T.C.
ERCIYES UNIiVERSITESI
GEVHER NESIBE GENOM VE KOK HUCRE ENSTITUSU
NOROBILIM ANABILIM DALI

SICAN BEYINLERINDE METOTREKSAT ILE
OLUSTURULAN FOLIK ASIT YETERSIZLiGI SONUCUNDA
BOZULAN SUBVENTRIKULER BOLGEDEKI
NOROGENEZE HIPERBARIK OKSIJEN UYGULAMASININ
ETKIiSI

Hazirlayan
Aysun CELIK

Danisman
Prof. Dr. Feyzullah BEYAZ

Yiiksek Lisans Tezi

Kasim 2023
KAYSERI






T.C.
ERCIYES UNIiVERSITESI
GEVHER NESIBE GENOM VE KOK HUCRE ENSTITUSU
NOROBILIM ANABILIM DALI

SICAN BEYINLERINDE METOTREKSAT ILE
OLUSTURULAN FOLIK ASIT YETERSIZLiGI SONUCUNDA
BOZULAN SUBVENTRIKULER BOLGEDEKI
NOROGENEZE HIPERBARIK OKSIJEN UYGULAMASININ
ETKISI

Yiiksek Lisans Tezi

Hazirlayan
Aysun CELIK

Danisman
Prof. Dr. Feyzullah BEYAZ

Bu ¢calisma; Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan TYL-2023-12687 nolu proje ile desteklenmistir.

Kasim 2023
KAYSERI






BILIMSEL ETiGE UYGUNLUK ONAYI

Bu tezin kendi ¢alismam oldugunu, tiim bilgilerin akademik ve etik kurallara uygun
bir sekilde elde edildigini beyan ederim. Ayni zamanda akademik ve etik kurallarin
gerektirdigi gibi tiim materyal ve sonuglar1 tam olarak aktardigimi, bagkalarinin
eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere bilimsel kurallara uygun olarak

atifta bulundugumu ve kaynaklar listesinde gosterdigimi belirtirim.

Adi-Soyadi : Aysun CELIK

Imza :



YONERGEYE UYGUNLUK ONAYI

““Sican Beyinlerinde Metotreksat ile Olusturulan Folik Asit Yetersizligi
Sonucunda Bozulan Subventrikiiler Bolgedeki Norogeneze Hiperbarik Oksijen
Uygulamasinin Etkisi”’adl1 Yiiksek Lisans Tezi, Erciyes Universitesi Lisansiistii

Tez Onerisi ve Tez Yazma Yonergesi’ne uygun olarak hazirlanmistir.

Tezi Hazirlayan Danisman

Aysun CELIK Prof. Dr. Feyzullah BEYAZ

Anabilim Dah Baskani

Prof. Dr. Fiisun Ferda ERDOGAN



KABUL VE ONAY SAYFASI

Prof. Dr. Feyzullah BEYAZ danismanhginda Aysun CELIK tarafindan hazirlanan
“Sican Beyinlerinde Metotreksat ile Olusturulan Folik Asit Yetersizligi
Sonucunda Bozulan Subventrikiiler Bolgedeki Norogeneze Hiperbarik Oksijen
Uygulamasmin Etkisi” adli bu calisma jiirimiz tarafindan Erciyes Universitesi
Gevher Nesibe Genom ve Kok Hiicre Enstitiisii Norobilim Anabilim Dalinda

Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

24.11.2023
imza
JURI
Danigman: Prof. Dr. Feyzullah BEYAZ
Uye: Prof.Dr. Ebru KARADAG SARI
Uye: Dog¢.Dr. Gokhan UNAL
ONAY
Bu tezin kabulii Enstitii Yonetim Kurulunun ................ tarth ve .....ooovvveeneennns sayill
karar1 ile onaylanmustir.
.......... loociid .
Prof. Dr. Yusuf OZKUL

