kiigiik, igsi hiicrelerin gevsek bir sekilde dagilim gosterdigi
embriyonik bag dokusunu yani mezenkimi olusturur. Mezenkim, viicuttaki ¢cogu bag dokusu
ve bezlerin bag dokusu iskeleti gibi, embriyonun destek dokularini olusturur. Mezenkimin
bir boliimii embriyonik mezodermi meydana getiren mezoblasti olusturur. Primitif ¢izgi ve
primitif diiglimiin diger boliimlerindeki epiblast hiicreleri hipoblast arasina girerek vitelliis
kesesi tavaninda embriyonik endodermi meydana getirir. Embriyonik ektodermi ise epiblast

tabakasinda kalan hiicreler olusturur (Moore ve Persaud, 2016).
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Sekil 2: Embriyonik diskin tiglincii hafta boyunca uzamasi (Moore ve Persaude, 2016)

Gastrulasyon boyunca gelisimin daha sonraki agsamalarinda embriyonun tiim doku ve
organlariin gelisecegi lic germ yapraginin (ektoderm, mezoderm ve endoderm) kaynagi
epiblasttir. Epiblast ve hipoblast tabakalari arasina giren hiicrelerin sayisi arttikga, bu
hiicreler sefalik ve lateral yonlere dogru go¢ etmeye baslarlar. Zamanla hiicreler embriyonik
diskin sinirlarin1 asarak, yolk kesesi ve amniyon boslugunu orten ekstraembriyonik

mezodermle temas kurar (Sadler, 2011).



2.3.2. Notokord Olusumu

Mezenkimal hiicreler bir kismi primitif ¢izgi boyunca go¢ eder ve mezodermal hiicre

ozelligi kazanirlar. Bu mezodermal hiicreler daha sonra primitif diiglim ve primitif ¢ukurdan

kraniyale dogru go¢ eder ve orta ¢izgide sekil 3’te goriildiigli iizere notokord uzantisini

olusturur. Bu uzantida bir liimen olusur ve notokord kanali adini alir (Moore ve Persaud,

2016).
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Sekil 3: Notokord olusumu (Moore ve Persaude, 2016)



Hipoblast yerini primitif ¢izgi boyunca i¢ tarafa dogru hareket eden endoderm
hiicrelerine birakir ve notokordal plagin hiicreleri de cogalip endodermden ayrilirlar. Bunlar
daha sonra noral tiiplin altin1 déseyen ve aksiyal iskeletin tabanini olusturacak olan nihai
notokordu olustururlar. Notokordun uzamasi dinamik bir siire¢ oldugu i¢in, dnce kranial ug
olusur ve kaudal bolgeler de primitif ¢izgi daha kaudal bir pozisyon kazandik¢a yapiya
eklenir. Notokord ve prenotokordal hiicreler prekordal plaga dogru kranial yonde, primitif

cukura dogru kaudal yonde uzanirlar (Sadler, 2011).

Prekordal plak, gelecekte agiz boslugunun meydana gelecegi bolgede yerlesik olan
orofaringiyal membranin endodermine kaynak olur. Prekordal plak on beyin ve gozleri
iceren kraniyal yapilarin gelisiminin kontroliinii saglayan bir sinyal merkezi (Shh ve PAX6)
olarak goérev yapar. Primitif ¢izgi ve notokord uzantisinda bulunan mezenkimal hiicreler
embriyonik diskin sinirlarina ulasir. Endoderm ve ektoderm hiicreleri arasinda kraniyal ve
lateral yonde mezodermal hiicrelerin arasina goc¢ eder. Bu hiicreler amniyon kesesi ve
vitelliis kesesini saran ekstraembriyonik mezoderm ile devam eder (Moore ve Persaud,
2016).

Primitif ¢ukurun epiblasta girinti yaptig1 yerde noroenterik kanal gecici bir siire yolk
kesesi ile amniyon boslugunu birbirine baglar. Embriyonik diskin kaudal ucunda kloakal
membran olusur. Bu esnada, yolk kesesinin arka duvarinda baglant1 sapinin i¢ine uzanan
kiictik bir divertikiil belirir. Gelisimin 16. giiniinde olugan bu divertikiile allantois veya

allantoenterik divertikiil ad1 verilir (Sadler, 2011).

Intervertebral disklerin yapisina katilan notokord; embriyonun primordiyal
longitudinal eksenini tayin eder ve embriyoya sertlik verir. Merkezi sinir sisteminin ve kas,
iskelet yapilarinin gelisimi i¢in gerekli olan sinyallerin olusmasini saglar. Noroenterik kanal
notokordun gelisimi tamamlandiginda kapanir. Notokord, vitelliis kesesinin endoderminden
ayrilmasiyla endoderm tekrar siirekli bir tabaka haline gelir. Vertebralarin gdvdeleri
olustukca notokord dejenere olur, intervertebral disklerin nukleus pulpozusu i¢inde varligini
stirdiiriir. Gelisen notokord, iizerinde uzanan embriyonik ektodermin kalinlagmasini ve
merkezi sinir sisteminin primordiyumu olan néral plagin olusumunu uyarir (Moore ve
Persaud, 2016).
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2.3.3. Norulasyon ve Noral Tiip Olusumu

Noral plagin ve noral kivrimlarin olusumu, bu noral kivrimlarin birleserek noral tiipii
olusturmast nérulasyon esnasinda sekil 4’te meydana gelen olaylardir. Dérdiincii haftanin

sonunda kaudal néroporun kapanmasi ile bu olaylar tamamlanir (Moore ve Persaud, 2016).

Bu siire¢ noral plagin noral tiipe doniisme siirecidir. Ugiincii haftanin sonunda, néral
plagin lateral kenarlar: ytlikselerek noral katlantilar1 olusturur; bu noral katlantilarin arasinda
uzanan ¢ukura noral oluk denir. Noral katlantilar zamanla orta hat boyunca birbirlerine
yaklasip kaynasirlar. Kaynasma servikal bolgede besinci somit hizasinda baslayip, kranial

ve kaudal yonde devam eder ve noral tiip olusur (Sadler, 2011).

Sekil 4: Noral oluk ve ndral tiip olusumu (Sadler, 2011)

Notokord gelisirken {izerindeki embriyonik ektodermi kalinlagsma olusturmak igin

uyarir ve uzamis, kalinlasmis epitelyal hiicre plagi olan noral plak meydana gelir. Merkezi
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sinir sistemi, beyin ve omurilik noral plagin ektoderminden (ndroektoderm) gelisir.
Notokord uzadik¢a noral plak genisler, kraniyal yonde orofarengiyal membrana kadar ilerler

ve nihayetinde noral plak notokordun 6tesine uzanir (Moore ve Persaud, 2016).

Noral tipiin sefalik ve kaudal uglar1 kaynasma tamamlanana kadar amniyon
bosluguyla sirasiyla kraniyal ve kaudal noroporlar yoluyla iliskilerini stirdiiriirler. Kraniyal
noropor yaklasik yirmibesinci giinde (18-20 somit evresi), posterior ndroporda
yirmisekizinci glinde (25 somit evresi) kapanir. Noroporlarin kapanmasiyla norulasyon
tamamlanir. Merkezi sinir sistemi artik, dar bir kaudal kisim, omurilik ve ic¢inde birkag
dilatasyonunun, beyin keseciklerinin bulundugu daha genis bir sefalik par¢adan ibaret kapali

tiibiiler bir yapu ile temsil edilir (Sadler, 2011).

2.3.4. Noral Krest Olusumu

Noral tiipli olusturmak {izere noral kivrimlar birlestikge, her bir kivrimin i¢ kenari
boyunca uzanan bazi néroektodermal hiicreler epitel ile olan iligkilerini ve komsu hiicrelerle
olan baglantilarin1 kaybederler. Noral tiip ylizey ektoderminden ayrildik¢a, noral krest
hiicreleri noral tiip ile lizerinde uzanan ektodermi arasinda noral krest adi verilen diizensiz
ve yasstlagsmis bir kitle olusturur. Wnt/B-catenin uyarisi ile noral krestin gelisimi i¢in 6nemli

role sahip Gbx2 homeobox geni aktif hale gelir (Moore ve Persaud, 2016).

Noral krest adi verilen bu hiicre toplulugu, aktif migrasyonla néroektodermi terk
ederek altlarinda bulunan mezodermin i¢ine dogru go¢ ederlerken epitelyal 6zelliklerini
kaybederek mezenkimal hiicrelere doniisiirler. Noroektodermin govdesinde bulunan ndral
krest hiicreleri dorsal ve ventral yol olmak iizere iki yolu izleyerek c¢esitli hiicreleri
olustururlar. Ayni zamanda noral krest hiicreleri, noral tiip kapanmadan 6nce noral tiipii terk
ederek kranial noral katlantilardan da go¢ ederler. Bu hiicreler bas ve yiiz kemiklerinin, glial
hiicrelerin, kranial ganglion néronlarinin ve melanositlerin ve diger hiicre tiplerinin

olusumuna katilirlar (Sadler, 2011).

Noral plagin smirlarinin belirlenmesi ve epitelyal-mezenkimal degisimin olusacagi
yerlerin belirlenmesi i¢in, hem yiizey epiteli hem de epitel ile altindaki mezoderm hiicreleri
arasinda hiicre etkilesiminin gergeklesmesi gerekir. Hiicreler arasi bu etkilesimler Wnt,
Notch, FGF sinyal proteinleri ve kemik morfogenik proteinleri ile diizenlenir. Ayrica efrin

ad1 altinda toplanan molekiiller gé¢ eden noral krest hiicrelerinin yonlendirilmesinde 6nemli

12



bir rol oynar. Insanlarda gériilen bir¢ok hastalik noral krest hiicrelerinin hatal go¢ii ve/veya

farklismasi sonucu meydana gelmektedir (Moore ve Persaud, 2016).

2.3.5. Somitlerin Gelisimi

Baslangigta orta hattin her iki tarafinda ince ve gevsek bir doku halinde bulunan
mezodermal germ tabakasinin hiicreleri, yaklasik 17. giinde orta hatta yakin bolgelerde
cogalarak paraksiyel mezodermi olustururlar. Mezodermal tabakanin lateral kisimda
inceligini korumaya devam eden boliimiine lateral plak adi verilir. Hiicreler arasindaki
bosluklarin belirmesi ve bu bosluklarin daha sonra birlesmesiyle lateral plak iki tabakaya
boliiniir; amniyonu Orten mezodermle devam eden somatik ya da pariyetal mezoderm
tabakasi ve yolk kesesini 6rten mezodermle devam eden splanknik ya da visseral mezoderm

tabaka.

Bu iki tabaka birlikte embriyonun her iki yaninda ekstra embriyonik boslukla
devamlilik gosteren intraembriyonik boslugu c¢evreleyip paraksiyal mezoderm ve lateral

plaklar birbirine sekil 5°te intermedier mezoderm ile baglanir (Sadler,2011).

Ucgiincii haftanin sonuna dogru paraksiyal mezodermden farklilasip yogunlasarak
krania-kaudal olarak sirasi ile somit adi verilen kiibik cisim ¢iftlerine bdliinmeye baslar.

Geligmekte olan noral tlipilin her iki yaninda bu mezoderm bloklar1 yer almaktadir.

Insan gelisiminin somit evresi sirasinda (20-33. giin) yaklasik 38 ¢ift somit meydana
gelir; 5. Haftanin sonuna gelindiginde 42-44 c¢ift somit bulunur. Somitler 4. ve 5. haftalarda
cok belirgin olduklart i¢in embriyonun yasinin belirlenmesinde basvurulan Olciitlerden

biridir (Moore ve Persaud, 2016).

Somit ¢iftlerinin dordii oksipital, sekizi servikal, on ikisi torasik, besi lumbal, besi
sakral, sekiz-onu ise koksigealdir. Bir siire sonra birinci oksipital ve son 5-7 koksigeal
somitler kaybolur. Kalan somitler embriyonun aksiyal iskeletini olusturmaktadir. (Sadler,

2011).
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Sekil 5: Somitlerin gelisimi (Sadler, 2011)

2.3.6. Somitlerin Farklanmasi

Presomitik mezodermden olusan somitler baslangigta fibroblast benzeri mezodermal
bir hiicre yumag1 halinde olup bu hiicreler bir siire sonra bir epitelizasyon siirecine girerler.
Dordiincii haftanin basinda somitlerin ventral ve mediyal duvarlarinda bulunan hiicreler
epitelyal ozelliklerini kaybederek tekrar mezenkimal hiicreler haline gelip, noral tiip ve
notokordu c¢evrelemek lizere yer degistirip, vertebra ve kaburgalara farklanacak olan
skleratomu olustururlar. Somitin yukar1 bolgelerinin  dorsomediyal ve ventrolateral
kenarindaki hiicreler kas hiicrelerinin onciillerini olustururken bu iki grup arasindaki
hiicrelerde dermatomu olustururlar. Bu 6nciil kas grubuna ait hiicreler yeniden mezenkimal

0zellik kazandiktan sonra dermatomun altina gé¢ ederek dermamyotomu olustururlar.
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Her myotom ve dermatom inervasyonunu (sinir donanimi) hiicreler nereye goc etmis
olursa olsunlar koken aldig1 segmentten alir ve boylece her somit kendi skleretomunu, kendi

miyotomunu ve kendi dermatomunu meydana getirir (Sadler, 2011).

2.4. Anormal Norulasyon Sonucu Embriyoda Meydana Gelen Defektler

Merkezi sinir sisteminin primordiyumunu meydana getiren noral plak tcilinci
haftada olustugu ve noral kivrimlar ve noral tiipiin olusumunu baslattigindan, nérulasyon
sirasinda meydana gelen bozukluklar beyinde anensefali ve omurilikte spina bifida,
myelomeningosel gibi noral tlip defektleri, ayrica kol ve bacak malformasyonlari, dudak
yarigi, kardiyovaskiiler malformasyonlar ve fasiyel dismorfizim gibi ciddi anomalilere

neden olabilir (Moore ve Persaud, 2016).

2.4.1. Noral Tiip Defektleri

Noral tiiplin kapanmamasi sonucunda meydana gelen meninksleri, vertebralari,
kaslar1 ve deriyi de kapsayabilen anomalilere noral tiip defektleri denir (Sadler, 2011). Noral

tiip defektleri en sik goriilen konjenital anomaliler arasindadir (Moore ve Persaud, 2016).

Noral tiipilin servikal bolgenin kaudalinde kapanmamasi sonucu ortaya ¢ikan defekte
spina bfida denir. Sekil 6’da goriilen spina bfida kapanma siirecinde genetik ve/veya

cevresel etmenlere kars1 en duyarli bolge olan lumbosakral bolgede meydana gelmektedir.

Sekil 6: Noral tiiptin kapanmamasi sonucu meydana gelen spina bfida (Sadler, 2011)
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Noral tiipiin kranial bolgede kapanmamasi sonucunda sekil 7°de goriildigli gibi
beynin onemli bir boliimii olusamaz ve bu defekte anensefali denir. Anensefali 6limciil bir
defekt olmakla birlikte olgularin g¢ogu prenatal donemde saptanabilir ve gebelik
sonlandirilabilir (Sadler, 2011).

Sekil 7: Kranial bolgede kapanmama sonucu olusan anensefali (Sadler, 2011)

Embriyonun kivrilmast sirasinda noral plakta zorlanmaya sebep olan fleksiyon
derecesini etkileyen lezyonlara bagli olarak noéral tiip defektleri olusabilir. Spina bfidali
cocuklarda ise, lezyonun omuriligin hangi diizeyinde ve defektin derecesine bagli olarak
bazi norolojik fonksiyon kayiplart s6z konusudur. Noral tiip defektinin goriilme sikligi
bolgelere gore degisir ve bu degiskenlik c¢esitli genetik ve gevresel faktorlere baglidir. Bu
defektlerin %70’1 gebelik baslamadan 3 aylik siire ve gebelik boyunca giinde 400 pg folik

asit kullanimiyla biiylik oranda 6nlenebilir (Moore ve Persaud, 2016).