Enstitii Miidiiri



TESEKKUR

Bu tez projesinin planlanmasi, yliriitiilmesi ve yazilmasi konularinda bilgi paylasima,
destekleyici tutumundan &tiirii dncelikle degerli tez danismanim Erciyes Universitesi
Veteriner Hekimligi  Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim
Uyesi Prof.Dr.Feyzullah Beyaz’a,
Hiperbarik Oksijen uygulamasinda yanimizda olan Dr. Mehmet Akif BAKTIRa,
Caliskanligin1 ve bilime olan bakis acgisim1 daima 6rnek aldigim Gevher Nesibe
Genom Kok Hiicre Enstitiisii Norobilim Anabilim Dali Baskani1 Prof.Dr.Fiisun Ferda
ERDOGAN’a,
Bu tez siirecinde her daim fikir aligverisinde oldugum ve bu zorlu yolu beraber
yiiriidiiglim arkadasim Biyolog Zeynep ISIK’a,
Tez siireci ile ilgili belge evrak teslimi ve takvim olusturma hususlarindaki
yardimlarindan otiirii Gevher Nesibe Kok Hiicre Enstiitiisii Sekteri Mehmet Caner
GOKDEMIR’e,
Histoloji ve Embriyoloji Laboratuvarindaki doku takibi ve DEKAM’daki deney
stireglerinde yardimlarini ve desteklerini hissettigim DEKAM sorumlusu Dr.Mustafa
ERMIS, Dr.Fatma KOSE, Gevher Nesibe Kok Hiicre Enstiitiisii Norobilim yiiksek
lisans Ogrencisi Psikolog Alev CAY, Uzman Biyolog Emel COLAK, Norobilim
doktora Ogrencisi Uzman Psikolog Begiim Fatma KIRYAR, Veteriner Hekimligi
Fakiiltesi Anatomi Anabilimdali ve Histoloji Anabilimdali yiiksek lisans ve doktora
Ogrencilerine,
Her daim sahislarina miinasir bir sekide beni destekleyen basta Annem Asuman
PEKSOY olmak tizere tiim aile fertlerime,
Siire¢ boyunca her problemimde yanimda olan ve desteklerini hissettigim Nelda
KURUDAG ve Sema ATIC basta olmak iizere Melikgazi Sosyal Hizmet
Merkezindeki ¢alisma arkadaslarima ve tez siireci boyunca anlayis gosteren
Miidiirim Erdem ALBAYRAK’a
Her daim yanimda olduklarini hissettiren ve desteklerini benden esirgemeyen canim
arkadaslarrm Reyhan Ebrar OCAKTAN’a, Seyma Nur DEMIiR’e, Berat
BAGBANCI’ya, Duygu OZCAN’a, Emine TOZ’a, Zehra SEMERCIOGLU’na,
Tuba GONULCEKEN’e ve Elif SARI’ya en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Aysun CELIK Kayseri 2023

iv



SICAN BEYINLERINDE METOTREKSAT ILE OLUSTURULAN FOLIiK
ASIT YETERSIZLiGi SONUCUNDA BOZULAN SUBVENTRIKULER
BOLGEDEKI NOROGENEZE HIiPERBARIK OKSIiJEN UYGULAMASININ
ETKIiSi
Aysun CELIK

Erciyes Universitesi, Gevher Nesibe Genom ve Kok hiicre Enstitiisii
Norobilim Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi, Kasim 2023
Danmisman: Prof.Dr. Feyzullah BEYAZ

OZET

Norogenez, beyindeki noral kok hiicrelerden fonksiyonel yeni ndron olusumunu
ifade eder ve genellikle beynin hipokampiis ve subventrikiiler bolgesinde goriiliir.
hiicre proliferasyonunda pirimidin ve piirin sentezi i¢in temel bir enzim olan
dihidrofolat rediiktazi inhibe etmek i¢in yapisal olarak tasarlanmig birkac folik asit
antagonistinden biri olan Metotreksat (MTX), hayvan modellerinde hafiza ve
hipokampal norojenez iizerinde olumsuz etkisi olan kemoterapotik bir ilactir.
Hiperbarik oksijen tedavisi, deniz seviyesinden daha yiiksek basinglarda belirli
periyotlarla %100 oksijen solumasi temeline dayanan bir tibbi tedavi yontemidir.
Kok hiicre proliferasyonu, hiperbarik oksijen uygulamasini takiben g¢esitli metotlarla
belgelenmistir ve son yirmi yilda noéronal hiicre proliferasyonu icin kanitlar ortaya
cikmistir. Bu c¢alismada sicanlarin subventrikiiler bdlgelerindeki nérogenezi
intraperitoneal enjeksiyon ile metotreksat uygulanarak hasara ugratilmis(n=7),
norogenezi hasara ugratilimig ve 2 atmosfer basing altinda giinde 1 saat hiperbarik
oksijen uygulamasina maruz birakilmis (n=7), deney siiresince (30 giin boyunca) 2
atmosfer basing altinda giinde 1 saat hiperbarik oksijen uygulamasina maruz
birakilmig(n=7) ve metotreksat uygulanan gruplarin enjeksiyon giiniinde serum
fizyolojik uygulanan grup(n=7) olmak {izere toplamda rastgele ve esit sekilde 4
gruba ayrilan 28 adet erkek Sprague Dawley cinsi rat kullanilmistir. Bir grup ratin
(n=14) noral gelisimde aktif rol oynayan folik asit metabolizmasima metotreksat ile
hasar verilmis bdylece subventikiiler bolgedeki ndérogenez olusumunda bozulma
saglanmistir. Norogeze hiperbarik oksijen uygulamasinin etkisinin incelenmesi
amaciyla immunohistokimyasal yonteme basvurulmustur. Nestin, doublecortin, ki-67
ve NeuN proteinlerinin boyanma yogunluklarinin J imaj programiyla kantatif ve
semi kantatif analizleri yapilmistir. Arastirmadan elde edilen bulgular 1s181inda
hiperbarik oksijen uygulamasinin metotreksat kullanimini gerektiren hastaliklarda
olast norotoksik etkileri dnleyici bir secenek olabilecegi One siiriilmiistiir. Ayrica
ileride olusabilecek bazi ndrodejeneratif hastaliklarin 6nlenebilmesi igin yeni bir
alternatif tedavi yonteminin Oniiniin a¢ilmasi hedeflenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Folik Asit; Hiperbarik Oksijen Tedavisi; Metotreksat;
Subventrikiiler Bolge; Norogenez.