2.5. Merkezi Sinir Sistemi
2.5.1. Merkezi Sinir Sisteminin Organizasyonu

Merkezi sinir sistemi (MSS), kraniyal kavitede bulunan beyin ve vertebral kanal
icerisinde bulunan omurilikten meydana gelir. MSS, kafatas1 ve vertebralar tarafindan
korunur ve meninks ad1 verilen ii¢ bag dokusu membraniyla sarilir. Beyin ve omurilik i¢ iki
meningeal katman arasinda bulunan beyin omurilik sivist (BOS) i¢inde ylizer. Beyin
(Cerebrum); beyincik (Cerebellum) ve omurilikle (Medulla spinalis) birlesen beyin sapi alt

boliimlerinde ayrilir (Ross ve Pawlina, 2014).
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Alman kesitlerde beyin, beyincik ve omurilikte beyaz (ak madde/cevher) ve gri (gri
madde/cevher) kisimlar goriiliir. Bu farklilik, miyelinin MSS’deki dagilimmin farkli olmasi

sonucu olusur (Junqueira ve Carneiro, 2006).

2.5.2. Beynin Yapisi

Beyinde gri madde (cevher) dis katmani (korteksi), beyaz madde ise i¢ merkezi
kism1 (medullay1) meydana getirir. Beynin en dis katmanini olusturan serebral korteks,
sinapslarin bulundugu boélge olmakla birlikte sinir hiicre govdelerini, aksonlari, dendritleri
ve merkezi gliyal hiicreleri icerir. Kortekse ek olarak, beyin ve beyincigin derin
kisimlarinda bulunan gri cevher adaciklarina g¢ekirdek (nukleus) adi verilir (Ross ve

Pawlina, 2014).

Beyin korteksinde gri cevher, farkli boy ve sekillerde hiicrelerden olusan alt1 tabaka
olusturur ve beyin korteksinde bazi bolgelerde bulunan néronlar (duyusal) getirici uyarilara
yoneliktir; baska bolgelerde gotiiriicli (motor) ndronlar istemli hareketleri kontrol eden
motor uyarilar1 olusturur. Beyincik korteksinde dista molekiiler tabaka, ortada purkinje
hiicrelerinden olusan bir tabaka ve igte graniiler tabaka olmak iizere ii¢ tabaka bulunur.
Purkinje hiicrelerinin hiicre govdesi belirgindir ve dendritleri bir yelpaze goriintiisii
olusturacak sekilde c¢ok gelismistir. Bu dendritler biiyiikk Ol¢lide molekiiler tabakay1
doldurur ve molekiiler tabakada cekirdeklerin seyrek olmasinin sebebi budur. Graniiler
tabaka oldukga kiigiik néronlardan olusur (viicuttaki en kii¢iik hiicreler), bu noronlar hiicre
yogunlugu daha az olan molekiiler tabakanin tersine daha diizenli bir goriinlime sahiptir

(Jungueira ve Carneiro, 2006).

Gri cehver ile iliskili aksonal, dendritik ve gliyal uzanti agi noropil olarak
adlandirilir ve noropilin organizasyonu Luxol fast blue-PAS metodu ile gozlemlenebilir.
Beyaz cevher sadece sinir hiicrelerinin aksonlarini, aksonlarla iligkili gliyal hiicrelerini ve
kan damarlarini igerir. Bu aksonlar 6zel bir bolgeden gelen ya da 6zel bir bolgeye giden,
fonksiyonel olarak iligkili demetler halinde gruplanarak traktus adinmi alir (Ross ve Pawlina,
2014).
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2.5.2.1. Glia hiicreleri

Glial hiicrelerin sayis1 memelilerin beyninde noronlardan on kat daha fazladir;
ndronlarin aralarinda yerleserek hem sinir hiicrelerinin gévdesini hem de akson ve dendrit

uzantilarini sararak noron etkinligi i¢in gereken mikrogevreyi saglar (Junqueira ve Carneiro,

2006).

Glial hiicreler sadece mekanik olarak desteklik saglayan hiicreler degil, ayni
zamanda sinir hiicrelerine iletisimsel islevlerini yerine getirmelerine yardimci olan

metabolik olarak aktif elementlerdir (Fawcett, 1994).

Merkezi sinir sistemine ait (a) Astrositler, (b) Oligodendrositler, (c) Mikrogliyalar,
(d) Ependim hiicreleri olmak iizere dort tip glial hiicre (nérogliya) bulunmaktadir (Ross ve
Pawlina, 2014).

2.5.2.1.1. Astrositler

Astrositler, ¢ok sayida bulunan uzantilara sahip yildiz seklindeki hiicrelerdir ve
merkezi sinir sistemi ndronlarina fiziksel ve metabolit desteklik saglarlar. Noronlari kilcal

kan damarlarina ve pia mater’e baglar (Junqueira ve Carneiro, 2006).

Astrositler merkezi sinir sisteminde homeostazinin saglanmasinda O6nemli role

sahiptir (Fawcett, 1994).

Astrositler, destekleme islevine ek olarak noéronlarin iyonik ve kimyasal ortamini

kontrol eder (Junqueira ve Carneiro, 2006).

Potasyum iyonlar (K), glutamat ve GABA artmis ndronal aktivitenin sonucu olarak
ekstraseliiler boslukta birikir. Ekstraseliiler boslukta artan bu maddeler astrositlerce
temizlendigi disliniilmektedir. Astrositler, glia hiicreleri igerisinde sayica en fazla
bulunanidir; morfolojik ve fonksiyonel olarak kendine 6zgii farkliliklar gosterir (Fawcett,

1994).

2.5.2.1.1.1. Fibroz astrositler

Beynin beyaz cevherinde daha fazla bulunan ve az sayida, uzun, diiz uzantilara sahip

astrositlere denmektedir (Ross ve Pawlina, 2014).

18



2.5.2.1.1.2. Protoplazmik astrositler

Beynin gri cevherinde daha fazla bulunan ve ¢ok sayida kisa dallanmalar gosteren

uzantilara sahip astrositlere denmektedir (Junqueira ve Carneiro, 2006).

2.5.2.1.2. Oligodendrositler

Merkezi sinir sisteminde noronlarin elektriksel yalitimmni saglayan miyelin kilifin

olusturulmasindan sorumlu olan hiicrelerdir (Junqueira ve Carneiro, 2006).

Miyelin kilif, oligodendrosit plazma membraninin konsantrik tabakalar1 tarafindan
olusturulur. Astrositlerle karsilastirildiginda daha az uzantilar1 olan ve siklikla aksonlarin
arasinda yer alan kii¢iik hiicrelerdir. Tek bir oligodendrositin uzantilar1 bir aksonu ya da

yakin ¢evredeki birka¢ aksonu miyelinize edebilir (Ross ve Pawlina, 2014).

2.5.2.1.3. Ependim hiicreleri

Beyin ventrikiillerini ve omurilik orta kanalimi (santral kanal-canalis centralis)

doseyen prizmatik epitel hiicrelerdir (Junqueira ve Carneiro, 2006).

Tipik epitelden farkli olarak eksternal lamina ependim hiicrelerinde bulunmaz. Bu
hiicrelerin apikal yiizeylerinde bulunan silya ve mikrovilluslarca serebrospinal sivinin
hareketi ve emilimi saglanir. Ependim hiicreleri beyin ventrikiil sistemi i¢inde, komsu
kapiller halkalarindan kaynaklanan materyallerin taginmasini ve sekresyonunu yaparak
serebrospinal siviy1 iiretmek tlizere ileri bir modifikasyona ugramistir. Bu modifiye
ependimal hiicreler ve bu hiicrelerle iligkili kapillerlere koroid pleksus adi verilir (Ross ve

Pawlina, 2014).

2.5.2.1.4. Mikroglialar

Mikrogliyalar, merkezi sinir sistemi boyunca dagilmis kiigiik hiicrelerdir.
Oligodendrositlerle benzerlik gosterirler ancak oligodendrositlerden daha kiigiik ve daha

koyu renktedirler (Fawcett, 1994).

Yetiskinde MSS’de gliyal hiicrelerin yaklasik %5’in1 olusturan fagositik hiicrelerdir.
Mikrogliyalar hasar ve/veya hastalik bolgelerinde prolifere olarak aktif fagositotik hale

gelirler. Bu hiicrelere reaktif mikrogliyal hiicreler denir. Mikrogliyalar mononiiklear
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fagositik sistemin tiyesi olarak kabul edilir ve granulosit/monosit progenitor hiicrelerinden

(GMP) koken alirlar (Ross ve Pawlina, 2014).

Erigkin  MSS’de inflamasyon ve onarimda gorevlidirler. Mikrogliyalar
etkinlestiklerinde wuzantilarin1 geri c¢eker ve makrofajlarin morfolojik goériintimiine
biiriinerek, fagositik ve antijen sunan hiicreler olarak davranirlar. Bagisiklig1 diizenleyici
sitokinler salgilarlar ve MSS lezyonlarimin yol actigi hiicresel artiklar1 uzaklastirirlar

(Junqueira ve Carneiro, 2006).

2.5.3. Omuriligin Yapisi

Omurilik, direkt olarak beyin sap1 ile devamlilik gdsteren yassi ve silindirik bir
yapidir. 31 segmente boliinmiistiir (8 servikal, 12 torasik, 5 lombar, 5 sakral ve 1 koksigeal)
ve her segment 1 ¢ift spinal sinir ile baglantilidir. Her spinal sinir, omurilikdaki segmentine
posterior (dorsal) ya da anterior (ventral) kokler halinde gruplasmis birkag kokgiik ile
baglanmistir (Ross ve Pawlina, 2014).

Omurilikten enine kesit alindiginda ak cevher periferde, gri cevher ise H harfini
andiracak sekilde merkezde yer alir. Bu H harfinin yatay c¢izgisinde bir aciklik bulunur,
burast merkez kanaldir (Canalis centralis-santral kanal), bu yapi1 embriyonal noéral tiip
liimeninin kalintisidir. Bu merkez kanali ependim hiicreleri doser. H harfinin bacaklarinda
bulunan gri cevher, 6n boynuzlar1 olusturur ve burada spinal sinirlerin ventral koklerini
yapan aksonlara sahip olan motor ndronlar1 igerir. Gri cevher ayni1 zamanda arka boynuzlari
olusturur, burasi da spinal gangliyonlardaki néronlardan duyusal lifleri igerir. Omurilikteki,
ozellikle de biiyiikk motor noéronlarin yer aldigr 6n boynuzlardaki noronlar biiyiikk ve ¢ok

kutupludur (Junqueira ve Carneiro, 2006).

Gri cevher noronal hiicre gdvdelerini, aksonlarla birlikte dendritleri ve merkezi
norogliyay1 icerir. Gri cevherin i¢indeki noron hiicre govdelerinin (perikaryon) olusturdugu
fonksiyonel olarak iligkili gruplara ¢ekirdek (nukleus) ad1 verilir. Burada, ¢ekirdek terimi bir
grup noronal hiicre govdesi art1 lifler ve norogliya anlamina gelir. Merkezi sinir sistemi
cekirdekleri, periferik sinir sistemindeki (PSS) gangliyonlarn morfolojik ve fonksiyonel

olarak es degeridir. Sinapslar sadece gri cevherde bulunmaktadir (Ross ve Pawlina, 2014).
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2.5.4. Merkezi Sinir Sistemi Histolojisi

Merkezi sinir sistemi kafatasi ve omurga tarafindan korunur (Junqueira ve Carneiro,
2006). Ayni zamanda beyin ve omuriliku ardigik ii¢ bag dokusu membrani (meninksler);

dura mater, araknoid ve pia mater sarar (Ross ve Pawlina, 2014).

2.5.4.1. Meninksler
2.5.4.1.1. Dura mater

Spinal dura ve beynin ¢evresindeki kemik dokusu ile olan iligkileri farklilik gosterir.
Vertebral kanalin i¢ ylizeyi kendi cevresel bag dokusu tabakasi ile sarilir ve ayri bir
silindirik dural membran omuriligi gevsek bi¢imde sarar. Periost ve dura arasindaki epidural
bosluk gevsek bag dokusu, yag hiicreleri ve epidural vendz pleksus igerir. Duranin i¢ ylizeyi
mezenkim kokenli yassi hiicrelerle kaplidir ve her bir yan1 omurilika sikica bagli dentikulat
ligamentlerle ortiiliidiir. Genellikle dural kollagen lifler longitudinaldir ve serebral dura’dan

daha az elastik lif igerir (Fawcett, 1994).

Dura mater en distaki tabakadir (meninks) ve kafatasinin periosteumu ile devam
eder. Dura mater ince bir dura alti aralikla araknoidden ayrilir (Junqueira ve Carneiro,
2006).

Dura mater’in i¢ ylizeyindeki yaprak benzeri uzantilar beyin boliimleri arasinda
bolmeler olusturarak kraniyal kavite igerisindeki boliimleri destekler ve araknoidi beynin
bazi derin kisimlarina tasirlar. Spinal kanalda vertebralarin kendine ait periostlar1 vardir ve

dura mater omuriliku saran ayr1 bir tiip olusturur (Ross ve Pawlina, 2014).

2.5.4.1.2. Araknoid

Araknoid, duranin i¢ yiiziine komsu olan ince bir bag dokusu yapragidir (Ross ve
Pawlina, 2014). Araknoidin; dura materle temas halinde olan tabaka ve pia mater ile bu
tabakay1 birbirine tutturan trabekiil sistemi olmak iizere iki temel bileseni vardir.
Trabekiiller arasindaki bosluklar serebrospinal sivi ile dolu araknoid alt1 araligi olusturur.
Bu aralik, dura alt1 araliktan tamamen ayridir ve merkezi sinir sistemini travmadan koruyan

hidrolik bir yastik olusturur. Beyin ventrikiilleri ile baglanti olan araknoid, kan damari

21



icermeyen bag dokusundan olusur. Yiizey kismi dura materi 6rten epitelle ayni tip yassi

epitelle ortiliidir (Junqueira ve Carneiro, 2006).

2.5.4.1.3. Pia mater

Pia mater direkt olarak beynin ve omurilikin yiizeyinde yer alan ince bir bag dokusu
tabakasidir ve beyin ve omurilikun kan damarlarinin perivaskiiler bag dokusu kilifiyla
devamlilik gosterir. Araknoidin her iki ylizeyi, pia materin i¢ yiizeyi ve trabekiiller ince
yassi bir epitel tabakasi ile sarilir. Araknoid ve pia mater, kraniyal ve spinal sinirlerin dura

materden ¢iktiklart agikliklarin etrafinda kaynasirlar (Ross ve Pawlina, 2014).

Kan damarlar1 pia materle ortiilii tiineller boyunca merkezi sinir sistemine girerler ve
bu tiinellere damar ¢evresi araligi adi verilir. Kan damarlari kilcal damara doniismeden 6nce

pia mater kaybolur (Junqueira ve Carneiro, 2006).

2.5.4.2. Koroid pleksus ve beyin-omurilik sivisi/serebrospinal sivi

Koroid pleksus ventrikiillerin i¢ kismina sokulan pia materin, genislemis pencerelere
sahip kilcal kan damarlarindan zengin girintili ¢ikintili katlanmalariyla meydana gelir.
Ucgiincii ve dérdiincii ventrikiillerin tavaninda ve yan ventrikiil duvarmnin bir kisminda
bulunur. Koroid pleksus pia materin gevsek bag dokusundan olusur. Temel gorevi ¢ok az
miktarda kat1 madde iceren ve ventrikiilleri, omurilik merkez kanalini, araknoid alt1 aralig1
ve damar cevresi araligini tamamen dolduran serebrospinal siviy1 (beyin omurilik sivisi)
yapmaktir. Ayrica merkezi sinir sistemi metabolizmasinda énemli bir rol almakla beraber

mekanik darbelere karsi koruyucu islev gormektedir (Junqueira ve Carneiro, 2006).

Serebrospinal sivi berrak, diisiik yogunlukta (1004-1008 g/ml) ve protein igerigi ¢ok
az olan bir sividir (Fawcett, 1994). Serebrospinal sivi araknoid alt1 araliga girdigi yerden
itibaren ventrikiiller icinde dolasir. Buradaki araknoid villuslar beyin omurilik sivisinin

venodz dolasima geri emiliminde gdrevlidir (Junqueira ve Carneiro, 2006).
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2.6. Merkezi Sinir Sistemi Embriyolojisi
2.6.1. Omuriligin Gelisimi

Kapanan néral tiipin duvar1 néroepitelyal hiicrelerden olusur. Bu ndroepitelyal
hiicreler, duvarin tim kalinlig1 boyunca ilerleyerek kalin bir yalanci ¢ok katli silindirik

epitel olustururlar ( Sadler, 2011).

Bu néroepitel hiicreleri, ventrikiiler tabakay1 (ependimal tabaka) meydana getirirler
ve buradan medulla spinalis’teki biitiin ndronlar ve makrogliyal hiicreler (astrositler ve
oligodendrositler gibi ndérogliyal hiicrelerin biiyiik olanlar1) olusur. Noroepitel hiicrelerinin
dis kisimlarindan meydana gelen marginal tabaka kisa zamanda belirgin hale gelmektedir.
Bu bolge zamanla medulla spinalisten, spinal gangliyon ve beyinden gelen sinir hiicrelerinin
aksonlarindan medulla spinalis’in ak cevheri meydana gelir. Ventrikiiler tabakada bulunan
bazi noroepitel hiicreleri, noroblast adi verilen primordiyal noronlara farklanirlar ve
hiicreler, ventrikiiler ve marginal tabakalar arasindaki intermediyer tabaka’yr (manto

tabakas1) olustururlar (Moore ve Persaude, 2016).

Noroblastlar, uzantilarinin gelismesiyle beraber noronlara doniisiirler. Noroepitel
hiicreleri, noroblastlar1 olusturduktan sonra merkezi sinir sisteminin primordiyal destek
hiicreleri olan gliyoblastlara (spongiyoblastlara) farklilagirlar ve gliyoblastlar, ventrikiiler
tabakadan manto tabakasina go¢ ederler. Bazi gliyoblastlar, astroblastlara ve astroblastlar da
oligodendrositlere farklilagirlar. Noroepitel hiicreleri, noroblastlar1 ve gliyoblastlar

olusturur ve medulla spinalis’in santral kanalin1 déseyen ependimal hiicrelere doniisiirler

(Sadler, 2011).

Ak cevher ve gri cevher i¢inde dagilmig olan mikrogliya hiicreleri mezenkimal
hiicrelerden kokenlenirler ve fetal donemin daha gec evrelerinde 6zellikle kan damarlarinin
goriilmesiyle beraber merkezi sinir sistemine yayilirlar. Mikrogliya hiicreleri, kemik
iliginden kokenlenen ve mononiikleer fagositer sisteme ait olan hiicrelerdir. Noroepitel
hiicrelerinin proliferasyonu ve farklilasmasi medulla spinaliste kalin duvarlari, ince tavani
ve taban plagi olusturur. Medulla spinalis’in yan duvarlarinda olusan kalinlagsmayla her iki
tarafta sulcus limitans adi verilen yiizeyel longitudinal bir oluk meydana gelir. Bu oluk,
dorsal bdliim olan alar plagi, ventral boliim olan bazal plaktan ayirir. Alar ve bazal plaklar
daha sonraki afferent ve efferent fonksiyonlariyla iligkili oldugundan bu bolgesel 6nem arz
etmektedir (Moore ve Persaude, 2016).
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Bazal plaklar, ventral motor boynuz hiicrelerini igerir ve omuriligin motor
bolgelerini olustururken, alar plaklar ise duyu bdlgelerini olusturur. Noral tiibiin dorsal ve
ventral orta hat bolgelerinde ndroblastlar bulunmamaktadir. Ventral motor boynuz ve dorsal
duyu boynuzlariin yaninda bu iki bélge arasinda kiime olusturan bir grup néron, kiigiik bir
ara boynuz (intermediate boynuz) daha meydana getirir. Intermediate boynuzda otonom
sinir sisteminin sempatik kismina ait ndronlar bulunmakta ve bu yapiya sadece omurilik’un

torasik (T1-T12) ve iist lumbar (L2-L3) kisimlarinda rastlanmaktadir (Sadler, 2011).

2.6.2. Meninkslerin Gelisimi

Meninks ( beyin ve medulla spinalisi saran membransal zarlar) 20. ve 35. giinlerde
noral krest hiicrelerinin ve mezenkimal hiicrelerin noral tiipiin etrafina dogru gog¢ etmesiyle
meydana gelir. Bu membranin dis katmani, dura materi olusturmak iizere kalmlasir. I¢
katman ise pia mater ve araknoid materden olusur ve bu iki tabaka birlikte, ilerde
subaraknoid boslugu olusturacak olan i¢i sivi dolu bosluklar-leptomeninks olarak
adlandirilir. Beyin omurilik sivist (BOS yada serebrospinal sivi) ise 5. haftada olusmaya

baslar (Moore ve Persaude, 2016).

2.6.3. Beynin Gelisimi

Sirastyla motor ve duyu alanlarini temsil eden bazal ve alar plaklar, orta hattin her

iki yaninda yer alan rombensefalon ve mezensefalonda bulunurlar (Sadler, 2011).

Embriyo beyini 5.haftada hizla biiyiir ve bas kivrimui ile ventrale dogru biikiiliirken
iki onemli biikiintii (fleksura) ortaya cikar; mezensefalon bolgesinde bulunan orta beyin
fleksur ile medulla spinalis ve rombensefalonun gecis yerlerinde bulunan servikal fleksur’u

meydana getirir (Moore ve Persaude, 2016).

2.6.3.1. Rombensefalon: Arka beyin

Rombensefalon, beyin vezikiillerinin en kaudalinde yer alan myelensefalon ve
pontin fleksurdan rombensefalik istmusa kadar uzanan metensefalondan olusur (Sadler,
2011).
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Myelensefalon, medulla oblangata’y1i, metensefalon ise pons ve serebellumu
olustururken, rombensefalon’un boslugu ise 4. ventrikiil ve santral kanal halini alir (Moore

ve Persaude, 2016).

2.6.3.2. Myelensefalon

Medulla oblangata’y1 olusturan bir beyin vezikiili olmakla birlikte omurilik’tan

lateral duvarlarinin everte olmasiyla (tersine donmek) ayrilir (Sadler, 2011).

Myelensefalon’un kaudal kismi hem gelisim hem de yapisal olarak medulla
spinalis’e benzer. Noral tiip merkezindeki noral kanal, kii¢lik santral kanali meydana getirir.
Medulla spinalis’tekilerden farkli olarak, myelensefalon’daki alar plak’tan kdkenlenen
noroblastlar marginal tabakaya go¢ ederek lateral kisimda nucleus cuneatus, medial kisimda
nucleus gracilis adi verilen izole gri madde alanlarini olusturur. Myelensefalon’un rostal
kistmi (medulla’nin agik boliimii) genis ve olduk¢a yassidir. Medulla’nin duvarlarinin
laterale dogru hareketlenmesiyle alar plak’lar bazal plak’larin dis tarafinda yer alirlar.
Plaklarin yerlesimleri degisirken, motor c¢ekirdekler duyusal g¢ekirdeklerin i¢ tarafinda

gelisirler (Moore ve Persaude, 2016).

Myelensefalon’un tavan plagi, tek katli bir ependimal hiicre tabakas1 ve bu tabakanin
lizerini Orten vaskiiller mezenkimden yani pia mater’den olusur. Pia mater’in aktif
proliferasyonu nedeniyle, alttaki ventrikiiler bosluk ig¢ine dogru kesecik benzeri
invajinasyonlar uzanir. Bu piiskiil benzeri invajinasyonlar, beyin-omurilik sivisini iireten

koroid pleksusu olusturur (Sadler, 2011).

2.6.3.3. Metensefalon

Myelensefalon gibi metensefalon da bazal ve alar plaklarla karakterizedir. Fakat bu
bolgede iki yeni bilesen bulunur: (a) bir postiir ve hareket koordinasyonu merkezi gorevi
yapan serebellum ve (b) omurilik ile serebral ve serebellar korteksler arasinda uzanan sinir

liflerine zemin olusturan pons (Sadler, 2011).
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2.6.3.4. Mezensefalon (orta beyin)

Mezensefalon, arka beynin en kaudal kismi hari¢, en az degisime ugrayan beyin
bolgesidir. Noral kanal daralarak 3. ve 4. ventrikiilleri birbirine baglayan bir kanal olan

aqueductus cerebri’yi meydana getirir (Moore ve Persaude, 2016).

Mezensefalonun alar plaklari, baglangigta birbirinden yiizeysel bir orta hat
cokiikliigi ile ayrilmis iki uzunlamasina yikselti seklinde belirir. Gelisimin ilerleyen
evrelerinde, bu yiikseltiler transver bir oluk tarafindan anterior ve posterior kollikuluslara
boliiniir. Posterior kollikuluslar isitme reflekslerinin sinap yaptigi bir ara istasyon olarak
gorev yaparken, anterior kollikuluslar gorsel uyarilarin bir refleks ve korelasyon merkezi
olmasii saglarlar. Kollikuluslar, iist kisimdaki marjinal bolgeye go¢ eden nodroblast
dalgalar1 tarafindan olusturulurlar ve burada ¢ok katli tabakalar seklinde diizenlenirler

(Sadler, 2011).

2.6.3.5. Prosensefalon (én beyin)

Rostal ndropor kapandiginda 6n beyinin iki tarafi iizerinde optik vezikiil ad1 verilen
her iki lateral bolgede bir doku biiyiimesi goriiliir. Optik vezikiiller, optik sinirleri ve
retina’y1 meydana getirirler. Telensefalik vezikiil ad1 verilen ikinci bir ¢ift divertikiil dorsal
ve rostal olarak ortaya cikar ve bunlar serebral hemisferler’e ve iclerindeki bosluklar ise
lateral ventrikiiller’e doniisiir. Prosensefalon’un primordiyal serebral hemisferleri de
kapsayan rostral veya on bolimii telensefalon, kaudal ve arka bolimi ise diyensefalon
olarak adlandirilir. Diyensefalon boslugu ise 3. ventrikiile doniisiir (Moore ve Persaude,
2016).

2.6.3.6. Diensefalon: Tavan plag ve epifiz

Prosenfelanon’un orta kisminda gelisen diensefalon, bir tavan ve iki alar plagina
sahip olmasina ragmen taban ve bazal plaklar1i olmadigi diisliniiliir. Ancak bir orta hat
belirleyicisi olan sonic hedgehogun diensefalonun tabanindan eksprese edilmesi ilgi
cekicidir. Diensefalon’un tavan plagi, lizeri pia mater ile ortiilii tek sirali bir ependimal
hiicre tabakasindan olusur. Bu iki yap1 birlikte, 3. ventrikiiliin koroid pleksus’unu meydana

getirir. Tavan plaginin en kaudal boliimiinden pineal cisim veya epifiz gelisir (Sadler, 2011).

26



2.6.3.7. Telensefalon

Telensefalon, bir orta median bolim ve serebral vezikul adi verilen iki lateral
divertikiilden olusur. Bu vezikiiller, serebral hemisferler’in ilk sekilleridir (Moore ve

Persaude, 2016.

Telensefalon beyin vezikiillerinin en rostalinde bulunur. Hemisferlerin bosluklari
yani lateral ventrikiiller, diensefalon’un liimenine foramen monro (interventrikiiler foramen)

araciligiyla baglant1 kurar (Sadler, 2011).

2.7. Sicanda Sinir Sisteminin Kokeni ve Anatomisi

Insan ve sican embriyonik gelisimi arasindaki en énemli fark gebelik siiresidir. Bu
siire sicanda 21 giin, insanda yaklagik 267 giindiir. Fertilizasyon ve blastula sathalari

benzerlik gosterir (Hacialiogullari, 2005).

Sicanda intrauterin hayatin 8-14. giinleri organogenez donemi olarak kabul edilir

(Skosyreva, 1989).

Sicanda somit olusumu 9. giinde baslar ve 16. giinde tamamlanir. 4’{i oksipital, 8’1
servikal, 13’1 torakal, 6’s1 lumbal, 4’11 sakral, 30’u kaudal bolgede olmak tizere yaklasik 65
somit vardir (Soysal, 2010).

Sicanda omurilik karakteristik olarak, dorsal yarigin alt kisimlarinda piramidal
sekilli korkitospinal iplikler igerir. Sigan omuriliginin organizasyonu diger memeli tiirleri ile
oldukca benzerlik gosterir ve 8 servikal, 13 torakal, 6 lumbal ve 4 sakral segmentten

meydana gelir. (Soysal, 2010).

Sicanda da insanda oldugu gibi beyin; 6n beyin (prosensefalon-forebrain), orta beyin
(mesensefalon-midbrain) ve arka beyin (rhombensefalon-hindbrain) olusturacak sekilde
boliimlere ayrilir. Beynin en biiylik kismi olan 6n beyin, diensefalon ve telensefalon olarak
iki alt boliimde incelenir. Iki biiyiik serebral hemisferden olusan telensefalon beynin en
biiyiikk kismint olusturur. En 6nemli 6zellikleri; gyrus ve sulcuslar bulunmasi ve bulbus
olfactoriuslarin olduk¢a biiyiik olmasidir. Kortikal gri madde miktar1 ise ¢ok azdir

(Bayramigli ve Ark, 2005).
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Beyincik bol kivrimli bir goriiniimdedir. Orta, ortanin iki yaninda birer yan lob ve
kafatasinin periotik kapsiiliin i¢cinde bulunan paraflokiiler loblar olarak 5 ayri bdliimden
olusur. Paraflokiiler loblar kemirgenlere 6zgii bir 6zelliktir. Beyin ventrikiilleri insandakine

benzer 6zelliktedir ve 12 ¢ift cranial sinir vardir ( Bayramigli, 2005).

2.8. Beyine 6zgii Baz1 Belirtecler ve Biyokimyasal Ozellikleri

Sinir sistemindeki belirtecler, beyine 6zgili proteinleri travmatik, infeksiyoz ve
dejeneratif kaynakli bircok noropatolojide yer almaktadir. Sinir sistemindeki bu belirtegler

risk tayininde ve tedavi hedeflerinin belirlenmesinde 6nemlidir (Regan, 1980).

2.8.1. 14-3-3 Protein Ailesi

Farkli genler tarafindan kodlanan, olduk¢a homolog proteinleri kapsar. Beyinde
oldukca yaygin olmalarinin yanisira tiim dokularda bulunurlar. Baslica fonksiyonu sinir
sisteminin hiicresel farklilasmasi, enzim aktivitesi, protein-protein etkilesimi, ndronlarin

biiyiime ve farklilasmasinin diizenlenmesi yer alir (Fu H. Ve Ark, 2000).