THE EFFECT OF HYPERBARIC OXYGEN ADMINISTRATION ON
NEUROGENESIS IN THE SUBVENTRICULAR REGION IMPAIRED BY
METHOTREXATE-INDUCED FOLIC ACID DEFICIENCY IN RAT BRAINS
Aysun CELIK
Erciyes University, Gevher Nesibe Genome and Stem Cell Institute
Department of Neuroscience Master's Thesis, November 2023
Supervisior:Prof.Dr. Feyzullah Beyaz
ABSTRACT

Neurogenesis refers to the formation of functional new neurons from neural stem
cells in the brain and is usually seen in the hippocampus and subventricular region of
the brain. Methotrexate (MTX), one of several folic acid antagonists structurally
designed to inhibit dihydrofolate reductase, an essential enzyme for the synthesis of
pyrimidine and purine in cell proliferation, is a chemotherapeutic drug that has a
negative effect on memory and hippocampal neurogenesis in animal models.
Hyperbaric oxygen therapy is a medical treatment method based on breathing 100%
oxygen at certain periods at pressures higher than sea level. Stem cell proliferation
has been documented by various methods following hyperbaric oxygen
administration, and evidence for neuronal cell proliferation has emerged in the last
two decades. In this study, the neurogenesis of the subventricular regions of the rats
was damaged by methotrexate by intraperitoneal injection (n=7), neurogenesis was
damaged and hyperbaric oxygen was exposed to hyperbaric oxygen administration
for 1 hour a day under 2 atmospheres pressure (n=7), hyperbaric oxygen application
was exposed to 1 hour per day under 2 atmospheres pressure during the experiment
(for 30 days) (n=7), and the group treated with methotrexate was treated with saline
on the day of injection (n=7) A total of 28 male Sprague Dawley rats, which were
randomly and equally divided into 4 groups, were used. Folic acid metabolism,
which plays an active role in neural development in a group of rats (n=14), was
damaged by methotrexate, thus disrupting the formation of neurogenesis in the
subventicular region. Immunohistochemical method was used to investigate the
effect of hyperbaric oxygen administration on neurogez. Quantitative and semi-
quantitative analyses of staining densities of nestin, doublecortin, ki-67 and NeuN
proteins were performed with the J image program. In the light of the findings
obtained from the study, it has been suggested that hyperbaric oxygen administration
may be an option to prevent possible neurotoxic effects in diseases requiring
methotrexate use. In addition, it is aimed to pave the way for a new alternative
treatment method in order to prevent some neurodegenerative diseases that may
occur in the future.