2.8.2. 14-3-2 Protein Ailesi (NSE) Noron Spesifik Enolaz

Asidik ve suda ¢oziinebilir bir protein olan NSE, glikolitik enolaz aktivitesine sahip
ve noron spesifik enolaz olarak adlandirilmistir. Baglica néronlar, dorsal kok ganglionlari,
otonom ganglionlar ve néroendokrin sistemde lokalizasyon gosterir (Marangos PJ, 1987).
NSE sinir sisteminin hiicresel farklilagmasinda rol oynar. Bu nedenle néroendokrin sistem
ve sinir sistemi gelisiminin ve bozukluklarinin izlenmesinde 6nemlidir (Lima JE ve Ark,

2004).

2.8.3. 5100

Kalsiyum baglayici protein ailesinin en genis alt grubunu olusturan kiigiik ve asidik

proteinlerdit (Donato R, 2001).

Hiicre i¢inde kinazlarin aktivasyonunu engelleyerek protein fosforilasyonunu inhibe
ederler; enzimlerin aktivasyonu veya inhibisyonunda rol alirlar; ara filamentler ile

etkileserek hiicre iskelet olusumunda 6nemlidirler. Ayrica hiicre biiyiimesi ve farklilagmasi,

28



hiicre dongiisii, transkripsiyon, sinyal iletimi ve kalsiyum dengesinin diizenlenmesinde

gorev alirlar.

2.8.3.1. S100b

S100b 10.5 kDa agirliginda bir S100 proteinidir, en fazla beyinde astrositlerde
eksprese edilmektedir. Genellikle kalsiyum bagimli etki gosterip kalsiyum baglandiktan
sonra bicimsel degisiklige ugrar ve hedef proteinle etkilesim gosterir. Zarlar ve iskelet
elemanlari ile iligkilidir; mikrotiibiil ve tip III ara flamentlerin bir araya gelmesinde rol alir.
Bazi enzim aktivitelerinin ve hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde gorev yapar

(Heizmann C., 2002, Donato R. Ve ark., 2009).

Hiicreler arasi alanda diisik yogunlukta S100b, ndron biiylimesi ve astrosit
proliferasyonunu uyarir. Bu yapici etki Ras-MAPK veya Cdc42/Rac yolaklarinin ileri
glikozilasyon firiinleri reseptorii (RAGE) bagimli aktivasyonu ile NFkB’nin( niikleer kappa
B faktorii) niikleer translokasyonu {izerinden gergeklesir. Ancak yiiksek yogunlukta S100b,
apopitozise bagl olarak néron ve astrosit 6liimiine neden olur (Donato R., 2003, Donato R,
ve ark., 2009, Huttunen, HJ ve ark. 2000).

S100b timor baskilayici protein p53’iin fonksiyonunu inhibe eder; mitojenik
kinazlarin (Ndr ve Akt, protein kinazB) aktivitesini artirarak hiicre proliferasyonu ve
farklilagmasinda rol oynar. Sinaptik esnekligi diizenler, 6grenme ve bellek olusumunda

etkin rol aldig1 bildirilmistir (Donato R.,2001, Heizmann C.,2002 ve Donato R. ,2003).

2.8.4. Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP)

Astroglialara 6zgii kiigiik ve asidik, Tip III ara filament proteinidir. Ara filament
proteinler, 8-10 nm’lik fibroz proteinlerdir; sitoplazmik alan organizasyonu, hiicre
iskeletinin olusmas1 ve hiicre hareketinin saglanmasinda rol oynamaktadir (Lazarides E.,

1982).

a, B, v, o ve € olmak iizere en az bes izoformu vardir. a izoformu astroglialarda en

fazla bulunur (Inagaki M. Ve ark.,1990, Reeves SA ve ark., 1989).
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Hiicre yapi ve hareketi, mitoz, sinyal iletimi, kan-beyin bariyerinin fonksiyonel
olmas1 gibi bir¢ok hiicresel olayda rolii vardir. GFAP astrositlerin mekanik dayanikliligim

saglamaktadir (Goss JR ve ark.,1991).

2.8.5. Miyelin bazik proteini (MBP)

Beyine 6zgii diger proteinlerin aksine bazik bir proteindir (pH 10.5). Merkezi sinir
sisteminde miyelin olusumunda ve miyelinin ¢ok katli siki yapisinin stabilizasyonda

gorevlidir (Martini R ve ark.,1995).

2.8.6. N-asetil-L-aspartat (NAA)

Noron ve glialarin progenitdr hiicrelerinde yaygi olarak bulunan ve yikimu
oligodendrositler ile diizenlene asidik bir aminoasittir. Noronal fonksiyonda ve biitlinligiin

saglanmasinda gorevlidir (Baslow MH, 2003).

2.9. Kok Hiicre

Kendini yenileyebilme, uzun siire boliinebilme ve gereksinime gore farklilasarak

farkli doku hiicrelerine dontisebilme 6zelligine sahip hiicrelere "kok hiicre" denir.

Farklilasmamis kok hiicrelerin, kendi karakteristik 6zelligini tasiyabilen en az bir
benzer hiicre olusturabilme, tek bir hiicreden birden fazla hiicreye farklilasma ve bir

dokunun islevsel olarak yeniden yapilandirilmasin1 saglayabilme ozellikleri vardir

(Weissman IL, 2000).

Bir dokudan elde edilen kok hiicrelerin, uygun uyarilarla ve uygun ortamda farkli
dokularin hiicrelerine doniisebilme yetenekleri ( plastisite ) vardir (Vescovi A, Gritti A,
Cossu G, Galli R. 2002).

Kok hiicrelerin bazilart gelisimin ilk {i¢ ayinda anne karnindaki canlinin
olugsmasinda, dokularin ve organlarin sekillenmesinde gorev alirken; bazilar1 da
organizmada yillarca sessiz kalarak gerekti§i zaman faaliyet gosterir. Dolayisiyla kok
hiicreleri siniflandirirken embriyo donemine ait kok hiicreler, fetliis donemine ait kok
hiicreler ve yetiskin kok hiicreler olarak donemsel bir smiflandirma yapmak gerekir.

Bulunduklar1 dokuya gore kok hiicreler embriyonik kok hiicreler ve eriskin kok hiicreler
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olmak iizere siniflandirilirken; farklilasma potansiyellerine gore ise totipotent, pluripotent,

multipotent, unipotent kok hiicreler olarak siniflandirilir (Can, 2014).

2.9.1. Farkhlasma Kapasitelerine Gore Kok Hiicreler

Totipotent kok hiicreler; sinirsiz farklilasabilen ve farkli yonlere gidebilen, islev
goren canli bir yapiyr olusturan biitiin hiicrelere doniisebilme kapasitesine sahip, ilk
embriyonel hiicredir. Bu anlamda zigot ve embriyonun 5. giinline kadar var olan biitiin

blastomerlere "totipotent hiicreler" denir (Weissman IL., 2000).

Pluripotent kok hiicreler; embriyonun blastosist evresindeki hiicrelerdir. Blastosist;
i¢ hiicre Kkitlesi, trofoblastik hiicreler ve blastosdl olmak {izere ii¢ yapidan olusur.
Embriyonik kok hiicrelere kaynaklik eden i¢ hiicre kitlesinden elde edilen hiicreler
pluripotent kok hiicreler olup, yaklasik 250 hiicre tiiriine doniisebilme kapasitesine sahiptir,
fakat islev goren bir organizmay1 olusturamazlar (Thomson JA, Itskovitz-Eldor J, Shapiro
SSetal., 1998).

Pluripotent kok hiicreler; embriyonun 3 germ yapragma (endoderm, ektoderm,

mezoderm) ait dokular1 olusturma kapasitesine sahiptirler.
Ektoderm: Sinir sistemi, epidermis, sag, hipofiz
Mezoderm: Notokord, kaslar, iskelet, dolasim sistemi, kan hiicreleri, bobrek

Endoderm: Bircok endokrin bez, sindirim kanalini doseyen doku, karaciger,

pankreas, akcigerlerin epitelyal dokusu (Jacobson LO, Marks EK, Gaston EO, et al. 1949).

Multipotent (Unipotent) kok hiicreler;  eriskin kok hiicrelere doniisiirler ve
Ozellesmis hiicre tiplerine farklilagirlar. Eriskin kok hiicreleri, bulunduklar1 dokuda var olan

tiim hiicre tiplerini olusturabilme kap asitesine sahiptirler.
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Sekil 8: Farklilasma Kapasitesine Gére Kok hiicre tipleri (Tyndall A, Uccelli A., 2009)

2.9.2. Elde Edildikleri Kaynaklarina Gore Kok Hiicreler

Kok hiicre esas olarak iki farkli kaynaktan elde edilir: Embriyonik gelisim siirecinin

erken donemlerinde blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen embriyonik kok hiicreler ve

embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilen kok hiicreler.
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2.9.2.1. Embriyonik olmayan kok hiicreler

Farklilasmis kaynaklardan elde edilir. Multipotenttirler. Koken aldiklar1 6zellesmis
doku ve bu dokularla iliskili diger dokular gelisir.

2.9.2.1.1. Mezenkimal kok hiicreler (MKH)

“Mezenkim’”  terimi epiblastin  farklilagmasindan  baslayarak embriyonun
gelismesinde ve daha sonraki evrede fetiisiin yagaminda onemli gorev alan, gevsek bag
dokusu yapisindaki dokulara verilen isimdir. Dolayistyla mezenkim dokusu hem embriyo

hem fetiiste bulunan gevsek bir bag dokusudur (Can, 2014).

Bag dokunun ana hiicreleri olan mezenkimal kok hiicreler; kemik, kikirdak, kas, yag,
tendon, ligament gibi hiicrelere farklilasabilirler. Ayrica biitiin dokularda destek hiicresi

olan stromal hiicrelerin de kokenini olustururlar. Bu hiicreler hematopoietik 6zellikte
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olmayan (non-hematopoietik) pluripotent kok hiicreler olup, her {i¢ germ yapragindan kéken

alan hiicrelere farklilagsma potansiyelindedirler (Camurdanoglu ve Kansu, 2011).

Onceleri “Kemik iligi stromal fibroblast”lar1 olarak adlandirilan bu hiicreler daha
sonra mezenkimal kok/stromal hiicre olarak tanimlanmistir. En fazla kemik iliginde
bulunurlar. Ayrica yag dokusunda, kas dokusunda, kordon kaninda, amnion sivisinda, dis
pulpasinda, deride, korneada, retinada, sinir sisteminde ve bobreklerde de bulunmaktadirlar

(Bassi ve ark., 2011; Matur ve Solmaz, 2011; Ra ve ark., 2011).

Mezenkimal kok hiicrelerin hasarlanan doku tarafindan salgilanan sitokinlere dogru
hareket etme ve immiinmodiilator, antiinflamatuvar ve antiapoptotik rol oynamalar1 gibi
oldukca 6nemli 6zellikleri vardir (Matur ve Solmaz, 2011; Ra ve ark., 2011; Li ve ark.,

2012; Li ve ark., 2014).

Aynt zamanda MKH’ler hasarlanan dokunun onariminda ve dokunun

yenilenmesinde de énemli roller iistlenmistir (Ra ve ark., 2011).

Kemik iliginden izole edilen mezenkimal kok hiicreler, hizli adezyon yetenegi ve
yiiksek cogalma ve farklilagma kapasitesine sahiptir. Morfolojik olarak kiiltiir ortaminda
incelendiklerinde fuziform sekilli, fibroblast benzeri gériiniimdedirler. Immunofenotipik
ozellikleri itibariyle CD34, CD45, HLADR ve CD14 gibi tipik hematopoietik belirtegleri
eksprese etmezlerken; CD90, CD73, CDI105 gibi hematopoietik olmayan hiicre yiizey

belirteclerini eksprese ederler.

Mezenkimal kok hiicreler i¢in Uluslararasi Hiicre Tedavileri Dernegi (ISCT) 3

tanmimlayici kriter 6nermektedir (Ural AU, 2008).
1- Standart kiiltlir ortaminda plastisite gdstermeleri,

2- CD105, CD73 ve CD90 eksprese etmeleri, ancak CD45, CD34, CD14 veya
CD11b, CD79 veya CD19 ve HLA-DR eksprese etmemeleri,

3- In vitro kosullarda kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine farklilasabilmeleri.
(Cetinkaya DU, 2009)
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2.9.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Akim sitometri; slispansiyon haline getirilmis olan hiicrelerin ylizey veya hiicre i¢i
yerlesimli antijenik yapilarmin isaretlenerek sayimminin yapilmasi, biyokimyasal ve
biyofiziksel 0Ozellikleri 1ile degerlendirilmesini saglar. Akim sitometri immiin
fenotiplendirme, DNA analizi, apoptozis, hiicre i¢i sitokinlerin tanimlanmasi, RNA ve
protein igerigi gibi analizlerde kullanilmaktadir. Akim sitometri ile ¢esitli monoklonal

antikorlar kullanilarak kok hiicrelerin karakterizasyonu belirlenir.

2.9.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Immiinolojik Ozellikleri

Mezenkimal kok hiicrelerin klinik kullaniminda immiinolojik etkileri 6nemlidir.
Mezenkimal kok hiicreler sitokinler yardimiyla inflamatuvar bolgeye dogru hareket edip,

anti-inflamatuvar ve anti-apoptotik etki gosterir (Ovali, 2008).

Mezenkimal kok hiicrelerin farklilasma potansiyellerinin yani sira biiylime faktorii

ve sitokin salgilamasi, parakrin etkilerinin olmasi ve antifibrotik etkisi 6nemlidir (Ghannam

ve ark., 2010).

Mezenkimal kok hiicrelerlerin  HLA-DR ve ko-stimiilatér molekiillerini
bulundurmamalar1 klinik kullanimda alicinin immiin sisteminde sorun olusturmaz.
Mezenkimal kok hiicrelerin en 6nemli 6zelliklerinden biri de bagisiklik sistemini baskilayici
(immiinsiipresif) olmalaridir. Ayrica mezenkimal kok hiicrelerden salinan TGF-f, hepatosit
biiytime faktorii (HGF), indolamin 2,3 dioksijenaz ve prostaglandin E sayesinde makrofajlar

ve dentritik hiicreler ile anti-inflamatuvar etki gosterirler (Yalvag, 2011).

2.9.5. Kemik Iligi Kokenli Kok Hiicreler (BM_MSCs)

Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin CD14, CD34, CDA45 yiizey
belirteclerini eksprese etmezlerken, CD44, CD105, CD166, CD28, CD33, CD13, STRO-1,
CD29, CD73, CD90, CD105, CD146, Octamer-4 (Oct4) ve evre spesifik embriyonik
antijen-4 (SSEA4) eksprese ederler (Akiyama ve ark., 2012; Orbay ve ark., 2012).
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2.9.6. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinikte Tercih edilme Nedenleri

Mezenkimal kok hiicreler farklilasma potansiyeli ve bagisiklik sistemi baskilayici
0zelligi nedeniyle hiicresel tedavilerde daha c¢ok tercih edilmektedir. Klinikte MKH

kullanilmasinin tercih nedenlerini soyle siralayabiliriz:

1) Ug¢ germ tabakasina da farklilasabilme potansiyelinin bulunmasi (Yiiksek

farklilasma potansiyelleri)

2) Stromal kokenli olmalarinin biitiin doku hiicrelerine destek hiicre olma yetenegini

ve fonksiyonel ve gelisimsel olarak katkida bulunmasini saglamalari
3) immiin sistemi baskilayic1 6zelligi nedeniyle doku uyumunun aranmamast,
4) Migrasyon Ozelligi ile hasarli dokuya hareket edebilmesi,

5) Transfer kolayhigi, hizli ¢ogalmalart ve dayanikliligi nedeniyla gen tedavi

uygulamalari i¢in uygun olmasi
6) Kaynagma (Fiizyon) 6zelligi

7) Biiylime faktorleri ve sitokin salinimi ile hiicre veya dokuda destek hiicre olarak

oranim potansiyeline sahip olmasi

Mezenkimal kok hiicrelerin klinikte kullaniminda; sayilarinin az olmasindan in-vitro
kiiltir ortaminda g¢ogaltilmalarinin gerekmesi ve tekrarlayan transplantasyonlarda direkt
dokuya hiicreleri vermenin gerektigi durumlarda 6zel yontemlerin kullanilmasina ihtiyag

duyulmas1 gibi baz1 dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Uckan, 2007; Caplan, 2008).
2.9.7. Mezenkimal Kok Hiicre Belirtecleri

Insan ve kemirgenlerin dokularindan elde edilen mezenkimal kék hiicrelerin pozitif

ve negatif segiminde bazi belirtecler kullanilmaktadir.
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Tablo 3: Mezenkimal kok hiicrelerin yiizey belirtegleri (Dominici et al., 2006; Lotfy et al.,

2014)

Yiizey Belirteci

Sican/Fare MKH

insan MKH

CD29

+

CD44

CD73

CD90

CD10

S o o T o

CD13

CD105

+

CD106

Degisken

Degisken

CD45

Stro-1

CD31

CD34

CD11b

CD19/CD79a

HLA-DR
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3. GEREC VE YONTEM

Hayvan deneyleri asamasi Adnan Menderes Universitesi (Adii) Hayvan Deneyleri
Aragtirma Laboratuvarinda, hiicre kiiltiirii asamas1 Adii Merkez Arastirma Laboratuvarinda
gerceklestirildi. Dokularin histokimyasal ve immiinohistokimyasal boyamalari Adi Tip
Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji laboratuvarinda gerceklestirildi. Akim sitometri analizi Adi
Uygulama ve Arastirma Hastanesi'nde yapildi. Immunofloresans gériintiileme Adii

Veteriner Fakiiltesi’'nde yapildi.

3.1. Kullanilan Deney Hayvanlari ve Deney Gruplari

Calismamizda, agirliklar1 180-200 gram arasinda degisen, 5 tanesi mezenkimal kok
hiicre eldesinde, 24 tanesi deney gruplarinin olusturulmasinda kullanilmak iizere toplam 29

adet eriskin “Wistar Albino” cinsi disi si¢an kullanildi.

3.1.1. Deney Gruplar

Kontrol Grubu (K Grubu): 23+2°C, %45- 65 nem ve 14 saat aydinlik / 10 saat
karanlik ortamda, yem ve suyun ad libitum saglandig1 kosullarda 8 adet disi sican takip
edildi. Disi siganlar bir gece boyunca bir disi+bir erkek olacak sekilde ayni kafeste
bekletildi. Ertesi sabah vajinal smearlarinda spermatozoon bulunan disi siganin gebeligin 0.
giiniinde oldugu kabul edildi. Gebeligin 9.glinii siganlara kuyruk veninden PBS (fosfat tuzu
tamponu) verildi. Gebeligin 21.glinii si¢anlara anestezik madde (Ketamint+Ksilezin)
intraperitoneal yoldan verilerek servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Cikarilan fetiislerin

beyin ve omurilikleri alinarak %10’luk formaldehite konuldu.

Valproik Asit Grubu (VPA Grubu): 23+2°C, %45- 65 nem ve 14 saat aydinlik / 10
saat karanlik ortamda, yem ve suyun ad libitum saglandig1 kosullarda § adet disi sigan takip
edildi. Disi sigcanlar bir gece boyunca bir disi+bir erkek olacak sekilde ayni kafeste
bekletildi. Ertesi sabah vajinal smearlarinda spermatozoon bulunan disi siganin gebeligin 0.
giiniinde oldugu kabul edildi. Gebeligin 9. giinii siganlara 12 saat arayla 1 giin siireyle
400mg/kg valproik asit (VPA) (Depakin 400 mg/4 ml 1V) subkutan olarak enjekte edildi.
Gebeligin 21. giinii si¢anlara anestezik madde (Ketamin+Ksilezin) intraperitoneal yoldan
verilerek servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Cikarilan fetiislerin beyin ve omurilikleri

alinarak %10’luk formaldehite i¢erisine konuldu.
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Valproik Asit (VPA) + Kok Hiicre Grubu (KH Grubu): 23+2°C, %45- 65 nem ve
14 saat aydinlik / 10 saat karanlik ortamda, yem ve suyun ad libitum saglandig1 kosullarda 8
adet disi sican takip edildi. Disi siganlar bir gece boyunca bir digi+bir erkek olacak sekilde
ayni kafeste bekletildi. Ertesi sabah vajinal smearlarinda spermatozoon bulunan disi siganin
gebeligin 0. giiniinde oldugu kabul edildi. Gebeliklerinin 9. giinii sicanlara 12 saat arayla 1
giin siireyle 400mg/kg valproik asit (VPA) (Depakin 400 mg/4 ml 1V) subkutan olarak
enjekte edildi. Ayni giin kemik iliginden elde ettigimiz 1x106 mezenkimal kok hiicreler 1
ml tam besi yeri icerisinde kuyruk veninden enjekte edildi. Gebeligin 21. giinii siganlara
anestezik madde (Ketamin+ Ksilezin) intraperitoneal yoldan verilerek servikal dislokasyon
ile sakrifiye edildi. Cikarilan fetiislerin beyin ve omurilikleri alinarak %10’luk formaldehite

konuldu.

3.2. Sican Kemik iligi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre Elde Edilmesi

Mezenkimal kok hiicre elde edilmesi i¢in dondr olarak 180-200 gram agirligindaki 5
adet “Wistar Albino” cinsi disi sican kullanildi. Sicanlar ketamin (Alfamine, 10mg/ml) ve
Ksilazin (Alfazyne, 20mg/ml) uygulamasi ile anestezi altinda sakrifiye edildi. %70°1ik alkol
ile on ve arka ayaklar sterilize edildikten sonra steril makas / bisturi ile siganlarin femurlar
cikartildi. Cikarilan femurlar yumusak dokularindan temizlenip kemiklerin serbest hale
gelmesi saglanarak 40 ml PBS iceren falkon tiiplerin i¢ine konuldu. Kok hiicre kiiltiir

laboratuvarina transfer edildi.

3.2.1. Hiicre Kiiltiir Islemleri

Bu islem esnasinda Minimum Essential Medium (MEM) c¢ekilmis insiilin
enjektorleri kullanildi. Her kemik i¢in Icc, toplamda ise sigan basma 5-7 cc MEM
kullanildi. Femur orta kismindan tutularak makas yardimi ile kemikler her iki u¢ kismindan
kesildi ve boylece kanal agik hale getirildi. Mediumdan 5 ml ¢ekilerek steril falkon tiiplere
(50 ml’lik) konuldu. Medium konulan falkon tiipe uglar1 kesilen kemikler dik bir sekilde
pens yardimi ile falkon tiipiin igerisine dogru tutularak daha onceden medium c¢ekilen
insiilin enjektorlerinin igneleri bu kemiklerin kanalindan igeriye dogru sokuldu ve medium
icerigi kanaldan iceri dogru akitildi. Kemik iligi igerigi bulunan falkon tiipii 5-10 sn
calkalandi ve sonrasinda 1250 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve pellet

tizerine medium ilave edilerek tekrar 1250 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatant
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atild1 ve pellet iizerine tekrar 13 ml tam besi yeri eklenerek pipetaj yapildi, T25 flaksklara
dagitildi. Bu sayede flasklara hiicre ekimi yapilmis oldu. CO, inkubatériine kaldirilan
hiicrelerin ii¢ giinde bir mediumu degistirildi ve mikroskopta kontrol edildi. Hiicreler

ticlincii pasajin sonunda sayim yapildiktan sonra donduruldu.

3.2.1.1. RFP (Red Fluorescent Protein) ile mezenkimal kok hiicrelerin isaretlenmesi

Calismamizda mezenkimal kok hiicrelerin  immiinofloresan mikroskopunda
goriintiilenmesi i¢in RFP (Sigma-Aldrich PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kits for
General Cell Membrane Labeling) kiti kullamlnustir. Daha onceden dondurulan 8x10°
mezenkimal kok hiicre su banyosunda ¢ozdiiriildii. Her hiicre i¢in 5 ml olacak sekilde MEM
(Minumum Eagle Medium) eklendi. 5 dk 1000 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant atilarak
ve her hiicreye 5 ml olacak sekilde tekrar MEM eklendikten sonra tekrar 5 dk 1000 rpm’de
santrifiij edildi. Ependorfa kitin igerisinde yer alan diluent C’den 0.8 ml ekleyip pipetaj
yapildi. Santrifij edilen hiicrelerin siipernatant1 atildi ve pellete ependorfa ekledigimiz
diluent C soliisyonu eklenerek pipetaj yapildi. Baska bir ependorfa diluent C den 1 ml
alindi, boya soliisyonundan 4 mikrolitre eklenerek pipetaj yapildi. Elde edilen karisimdan
800 mikrolitre alind1 ve hiicrelere eklendi. Hiicrelerin iistiine 1,6 ml FBS (Fetal Boin Serum)
eklenip 1 dakika bekletildi. 6 ml tam besiyeri eklendi. Sonra 5 dakika 1000 rpm’de santrifiij
edildi. Siipernatant1 atildiktan sonra 6 ml tam besiyeri eklenip tekrar santrifiij edildi. Son
olarak tekrar siipernatant atildi ve her sigan basina 1ml igerisinde 1x10° olacak sekilde
toplam 8 ml tam besiyeri eklendi. Sicanlara mezenkimal kok hiicreler kuyruk veninden

enjekte edildi.

3.2.1.2. Hiicre canhlik testi

Kiiltiir edilen hiicreler tripsin ile muamele edildikten sonra petrilerden ayrilarak 1250
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatant atild1 ve pellet kismina PBS ile pipetaj yapildi.
Sonra Tripan Mavisi ile 1/1 oraninda diliie edilen neubauer lami1 kullanilarak hiicre sayimi

yapild.

3.2.1.3. Mezenkimal kok hiicrelerin akim sitometri analizi

Akim sitometride mezenkimal kok hiicrelerin yiizey belirteglerinin ekspresyonunu

analiz etmek icin CD 11b, CD 29, CD 34, CD 45 ve CD 90 antikorlar1 kullanildi. Buradaki
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amagc silispansiyon haline gelmis hiicrelerin mezenkimal kok hiicre olup olmadiginin uygun
monoklonal antikorlar yardimiyla analiz etmektir. Erken dénem pasajlara ait mezenkimal
kok hiicreler yiizey ekspresyon isaretgileriyle akim sitometrik analiz kullanilarak
tanimlandi. Kiiltiir kabinin yiizeyine tutunan mezenkimal kok hiicreleri %0.25 tripsin-edta
(tripsin etilendiamin tetraeasetikasit) ile yilizeyden kaldirildiktan sonra kiiltiir mediumu
iceren tiiplere aktarilip santrifiij edildi. Santrifiij ve PBS’le yikama sonrasi pellet
cozdiiriilerek ve hiicreler sayildiktan sonra 1x106 olacak sekilde PBS icerisinde siispanse
edildi. Daha sonra, belirlenen hiicre yiizey isaretcilerine 6zel fluorescein isothiocynate
(FITC) konjuge monoklonal CD 11b, CD 29, CD 34, CD 45 ve CD 90 antikorlar1 % 3 BSA
iceren PBS igerisinde (1pg/ml olacak sekilde) 30 dakika karanlikta, oda 1sisinda, inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrast %0.1 sodyum azide iceren yikama solusyonu eklenip ve 5 dakika
1300 rpm’de santrifiij edilerek temizlendi. Hazirlanan hiicre stispansiyonu FACS Calibur
Akim Sitometri (BD Sciences) cihazinda okutuldu ve analizi BD CellQuestTM software

programi ile yapildu.

3.3. Immiinofloresan Inceleme

Gebeligin 9. giiniinde, 12 saat arayla, 1 giin siireyle 400 mg/kg VPA verilmis ve ayn
giin kuyruk veninden kemik iligi kaynakli kok hiicre verilmis sicanlardan gebeliklerinin 21.
glinli alinan fetiislerin beyin ve omurilik dokusu 6rnekleri -196°C’lik siv1 azot icerisinde
muhafaza edilerek laboratuvara transfer edilip, 5 um’lik frozen kesitler alindi. PBS ile
yikanip, 10 dakika metanol ile muamele edilip, karanlikta bekletildi ve tekrar PBS ile
yikandi. Daha sonra PBS igerisinde 1/1000 oraninda dilue edilen DAPI (4',6-diamino-2-
phenylindole) boyasinda 10 dakika bekletildi. Tekrar PBS ile 3 kez yikandi. Lam {izerine
mounting medium damlatilarak lamel ile kapatildi ve dokular floresan mikroskopta

incelenerek goriintiilendi.

3.4. Dokularin Elde Edilmesi

Calismamiz Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Deneysel
Arastirma Merkezi’nde (ADUTF- DEHUAM) yapildi. Calisma i¢in ADUTF- DEHUAM de

ciftlestirilen ve “Wistar albino” cinsi disi sicanlar kullanildi. Gebeligi belirlenen sicanlara

41



ait fetiislerin beyin ve omurilikleri alindi. Dokular serum fizyolojik ile yikandiktan sonra

%10’1luk noétral formaldehitin i¢ine alinip 48 saat bekletilerek tespit islemi yapildi.

3.5. Isik Mikroskobik inceleme icin Dokularin Takibi

Formaldehitte tespit edilen fetiis beyin ve omurilikleri 12 saat akar su altinda
bekletilerek formalin soliisyonundan uzaklastirildi. Formalinin uzaklagmasiyla dokularin
icine niifuz eden suyu uzaklagtirmak i¢in dokular sirastyla %70, %80, %96, %100, %100,
%100°C’lik etil alkol serilerinden 1’er saat gegirildikten sonra ksilol ve %100°C’lik etil
alkol karistminda 1 saat bekletildi. Seffaflastirmak ve alkolii uzaklastirmak igin daha
onceden 60°C’lik etiivde 1sitilan ksilol igerinde 2 saat bekletildi. Son olarak dokular
60°C’lik parafinde 3 saat bekletildikten sonra parafin bloklara (Tekkim) gdmiildii. Her bir
parafin bloktan, rotary mikrotom (Leica RM 2265,Germany) yardimiyla Plasma LS35
Mikrotom bigagi ile 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Elde edilen kesitlere Hematoksilen-
Eozin (Merck), Toluidin Blue O (Merck) boyama ve S100b (Sigma Aldrich) antikoru
kullanilarak immiinohistokimyasal boyama yapildi. Olympus - BX50 mikroskobu ile

goriintiileme yapildi.

3.5.1. Hematoksilen & Eozin Boyama Protokolii

1) Parafin bloklardan lama alinan kesitler 2 x 5 dakika ksilolde bekletilerek

parafinden uzaklastirildi.
2) Sirasiyla %100, %80 ’lik etil alkolde 2’ser dakika bekletildi.
3) Distile suda 5 dakika bekletildi.
4) Mayer’s Hematoksilen (Merck %37) soliisyonunda 5 dakika bekletildi.
5) Kesitler 1 dakika akar suda bekletildi.

6) Eozin-Y (yellowish, Merck) solusyonunda 1 dakika bekletilerek zit boyama
yapildi.

7) Parlatma ve dehidratasyon igin sirasiyla %80, %100°liik etil alkolde 2‘ser dakika
bekletildi.
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8) 2 x 5 dakika ksilolden gegirildi.

9) Entellan New (Merck) damlatilarak lamelle kapatilda.

3.5.2. Toluidine Blue O Boyama Protokolii

1) Parafin bloklardan lama alinan kesitler 2 x 5 dakika ksilolde bekletilerek

parafinden uzaklastirildi.
2) Sirastyla %100, %80°lik etil alkolde 2’ser dakika bekletildi.
3) Distile suda 5 dakika bekletildi.

4) Dokularin tizerine Toluidine Blue O (Sigma Aldrich) soliisyonundan 2’ser damla

damlatilarak 30 saniye bekletildi.
5) Kesitler 1 dakika akar suda bekletildi.

6) Parlatma ve dehidratasyon igin sirasiyla %80, %100’1iik etil alkolde 2‘ser dakika
bekletildi.

7) 2 x 5 dakika ksilolden gegirildi.

8) Entellan New (Merck) damlatilarak lamelle kapatildi.

3.6. Immiinohistokimyasal Boyama

Inceleme igin fetiislerin beyin ve omuriliklerinden 5 pm kalinliginda kesitler Plasma
(LS35) mikrotom bicagiyla alindi. Alinan kesitlerdeki dokulara sirastyla asagidaki islemler
uygulandi.

1) Beyin ve omurilik kesitleri bir gece 37°C’de etiivde tutuldu.

2) Sirastyla 60°C’lik etiivde 15 dakika Ksilol igerisinde, 15 dakika ksilol disinda,15
dk ksilol i¢inde, 15 dk ksilol disina konularak seffaflastirma islemi gerceklestirildi.

3) Seffaflastirma isleminden sonra kesitler sirasiyla %100, 96, 80, 70’lik etil alkol
serilerinde 2’ser dakika bekletildi.
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4) Kesitler distile suda 10 dakika bekletildi.

5) Dokularmn etrafi kurulanip, PAP ( Liquid Blocker Super PAP PEN ) kalemiyle
cizildi.

6) Dokularin kurumamasi igin tizerine PBS damlatildi.

7) Dokularin iizerine Tripsin-EDTA ( 2X diliie edilmis) damlatilarak 37 °C’lik
etiivde 20 dakika bekletildi.

8) %30’luk Hidrojen Peroksit ( H,O; ) + Metanol karisimindan 1:9 oraninda eklendi.
(1 ml H,0, + 9 ml Metanol )

9) Dokular PBS ile yikandi.

10) Blocking soliisyon ( Soliisyon A ) damlatilip ( Invitrogen, Histostain — Plus Kit ),

1 saat bekletildi. Bu asamadan sonra PBS ile yikama yapilmaz.

11) 1:100 oraninda diliie edilmis primer antikor S100b (Sigma Aldrich) eklenip +4
°C’de bir gece bekletildi.

12) PBS ile yikand.

13) Broad spectrum second Ab ( Soliisyon B ) eklenip (Invitrogen, Histostain- Plus
Kit), 1 saat bekletildi.

14) Daha &nceden oda 1s1s1na getirilen HRP - Streptavidin (Soliisyon C ) (Invitrogen,
Histostain- Plus Kit) damlatildi, 30 dakika bekletildi.

15) PBS ile yikandi.

16) 1 damla substrate buffer 1 ml distile su icerisine eklenip iyice karistirildi. Ayri
cryo tiipte 1 damla DAB chromogen ve 1 damla hidrojen peroksit eklenip iyice karistirildi.
Sonrasinda bu iki karisim birlestirilerek iyice karistirthp dokularin itizerine eklendi. 3-5
dakika beklendi ve 2-3 kere distile su ile yikama yapildi. Son olarak 1 damla DAB enhancer
1 ml distile suya damlatilarak iyice karigtirildi ve dokularin iizerine eklendi. 1-3 dakika

beklendikten sonra 2-3 kere distile su ile yikandi ( Invitrogen, DAB-Plus Substrate Kit).
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17) Mayer’s Modifiye Hematoksilen (Merck) dokularin {izerine damlatilarak 30
saniye bekletildi.

18) Dokular akar su altinda 5 dakika bekletildi.
19) Sirasiyla %80 ve %100’liik etil alkolde 2’ser dakika bekletildi.

20) Son olarak dokular 4 dakika ksilolde bekletildikten sonra Entellan New (Merck)
ile kapatilarak 151k mikroskobunda (Olympus CX31- Japan) goriitiilendi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Kiiltiirii ve Immiinofenotiplendirilmesi
4.1.1. Sican Kemikiliginden Izole Edilmis Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kiiltiirii ve

Immiinofenotiplendirilmesi

Kemikiligi kaynaklt mezenkimal kok hiicrelerin iiclincii pasajdaki morfolojik yapisi

151k mikroskobunda gézlemlendi (Resim 1).

Resim 1: Mezenkimal kok hiicrelerin {iglincli pasajdaki morfolojik yapisinin 151k

mikroskobundaki goriintiisii.

46



4.1.2. Kok Hiicre Belirtecleri Kullamlarak Akim Sitometri ile Hiicrelerin Mezenkimal

SS INT

SS INT

Kok Hiicre Oldugunun Gosterilmesi

Data Set 1: FULYA 1 229
[Ungated] FS INT / SS INT

1(m‘1 i
{
i
% |
= 600-
Z
vy
wv 400 :
F: 3%
Zw— S
o . ' . -
0 400 600 800 1000
FS INT
Data Set 1: FULYA 1 229 Data Set 1: FULYA 1 229
, [F] CD45 PE / SS INT - _ _[F] CD29 FITC / SSINT
10009G-+ : 0% G++ : 0% 10004+ - 0% JH++ : 0%
=
500+ = 500
a 1
1G-- 2 89% |31 - [ w2 G+-: 10%) 1H--: 8% H+-: 92%
O T T T - 0 T T T
100 10! 102 108 10° 10’ 10? 10°
CD45 PE CD29 FITC
Data Set 1: FULYA 1 229 Data Set 2: FULYA 2 230
v [F] CD90 PC5.5 / SS INT [A] CD11 FITC / SS INT
1000, 5 T Tias - 1000+ ]
-+ 2| |l++: 0% J-+:3% J++ 1 0%
0% < ety
'_
500 = 500
a
A== 1+ 2 90% 9 =
Howd ez J-- 1 91% J+- 1 6%
0 T T T c T T T
10° 10! 10? 10° 10° 10 102 108
CD90 PC5.5 CD11 FITC

Sekil 10: Kemikliginden izole edilen MKH’lerin immiinofenotipik O6zelliklerinin akim

sitometri sonuglar1

Sican kemik iliginden izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin immunofenotipik

karakteristik analizi i¢in akim sitometri teknigi ile hematopoetik belirtecleri CD45 PE (%

10,0) ve CDI11b FITC (% 6,0) negatif ekspresyon gosterdigi tespit edilirken, stromal
belirtegleri CD29 FITC (% 92,0) ve CD90 (% 90,0) Sekil 10’da goriildigl iizere pozitif

ekspresyon gostermistir.
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5 INT LN
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[B] FL4 INT LOG/SS INT LIN

[B AND VIABILITY] FL1 INT LOG/SS INT LIN
Region Cells/ul. Number %Total %Gated

ALL 51 2143 4.27 100.00
C 1 42 0.08 1.96
CD45+ 32 1355 2.70 63.23

Region Cells/ul. Number %Total %Gated
ALL 106 4433 8.84 100.00
VIABILITY 51 2143 427 4834
Sekil 11a:
;
s
o T ™7 T T
w w " w

(75000) [B AND VIABILITY AND CD45+] FL2 INT LOG/SS INT LIN
Region Cells/uL Number %Total %Gated

ALL 32 1355 2.70 100.00

CD34~+ 0 10 0.02 0.74

Sekil 11¢:

Sekil 11b:

T8 ARG AT 4D COMBe N0 M- WD COMRG 714 T LAFH 7 LV

5 NT UN
|

s

(B AND VIABILITY AND CD45+ AND CD34+ AND CD45dim] FS INT LIN/SS INT LIN

Region Cellsul. Number %Total %Gated
ALL 0 $ 001 100.00
CD34+ HPSC 0 4 001 8000

Sekil 11d:

Sekil 11: Mezenkimal kok hiicre verilmis sigan akciger dokusundaki CD34 sayimi.

Sekil 11a’da totalde (%48,34) oraninda canli hiicre sayildi. Sekil 11b’de totaldeki
canli hiicre igerisinde CD45 oraninin (%63,23); Sekil 11d’de ise CD45 igerisindeki CD34

oraninin (%0,01) oldugu gorildii.
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4.1.3. Kemikiligi Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicre Varhgimin RFP (Red Fluorescent

Protein) pozitifligi ile ol¢iilmesi

VPA + Kok hiicre grubuna ait siganlarin fetiislerinden alinan beyin ve omurilik doku
orneklerinde, RFP ile isaretli mezenkimal kok hiicreler DAPI ve RFP icin farkli filtreler
kullanilarak fluoresan mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems) goriintiileme

yapilmistir (Resim 2 ).

Resim 2: Sican fetiis beyin dokusunda mezenkimal kok hiicre varliginin floresan

mikroskobuyla goriintiilenmesi.

Beyin dokusunda DAPI ile isaretlenen mezenkimal kok hiicre ¢ekirdekleri okla

gosterildi X20.

Resim 3: Sican fetlis beyin dokusunda mezenkimal kok hiicre varligmin floresan

mikroskobuyla goriintiilenmesi.
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Beyin dokusunda RFP ile isaretlenen mezenkimal kok hiicreler okla gosterildi 20X.

Resim 4: Sigan fetlis omurilik dokusunda mezenkimal kok hiicre varhiginin floresan

mikroskobuyla gorlintiilenmesi.

Omurilik dokusunda DAPI ile isaretlenen mezenkimal kok hiicre ¢ekirdekleri okla

gosterildi X20.

Resim 5: Sigan fetiis omurilik dokusunda mezenkimal kok hiicre varligmin floresan

mikroskobuyla goriintiilenmesi.

Omurilik dokusunda RFP ile isaretlenen mezenkimal kok hiicreler okla gosterildi

X20.
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4.2. Kontrol Grubu Beyin Dokusu Hematoksilen & Eozin Histokimyasal ve S100-beta

Immiinohistokimyasal Bulgulari

Resim 6: Kontrol grubu beyin dokusu, HE, 4x.

Lateral Ventrikil (=), Beyin (=).
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Resim 7: Kontrol grubu beyin dokusu, HE, 40x.

Mezenkimal Hiicreler (=9).
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Resim 8: Kontrol grubu beyin dokusu, S100-beta, 40x.

Mezenkimal Hiicreler (=9).

4.3. VPA Grubu Beyin Dokusu Hematoksilen & Eozin Histokimyasal ve S100-beta

Immiinohistokimyasal Bulgular

Resim 9: VPA grubu beyin dokusu, HE, 4x.

Lateral Ventrikiil (=), Beyin (=).
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Resim 10: VPA grubu beyin dokusu, HE, 40x.

Noron (3),Kan Hiicreleri (G).

Resim 11: VPA grubu beyin dokusu, S100-beta, 40x.

Noron (3).
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4.4. VPA+Kok Grubu Beyin Dokusu Hematoksilen & Eozin Histokimyasal ve S100-

beta Immiinohistokimyasal Bulgular

Resim 12: VPA+Kok grubu beyin dokusu, HE, 4x.

Lateral Ventrikiil (=), Beyin (=).

Resim 13: VPA+Kok grubu beyin dokusu, HE,40x.

Noron (3), Mezenkimal Hiicreler (=).
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Resim 14: VPA+K&k grubu beyin dokusu, S100-beta, 40x.

Mezenkimal Hiicreler (=).

4.5. Kontrol Grubu Omurilik Dokusu Servikal Bolge Hematoksilen & Eozin ve
Toluidin Blue O Histokimyasal ve S100-beta immiinohistokimyasal Bulgulari

Resim 15: Kontrol grubu omurilik dokusu, servikal bélge, HE,4x.

Pia mater (—),Substantia grisea (=),Substantia alba (4€),Kanalis Sentralis ve
Ependim Hiicreleri (=1),0n Boynuz (}),Arka Boynuz (%).
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Resim 16: Kontrol grubu omurilik dokusu, servikal bélge, 6n boynuz, Toluidin Blue O,

40X.

Motor Noron ().
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Resim 17: Kontrol grubu omurilik dokusu

40X.

).

Duyu noron (-
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Resim 18: Kontrol grubu omurilik dokusu, servikal bolge, S100-beta, 10x.

Pozitif immiinreaktivite gdsteren ependim hiicreleri (»), Pozitif immiinreaktivite

gosteren aksonlar ().

Resim 19: Kontrol grubu omurilik dokusu, servikal bolge, S100-beta, 20x.

Pozitif immiinreaktivite gosteren ependim hiicreleri (»),Pozitif immiinreaktivite

gdsteren aksonlar (®),Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Astrositler (=).
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4.6. Kontrol Grubu Omurilik Dokusu Torakal Bélge Hematoksilen & Eozin ve

Toluidin Blue O Histokimyasal ve S100-beta immiinohistokimyasal Bulgular:

Resim 20: Kontrol grubu omurilik dokusu, torakal bélge, HE,4x.

Pia mater (=), Substantia grisea (=), Substantia alba (€), Kanalis Sentralis ve
Ependim Hiicreleri (-'), On Boynuz (%), Arka Boynuz (%), Motor Néron (), Duyu Néron

().

Resim 21: Kontrol grubu omurilik dokusu, torakal bélge, 6n boynuz, Toluidin Blue O, 40x.

Motor néron ().
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Resim 22: Kontrol grubu omurilik dokusu, torakal bolge, arka boynuz, Toluidin Blue O,
40x.

Duyu néron ().

Resim 23: Kontrol grubu omurilik dokusu, torakal bolge, S100-beta,10x.

Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Aksonlar (®), Pozitif Immiinreaktivite Gdsteren

Ependim Hiicreleri (>).
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Resim 24: Kontrol grubu omurilik dokusu, torakal bolge, S100-beta,20x.
Pozitif immiinreaktivite Gosteren Aksonlar (®), Pozitif Immiinreaktivite Gdsteren

Ependim Hiicreleri (»), Pozitif Immiinreaktivite Gsteren Astrositler (=).

4.7. Kontrol Grubu Omurilik Dokusu Lumbar Boélge Hematoksilen & Eozin ve
Toluidin Blue O Histokimyasal ve S100-beta immiinohistokimyasal Bulgular

Resim 25: Kontrol grubu omurilik dokusu, lumbar bolge, HE,10x.

Substantia grisea (=),Substantia alba (€),Kanalis Sentralis ve Ependim Hiicreleri
(1), On Boynuz (%),Arka Boynuz (%),Duyu Néron ().
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Resim 26: Kontrol grubu omurilik dokusu

Motor noron ().

Resim 27: Kontrol grubu omurilik dokusu, lumbar bolge, arka boynuz, Toluidin Blue O,

40xX.

Duyu néron ().
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Resim 28: Kontrol grubu omurilik dokusu, lumbar bdlge, S100-beta,10x.

Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Ependim Hiicreleri (»), Pozitif Immiinreaktivite

Gosteren Aksonlar (™).

Resim 29: Kontrol grubu omurilik dokusu, lumbar bolge, S100-beta,20x.

Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Ependim Hiicreleri (»), Pozitif Immiinreaktivite

Gosteren Astrositler (=), Pozitif Immiinreaktivite Gsteren Aksonlar (™).
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4.8. Kontrol Grubu Omurilik Dokusu Sakral Bolge Hematoksilen & Eozin ve Toluidin

Blue O Histokimyasal ve S100-beta Immiinohistokimyasal Bulgular

Resim 30: Kontrol grubu omurilik dokusu, sakral bolge, HE,10x.

Pia mater (—),Substantia grisea (=),Substantia alba (%),Kanalis Sentralis ve

Ependim Hiicreleri (=1),0n Boynuz (}),Arka Boynuz (%).
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Resim 31: Kontrol grubu omurilik dokusu, sakral bolge, 6n boynuz, Toluidin Blue O,40x.

Motor noron ().
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Resim 32: Kontrol grubu omurilik dokusu, sakral bolge, arka boynuz, Toluidin Blue O,
40x.

Duyu néron ().

Resim 33: Kontrol grubu omurilik dokusu, sakral bolge, S100-beta, 10x.

Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Ependim Hiicreleri (»), Pozitif Immiinreaktivite

Gosteren Aksonlar (=),
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Resim 34: Kontrol grubu omurilik dokusu, sakral bolge, S100-beta, 20x.
Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Ependim Hiicreleri (»), Pozitif Immiinreaktivite

Gosteren Astrositler (=), Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Aksonlar (=).

4.9. VPA Grubu Omurilik Dokusu Servikal Biolge Hematoksilen & Eozin ve Toluidin
Blue O Histokimyasal ve S100-beta Immiinohistokimyasal Bulgular

Resim 35: VPA grubu omurilik dokusu, servikal bolge, HE,10x.

Pia mater (—), Substantia grisea (=),Substantia alba (%),Kanalis Sentralis ve
Ependim Hiicreleri (-1),0On Boynuz (#),Arka Boynuz (%),Kanalis Sentraliste Birlesme (€),
Dejeneratif Noronlar (D).
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Resim 36: VPA grubu omurilik dokusu, servikal bolge, 6n boynuz, Toluidin Blue O,40x.

Motor néron (), Dejeneratif noronlar (P), Gruplasmis deforme ndronlar
(>),0dem ().
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Resim 37: VPA grubu omurilik dokusu, servikal bolge, arka boynuz, Toluidin Blue O,40x.

Duyu Néron (), Dejeneratif Noronlar (P), Odem ().
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Resim 38: VPA grubu omurilik dokusu, servikal bolge, S100-beta,10x.

Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Ependim Hiicreleri (»), Pozitif Immiinreaktivite

Gosteren Aksonlar (™).

Resim 39: VPA grubu omurilik dokusu, servikal bolge, S100-beta,40x.

Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Ependim Hiicreleri (»), Pozitif immiinreaktivite

Gosteren Astrositler (=), Pozitif Immiinreaktivite Gsteren Aksonlar (=),
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4.10. VPA Grubu Omurilik Dokusu Torakal Bolge Hematoksilen & Eozin ve Toluidin
Blue O Histokimyasal ve S100-beta Immiinohistokimyasal Bulgulari

Resim 40: VPA grubu omurilik dokusu, torakal bolge, HE,10x.

Pia mater (—),Substantia grisea (=»),Substantia alba (%),Kanalis Sentralis ve
Ependim Hiicreleri (-1),On Boynuz (}),Arka Boynuz (%), ,Kanalis Sentraliste Birlesme
(©), Dejeneratif Noronlar (B>).

Resim 41: VPA grubu omurilik dokusu, torakal bolge, 6n boynuz, Toluidin blue O, 40x.

Dejeneratif Noronlar (P), Gruplasmis Deforme Néronlar (5>), Odem ().
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Resim 42: VPA grubu omurilik dokusu, torakal bolge, arka boynuz, Toluidin blue O, 40x

Dejeneratif Noronlar (»),0dem ().

Resim 43: VPA grubu omurilik dokusu, torakal bolge, S100-beta, 10x

Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Ependim Hiicreleri (»), Pozitif Immiinreaktivite

Gosteren Aksonlar (™).
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Resim 44: VVPA grubu omurilik dokusu, torakal bolge, S100-beta, 40x.

Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Ependim Hiicreleri (»),Pozitif Immiinreaktivite

Gosteren Astrositler (=), Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Aksonlar (=),

4.11. VPA Grubu Omurilik Dokusu Lumbar Bolge Hematoksilen & Eozin ve Toluidin
Blue O Histokimyasal ve S100-beta iImmiinohistokimyasal Bulgulari

Resim 45: VPA grubu omurilik dokusu, lumbar bolge, HE, 4x.

Substantia grisea (=),Substantia alba (€), Kanalis Sentralis ve Ependim Hiicreleri
(=), On Boynuz (%), Arka Boynuz (%), Kanalis Sentraliste Birlesme (€), Dejeneratif
Néronlar (D).
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Resim 46: VPA grubu omurilik dokusu, lumbar bélge, 6n boynuz, Toluidine Blue O, 20x.

Dejeneratif Noronlar (P), Gruplasmis Deforme Néronlar (), Odem ().
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Resim 47: VVPA grubu omurilik dokusu, lumbar bolge, arka boynuz, Toluidine Blue O, 20x.

Dejeneratif Noronlar (P), Odem (=).

71



Resim 48: VPA grubu omurilik dokusu, lumbar bolge, S100-beta,10x.

Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Ependim Hiicreleri (»), Pozitif iImmiinreaktivite

Gosteren Aksonlar (™).
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Resim 49: VPA grubu omurilik dokusu, lumbar bélge, S100-beta, 20x.

Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Ependim Hiicreleri (»), Pozitif Immiinreaktivite

Gosteren Aksonlar (®), Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Astrositler (=).
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4.12. VPA Grubu Omurilik Dokusu Sakral Bolge Hematoksilen & Eozin ve Toluidin
Blue O Histokimyasal ve S100-beta Immiinohistokimyasal Bulgulari

Resim 50: VPA grubu omurilik dokusu, sakral bolge, HE, 10x.

Substantia grisea (=), Substantia alba (€), Kanalis Sentralis ve Ependim Hiicreleri
(=), On Boynuz (%), Arka Boynuz (%), Kanalis Sentralisde Birlesme (¢), Dejeneratif
Néronlar (D).

Resim 51: VPA grubu omurilik dokusu, sakral bolge, 6n boynuz, Toluidin blue O,40x.
Dejeneratif Noronlar (P), Gruplasmis Deforme Néronlar (3>), Odem ().
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Resim 52: VPA grubu omurilik dokusu, sakral bolge, arka boynuz, Toluidin blue O, 40x.

Dejeneratif Noronlar (P),0dem ().

Resim 53: VPA grubu omurilik dokusu, sakral bolge, S100-beta, 10x.

Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Ependim Hiicreleri (»), Pozitif Immiinreaktivite

Gosteren Aksonlar (™).
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Resim 54: VPA grubu omurilik dokusu, sakral bolge, S100-beta, 40x.
Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Ependim Hiicreleri (»),Pozitif Immiinreaktivite

Gosteren Astrositler (=), Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Aksonlar (=).

4.13. VPA+Kok Grubu Omurilik Dokusu Servikal Bolge Hematoksilen & Eozin ve
Toluidin Blue O Histokimyasal ve S100-beta immiinohistokimyasal Bulgulari

Resim 55: VPA+Ko6k grubu omurilik dokusu, servikal bélge, HE,10x.

Substantia grisea (=), Substantia alba (€), Kanalis Sentralis ve Ependim Hiicreleri
(=1, On Boynuz (%), Arka Boynuz (%).
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Resim 56: VPA+Kok grubu omurilik dokusu, servikal bolge, 6n boynuz. Toluidin blue O,
40X.

Motor Néron (—),0dem ().

Resim 57: VPA+K&k grubu omurilik dokusu, servikal bolge, arka boynuz, Toluidin blue O,
40x.

Duyu Néron (), Odem ().
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Resim 58: VPA+Kok grubu omurilik dokusu, servikal bolge, S100-beta, 10x.

Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Ependim Hiicreleri (»), Pozitif iImmiinreaktivite

Gosteren Aksonlar (™).

Resim 59: VPA+Kok grubu omurilik dokusu, servikal bolge, S100-beta, 20x.

Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Ependim Hiicreleri (»),Pozitif Immiinreaktivite

Gosteren Astrositler (=), Pozitif Immiinreaktivite Gsteren Aksonlar (=),
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4.14. VPA+Kok Grubu Omurilik Dokusu Torakal Bolge Hematoksilen & Eozin ve
Toluidin Blue O Histokimyasal ve S100-beta immiinohistokimyasal Bulgulari

Resim 60: VPA+Kok grubu omurilik dokusu, torakal bolge, HE, 10x.

Substantia grisea (=), Substantia alba (€), Kanalis Sentralis ve Ependim Hiicreleri
(=1, On Boynuz (%), Arka Boynuz (%).
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Resim 61: VPA+Ko6k grubu omurilik dokusu, torakal bolge, 6n boynuz, Toluidin blue O,
40x.

Dejeneratif Noronlar (), Odem (=), Motor Néron ().
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Resim 62: VPA+Kok grubu omurilik dokusu, torakal bolge, arka boynuz, Toluidin blue O,
40x.

Dejeneratif Néronlar (B), Odem (), Duyu Néron ().

Resim 63: VPA+Kok grubu omurilik dokusu, torakal bolge, S100-beta, 10x.

Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Ependim Hiicreleri (»), Pozitif Immiinreaktivite

Gosteren Aksonlar (™).
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Resim 64: VPA+Kok grubu omurilik dokusu, torakal bolge, S100-beta, 40x.
Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Ependim Hiicreleri (»),Pozitif Immiinreaktivite

Gosteren Astrositler (=), Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Aksonlar (=),

4.15. VPA+Kok Grubu Omurilik Dokusu Lumbar Bolge Hematoksilen & Eozin ve
Toluidin Blue O Histokimyasal ve S100-beta immiinohistokimyasal Bulgular

Resim 65: VPA+Kok grubu omurilik dokusu, lumbar bélge, HE,10x.

Substantia grisea (=), Substantia alba (€)Kanalis Sentralis ve Ependim Hiicreleri
(>1), On Boynuz (%), Arka Boynuz (%).
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Resim 66: VPA+Kok grubu omurilik dokusu, lumbar bolge, 6n boynuz, Toluidin blue, 40x.

Motor Néron (), Dejeneratif Noronlar (P), Odem (=).

Resim 67: VPA+Kok grubu omurilik dokusu, lumbar bolge, arka boynuz, Toluidin blue,
40x.

Duyu Néron (), Dejeneratif Néronlar (P), Odem ().
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Resim 68: VPA+Kok grubu omurilik dokusu, lumbar bolge, S100-beta, 10x.

Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Ependim Hiicreleri (»), Pozitif Immiinreaktivite

Gosteren Aksonlar (™).

Resim 69: VPA+Kok grubu omurilik dokusu, lumbar bolge, S100-beta, 20x.

Pozitif immiinreaktivite gosteren ependim hiicreleri (»),Pozitif Immiinreaktivite

gdsteren astrositler (=), Pozitif Immiinreaktivite gdsteren aksonlar (=).
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4.16. VPA+Kok Grubu Omurilik Dokusu Sakral Bolge Hematoksilen & Eozin ve
Toluidin Blue O Histokimyasal ve S100-beta immiinohistokimyasal Bulgulari

Resim 70: VPA+Kok grubu omurilik dokusu, sakral bolge, HE, 10x.

Pia mater (—), Substantia grisea (=), Substantia alba (), Kanalis Sentralis ve
Ependim Hiicreleri (=), On Boynuz (%), Arka Boynuz (%).

Resim 71: VPA+Kok grubu omurilik dokusu, sakral boélge, 6n boynuz, Toluidin blue O,
40x.

Motor noron (), Dejeneratif néronlar (P>), Gruplasmis deforme néronlar (5),
Odem ().
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Resim 72: VPA+Ko6k grubu omurilik dokusu, sakral bolge, arka boynuz, Toluidin blue O,
40x.

Duyu Néron (), Dejeneratif Noronlar (P), Odem ().

Resim 73: VPA+Kok grubu omurilik dokusu, sakral bolge, S100-beta, 10x.

Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Ependim Hiicreleri (»), Pozitif iImmiinreaktivite

Gosteren Aksonlar (™).
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Resim 74: VPA+Ko6k grubu omurilik dokusu, sakral bolge, S100-beta, 20x.

Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Ependim Hiicreleri (»),Pozitif Immiinreaktivite

Gosteren Astrositler (=), Pozitif Immiinreaktivite Gosteren Aksonlar (=),

4.17. Histolojik Bulgular

4.17.1. Beyin Dokusu Hematoksilen-Eozin  Histokimyasal ve S100-Beta

Immunohistokimya Boyama Bulgulari

Tiim grup ve deneklerde beyin dokusu, olfaktér bulbus diizeyinde incelendi. Bu
diizeyde yapilan incelemelerde lateral ventrikiil komsulugunda, kontrol grubunda beyin
dokusu ile uyumlu noéronlar izlenirken, valproik asit uygulanan grupta bu bdlgede
mezenkimal doku ile uyumlu goriintii tespit edildi, sinir dokusuna ise rastlanmadi. Bu gruba
ait kesitlerde ayrica dokuya invaze olmus kan hiicrelerine de rastlandi. Valproik asit ile
birlikte kok hiicre uygulamasinin ise mezenkimal hiicrelerde proliferasyona yol agtigi
izlendi, bunun yanisira az sayida néron varligi da tespit edildi. En kuvvetli S100-Beta
immiinreaktivitesinin valproik asit grubunda goriilmesinin, heniliz dokunun ndronal gelisim
asamasinda olmasindan kaynaklandigi ve S-100 Beta proteininin burada ndérodejenerasyon

yerine ndrogenez siirecinde rol aldig1 i¢in immiinreaktivite gosterdigi diistiniildii.
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4.17.2. Omurilik Dokusu Hematoksilen-Eozin ve Toluidin Blue O Histokimyasal

Boyama Bulgular

Kontrol grubu omurilik dokusuna ait yapilan incelemeler sonucunda, omurilik tim
bolgelerde (servikal, torasik, lumbar, sakral) normal histolojik goriiniim sergiledigi izlendi.
Disaridan pia mater ile ¢evrelenmis omurilik kesitinde substantia alba ve substantia grisea
normal yerlesim ve goriinimdeydi. Kanalis sentralis ependim hiicreleri ile ¢evrelenmis
sekilde izlendi. On boynuzda motor ndronlar ve arka boynuzda duyu néronlart normal

yogunluk ve goriintimleri ile ayirt edildi.

Valproik asit uygulanan gruba ait omurilik kesitlerinde yapilan incelemeler
sonucunda, omurilik genel yapisinin 6zellikle lumbar ve siddetli derecede de sakral bolgede
bozulmaya ugradig1 belirlendi. Sakral bolgeye ait kesitlerde doku genelinde daralma ve
substantia grisea yapisinda yogun deformasyon tespit edildi. Kanalis sentralis yapisinin bu
gruba ait kesitlerde tiim bolgelerde median ve paramedian uzanim gosterdigi belirlendi.
Kanal yapisinin 6zellikle torakal ve sakral bolgelerde yer yer karsilikli birlesim gosterdigi
izlendi, bu bolgelerdeki median uzanim oldukga belirgin olarak ayirt edildi. Servikal,
lumbar ve sakral bolgelerde daha siddetli olmak kaydiyla, bu gruba ait 6n boynuz motor
noronlarinda yogun dejenerasyon tespit edildi. Bu noronlarda c¢ekirdek c¢ekirdekeik
ayriminin yapilamadigi, néronlarin koyulasarak gruplar halinde yogunlastigi izlendi. Bu tip
noronlarin atrofiye giden noéronlar oldugu diisiiniildii. Valproik asit uygulamasi ile birlikte
néron yogunlugunun hem 6n ve hem arka boynuzda gorece azaldigi, néron ve nérogliya
cevresinde O0dem ile uyumlu acilmalarin olustugu ve dejenere ndron sayisinin arttid

belirlendi.

Valproik asit ile birlikte kok hiicre uygulamasi yapilan gruba ait omurilik
kesitlerinde, omurilik genel yapisinin ve substantia grisea’ya ait dejeneratif goriintiiniin
sakral bolge de dahil olmak iizere normale dondigii ve kontrol grubu ile esdes yapi
sergiledigi tespit edildi. Valproik asit uygulanan gruptan ayricali olarak bu grupta tiim
bolgelerde 6n ve arka boynuz yapilariin net sekilde ayirt edilebildigi belirlendi. Kanalis
sentralis’in median uzaniminin lumbar ve sakral bolgede halen devam ettigi goriildii.
Kanalin sakral bolgede yer yer karsilikli birlesim gostermeye devam ettigi izlendi. Bu gruba
ait noronlar incelendiginde, noéron ve norogliya ¢evresindeki 6dem yapisinin valproik asit
uygulanan gruba kiyasla azaldigi belirlendi. Noronlarin genelinde ¢ekirdek c¢ekirdekeik

ayriminin yapildigi, perikaryon goriintiisiiniin net izlenebildigi tespit edildi. Valproik asit
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uygulamasinda izlenen néronlarin atrofik hale gecerek bir arada yogunlastig1 goriintiiniin bu
grupta olmadig1 belirlendi. Yine yer yer koyu goriinlimlii ve atrofiye gittigi diisiiniilen
noronlar bu grupta da gorece az olmakla birlikte izlendi. Bu tip néronlar 6zellikle torakal ve
sakral bolgede goriildii. Noron yogunlugunun goérece valproik asitin tek basina uygulandigi

gruba kiyasla fazla oldugu tespit edildi.

4.17.2.1. S100-Beta immunohistokimya boyama bulgular

S100-Beta primer antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalar sonucunda
tutulum tiim gruplara ait ependimal hiicrelerde, aksonlarda ve yogun olarak da astrositlerde

izlendi.

Kontrol grubunda yapilan incelemelerde S100-Beta tutulumunun az sayida astrositte
orta siddetli, noronlara ait akson uzantilarinda ise hafif siddetli reaktivite gosterdigi tespit
edildi. Ependim hiicrelerindeki tutulumun servikal ve sakral bolgelerde orta siddette ancak

torakal ve lumbar segmentlerde ise hafif siddette oldugu izlendi.

Valproik asit uygulanan grupta omurilige ait tim segmenterde ependim hiicreleri,

astrositler ve aksonlarda siddetli immiinreaktivite gézlendi.

Valproik asit ile birlikte kok hiicre uygulanan gruba ait S100-Beta immiinreaktivite
incelemelerinde, tutulumun tiim segmentelere ait ependim hiicrelerinde ortadan siddetliye
degisen derecede devam ettigi izlendi. Astrosit ve aksonlardaki immiinreaktivite en yaygin
ve yogun olarak sakral bolgede goriildii, sakral bolgedeki bu tutulumun orta siddetli oldugu
belirlendi. Tutulumun en ¢ok servikal ve torakal segmentlerde kontrol grubu ile uyumlu

oldugu tespit edildi.
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4.18. Makroskobik Bulgular

Resim 75: Kontrol grubuna ait sigan fetisit. Resim 76: VPA+MKH uygulanan sigana ait
defektli fetiis (solda)

Resim 77: VPA uygulanan sicanlara ait defektli fetiisler

Kontrol, VPA ve VPA+Kok gruplarina ait siganlardan alinan fetiisler birbirleriyle
makroskobik olarak karsilastirildiginda Kontrol ve VPA+Kok grubu arasinda hem elde
edilen embriyo sayilar1 hem de defektsiz embriyo sayilari arasinda ciddi fark goriilmezken;
Kontrol ve VPA, VPA ve VPA+K0ok gruplar arasinda anlamli sayilabilecek ol¢iide fark

goriildii.

Kontrol grubunda Resim 75’de goriildiigii tizere makroskobik olarak hi¢ defektli
embriyoya rastlanmazken, VPA+Kok grubunda resim 76’da goriildiigili {izere sadece 1 tane

defektli embriyoya rastlandi.
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VPA grubunda ise resim 77°de gorildiigi tizere defektli embriyo ve plasenta

izerinde neredeyse hi¢ gelisememis embriyolara rastlandi.

4.19. istatistiksel Analiz

Tim gruplarda S100b immiin boyanmasi pozitif olan hiicre sayilarinin
degerlendirilmesi HSCORE (Histolojik Skorlama) ile yapildi. Immunohistokimyasal
analizde, tiim gruplar icin rastgele {iger kesit segildi. Her bir kesitte bes bolge
immunohistokimyasal boyanmanin analizi i¢in degerlendirildi. Tiim gruplarda pozitif

hiicrelerin boyanma siddetleri asagida verilen degerlendirmelere dahil edildi.

Immunreaktif skor: Pozitif boyanan hiicrelerin siddetinin derecesi ile boyanma
yogunluklarindan elde edilen skorlarin birbiriyle carpilmasi sonucunda yukaridaki
immunreaktif skor elde edilmistir. Tiim gruplardaki HSCORE o6l¢iimii {i¢ bagimsiz gozlemci

tarafindan degerlendirilerek yapilmistir (Ayyildiz ve ark, 2004).

Tablo 4: S100b Immiinohistokimyasal boyamada beyin ve omurilik dokularinda siddet

ekspresyonunun skorlanmasi.

- (0) Negatif

+ (1) Zayif
++(2) Orta
+++ (3) Siddetli
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S100-beta beyin immunreaktivitesi
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Sekil 12: S100-beta aktivitesinin beyindeki tutulumu

Kontrol, VPA ve VPA+KOK uygulanmis gruplarda kontrol grubuna gére anlamlilik
* jsareti ile, VPA grubuna gore olan istatistiksel anlamlilik # isareti ile, VPA+KOK grubuna
gore anlamlilik ise  isareti ile gosterilmistir (p<0.05*, p<0.01**, p<0.001**%*),

En kuvvetli S100-Beta immiinreaktivitesinin valproik asit grubunda goriilmesinin,
heniiz dokunun néronal gelisim asamasinda olmasindan kaynaklandigi ve S100-Beta
proteininin burada norodejenerasyon yerine norogenez siirecinde rol aldigi igin

immiinreaktivite gosterdigi diistintildii.

S100-beta MS (lumbar) immunreaktivitesi
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Sekil 13: S100-beta tutulumunun omurilik lumbar bolgedeki tutulumu

Kontrol, VPA ve VPA+KOK uygulanmis gruplarda kontrol grubuna gore anlamlilik
* igareti ile, VPA grubuna gore olan istatistiksel anlamlilik # isareti ile, VPA+KOK grubuna
gore anlamlilik ise q isareti ile gosterilmistir (p<0.05%*, p<0.01**, p<0.001***),
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Kontrol grubunda yapilan incelemelerde S100-Beta tutulumunun az sayida astrositte
orta siddetli, ndronlara ait akson uzantilarinda ise hafif siddetli reaktivite gosterdigi tespit

edildi. Ependim hiicrelerindeki tutulumun lumbar bdlgede hafif siddette oldugu izlendi.

Valproik asit uygulanan grupta omurilige ait tiim bolgelerde ependim hiicreleri,

astrositler ve aksonlarda siddetli immiinreaktivite gézlendi.

Valproik asit ile birlikte kok hiicre uygulanan gruba ait S100-Beta immiinreaktivite
incelemelerinde, tutulumun tiim bolgelere ait ependim hiicrelerinde ortadan siddetliye

degisen derecede devam ettigi izlendi.

S100-beta MS (sakral) immunreaktivitesi
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Sekil 14: S100-beta tutulumunun omurilik sakral bolgedeki tutulumu

Kontrol, VPA ve VPA+KOK uygulanmis gruplarda kontrol grubuna gére anlamlilik
* isareti ile, VPA grubuna gore olan istatistiksel anlamlilik # isareti ile, VPA+KOK grubuna
gore anlamlilik ise ¥ isareti ile gosterilmistir (p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***),

Kontrol grubunda yapilan incelemelerde S100-Beta tutulumunun az sayida astrositte
orta siddetli, ndronlara ait akson uzantilarinda ise hafif siddetli reaktivite gosterdigi tespit

edildi. Ependim hiicrelerindeki tutulumun sakral bolgelerde orta siddette oldugu izlendi.

Valproik asit ile birlikte kok hiicre uygulanan gruba ait S100-Beta immiinreaktivite
incelemelerinde, tutulumun tiim segmentelere ait ependim hiicrelerinde ortadan siddetliye
degisen derecede devam ettigi izlendi. Astrosit ve aksonlardaki immiinreaktivite en yaygin
ve yogun olarak sakral bolgede goriildii, sakral bolgedeki bu tutulumun orta siddetli oldugu
belirlendi.
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Gruplar arasi defektler
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Sekil 15: Gruplar arasindaki si¢an fetiislerine ait defektlerin istatistiksel analizi

Gebeliklerinin 9. Giliniinde VPA uygulanan siganlara ait defektli fetiislerinin
istatistiksel analizinde VPA grubu fetiisleri kontrol grubundan uzaklasirken VPA+KOK
grubu kontrol grubuna yaklasmistir. Defektsiz fetlis sayisi VPA grubunda diiserken
VPA+KOK grubunda defektsiz fetiis sayis1 kontrole yaklasarak artmistir. Kontrol grubu
istatistiksel anlamlihig: * ile VPA uygulanan gruba ait istatistik 1 ile gdsterilmis, VPA+KOK
grubu i¢in anlamlilik + isareti ile belirtilmistir. (p<0.05*, p<0.01**, p<0.001***).
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5. TARTISMA

Valproik asit epilepsi tedavisinde olduk¢a yaygin kullanilan antiepileptik bir ilagtir.
Karma etkiye ve genis spektruma sahip olan valproik asit, anormal elektriksel uyarilarin

beyinde yayilmasini 6nlemektedir (Browne ve Holmes, 2007).

Valproik asit gebelikte kullanildiginda ise embriyo veya fetiis {izerinde noral tiip
defektlerini de igine alan merkezi sinir sistemi hasarlari, anensefali, fasiyal dismorfizm,
kardiyovaskiiler malformasyonlar, iskelet-kas anomalileri gibi ¢ok ciddi boyutlarda

teratojenite gostermektedir (Mycek ve Ark, 1998).

Bu tez calismasinda gebe siganlara uygulanan valproik asitin fetiisiin merkezi sinir
sisteminde olusturdugu hasara, sigan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrenin etkisi

arastirildi.

Petzold ve Ark (2005) kontrol grubu farelerde 16.5 ile 18.5 giinliik fetiislerin
serebrospinal sivilarinda beyine &zel proteinlerden olan S100-beta’nin 6nemli bir artis

gosterdigini bildirmistir.

Hachem ve Ark (2005) 125 ve 13.5 giinlik fetiislerde S100-beta geninin
aktivasyonunun beyin noroepitelyumunun s100b-EGFP floresan bagimsiz bdlgelerinde

artisa neden oldugunu gostermistir.

Tiboni ve Ark (2015) kontrol grubundaki ve tedavi grubundaki gebelik sonuglarina
gbre valproik asit uygulanan gruptaki fare embriyo oliimlerindeki siklik %23.8 iken bu
seviye %12.7’lik embriyo kaybi1 goriilen kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugunu
belirtmistir.

Umur ve Ark (2012) kontrol grubundaki tavuk embriyolarinda hi¢ O6lim

goriilmezken, valproik asit uygulanan gruptaki 6liim orani %27 olarak belirtmistir.

Vajda ve Ark (2013) antiepileptik ilaglara maruz kalmayan 147 gebenin 5’inde fetal
malformasyonlar ortaya ¢ikarken, valproik asite maruz kalan 436 gebenin 54’linde fetal

malformasyonlar goriildiigiini bildirmistir.

Werler ve Ark (2011) birinci trimesterde antiepileptik ilag kullanan kadinlarla hig
antiepileptik ila¢ kullanmayan kadinlar karsilastirildiginda, antiepileptik kullanan kadinlara
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ait fetlislerde noral tiip defektlerine sebep olan etkiler goriilmiistiir. Valproik asite maruz
kalan fetiislerde 9.7 kat daha fazla noral tiip defektlerine ve 4.4 kat daha fazla diger dogum

defektlerine rastlandigini bildirmistir.

Hajdukova ve Ark (2015) S100-beta merkezi sinir sisteminin yapisal proteinleri
arasinda olup, bu proteinler merkezi sinir sistemi doku hasarinin spesifik biyolojik
belirtecleri olarak oldukca fazla kullanildigindan bu calismada da agirlikli olarak merkezi
sinir sistemi hasarina bagli olarak kandaki S100-beta Konsantrasyonlarma bakildigi

bildirilmistir.

Sin-Gu Jeonga ve Ark (2013) valproik asitin optimal dozda ve kulugka siiresi ile
verildiginde hBM-MSC'lerden ¢esitli trofik faktorlerin salinimini stimiile ettigini ve bunun

da kok hiicre tedavisinin etkinligini artirabilecegini gostermistir.

VPA tedavisi hBM-MSC'lerde néronal progenitdr genler Nestin-1, Musashi, CD133
ve GFAP'In anlaml bir sekilde ¢ogaltilmasini arttirdigi immiinoblot analizi ile teyit edilerek
kok hiicrelerinin farklilasma potansiyelinin implantasyondan once iyilestirilmesini
gerektirdigini onermektedir. Bu calismada, VPA'nin hBM-MSC'lerde ndroprojenlerinin
indiiksiyonu ile noronal farklilasmay1 tesvik ettigini ve MSC'lerin VPA 6n muamelesinin

norodejeneratif hastaliklarda daha 1yi etkinlik saglayabilecegini 6nermektedir.

Bu tez calismasinda gebe siganlara, gebeliklerinin 9. giiniinde uygulanan valproik
asitin fetal malformasyonlara ve fetal kayiplara neden oldugu, valproik asitle birlikte
uygulanan sigan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrenin fetiiste 6zellikle merkezi
sinir sistemi {izerinde protektif ve/veya onarici etki gosterdigi S100-beta antikoru

kullanilarak immiinohistokimyasal yontemlerle gosterilmistir.

Ayrica valproik asit ile birlikte sigan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrenin
uygulandigr grupta mezenkimal kok hiicrenin fetal kayiplart énemli Olclide engelledigi

goriilmiistiir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Gebelik doneminde uygulanan valproik asitin fetiislerin omuriliklerinde dejeneratif
degisimlere yol actigi, bu dejeneratif degisimlerden en ¢ok etkilenen bolgelerin lumbar ve
ozellikle sakral segmentler oldugu tespit edildi. Valproik asit ile birlikte yapilan kdk hiicre
tedavisinin ise bu dejeneratif degisimlerin olusumunu biiylik oranda engelledigi belirlendi.
Nanomolar konsantrasyonlarda ndroprotektif etki gosterdigi, ancak mikromolar
konsantrasyonlarda sinir sisteminde sinaptik plastisiteye ve ndron/ndrogliya hiicrelerinde
apoptozise yol agtig1 bilinen ve hasarlanmis astrositlerce salinan Ca®* bagimli protein olan
S100 Beta primer antikoru ile yapilan immiin boyamalar sonucunda valproik asit
uygulamasinin tutulumu siddetli oranda arttirdig1 tespit edildi. Bu sonug, valproik asit
uygulamas1 ile birlikte sinir dokusunda nérodejenerasyonun gergeklestigi seklinde
yorumlandi. Gebelik doneminde uygulanan valproik asitin lateral ventrikiil diizeyinde sinir
dokunun gelisimini engelledigi/geciktirdigi ve omurilikte dejeneratif degisimlere yol agtigi
tespit edildi. Kok hiicre uygulamalarinin lateral ventrikiil diizeyindeki dokuda mezenkimal
hiicre proliferasyonuna ve az sayida noron farklanmasina yol agtigi, omurilikteki degisimler

tizerinde ise koruyucu/engelleyici etki gosterdigi kanisina varildu.

Valproik asit ve kok hiicre uygulamalarinin beyin dokusundaki etkisi ile ilgili daha
net ve kesin sonuca varabilmek i¢in dokunun olfaktér bulbus ya da lateral ventrikiil

diizeyinde degil, hemisferler iizerinden degerlendirilmesinin daha uygun olacag diisiiniildii.
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