Keywords: Folic Acid; Hyperbaric Oxygen Therapy; Methotrexate; Subventricular
Zone; Neurogenesis.
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Ki67 pozitif hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB,

MTX + HB grubuna ait bir sigan beyninin 3. ventrikiil duvarinda Ki67
pozitif hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar;
SO LML ettt r e e r e r e nnr e nns 59
Saline kontrol grubuna ait bir sican beyninin 3. ventrikiil duvarinda

NeuN pozitif hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB,

Hiperbarik kontrol grubuna ait bir sigan beyninin 3. ventrikiil duvarinda

NeuN pozitif hiicre, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB,

MTX grubuna ait bir sigan beyninin 3. ventrikiil duvarinda NeuN pozitif
hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50 um. . 61
MTX + HB grubuna ait bir sigan beyninin 3. ventrikiil duvarinda NeuN
pozitif hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar;
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1. GIRIS VE AMAC

Norogenez, beyindeki noral kok hiicrelerden fonksiyonel yeni néron olusumunu
ifade etmektedir (Altman ve Das, 1965). Norogenez konusunda yapilmis galismalar,
beyindeki lateral ventrikiiliin subventikiiler bolgesi (SVZ) ve hipokampiisiin dentate
girusu olmak iizere iki bolgede norogenezin gerceklestigini gostermektedir
(Makrygianni ve ark., 2023). Norogenez erken donemde noral gelisimde aktif rol
oynarken yetiskin donemde ise sinir sisteminde bir onarim mekanizmasi sunmaktadir
(Wang ve ark., 2003). Bu calismada ise noral gelisimde aktif rol oynayan folik asit
metabolizmasina metotreksat ile hasar verilmis bodylece subventikiiler bolgedeki
norogenez olusumunda bozulma saglanmistir (Hirako ve ark., 2015; Sritiwan, 2023).
Sicanlara hipoksi, iskemi, vaskiiler demans ve travmatik beyin yaralanmasi gibi
birgok hastaligin tedavisinde uygulanan hiperbarik oksijen’in folik asit yetersizligi
aracilifi ile bozulan ndrogeze bu uygulamanin etkisi immunohistokimyasal

yontemle hiicresel diizeyde incelenmistir (Liu ve ark., 2013; Yang ve ark., 2008).
Calismanin amaci dogrultusunda ¢aligmanin hipotezleri asagidaki gibidir:

1) Metotreksat ile folikasit yetersizligi olusturulmus grup ile metotreksat ile folikasit
yetersizligi olusturulmus ardindan hiperbarik oksijen tedavisi uygulanmis gruplarin
subventikiiler bolgesindeki (SVZ) hiicrelerin boyanma yogunlugu arasinda anlami

bir fark vardir.

2) Metotreksat ile folikasit yetersizligi olusturulmus grup ile metotreksat ile folikasit
yetersizligi olusturulmus ardindan hiperbarik oksijen tedavisi uygulanmis gruplarin
subventikiiler bolgesindeki (SVZ) hiicrelerin boyanma yogunlugu arasinda anlami

bir fark yoktur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Norogenez ve Tarihgesi

Norogenez, beyindeki noral kok hiicrelerden fonksiyonel yeni ndron olusumunu
ifade etmektedir (Altman ve Das, 1965). Yetiskin beyninin yasam boyunca yeni
néronlar iiretme kabiliyeti bulunur (Netzahualcoyotzi ve ark., 2021). Ilk nérogenez
tanimindan bu yana yeni ndronlarin olusumu tartisma konusu olmustur ¢iinkii bu
kavram geleneksel sinirbilim paradigmasiyla uyumlu degildir. Ramon y Cajal,
norogenezin sadece embriyonik gelisim boyunca siirdiigii ve yetiskin sinir sisteminin
durgun, yenilenme kapasitesinden yoksun oldugunu ileri siirmiistiir. Bu dogmaya
20.Yiizyilin biiyiik bir doneminde inanilmistir (Altman ve Das, 1965). Allen (1912),
adult nérogenezinin kesfini saglayan ilk ipucunu, 120 giinliik albino siganlarin lateral
ventrikiillerinde mitotik figiirleri gézlemlemistir. Ilerleyen siireclerde ise Altman ve
Das (1965), yenidogan ve yetiskin ratlarda thymidine-H uygulamasi yaptiklari
caligmalariyla nérogenezi gostermistir. O zamandan beri, bu ndronlarin nasil ve
nerede iretildigine dair genis miktarda veri iiretilmistir. Bugiine kadar, insanlar da
dahil olmak iizere bir¢ok farkli tiirde dogum sonrasi yeni ndronlarin olustugu
bildirilmistir (Eriksson ve ark., 1998; La Rosa ve ark., 2020; Moreneo-Jimnez ve
ark., 2019). Nottebohm ve Goldman (1983), kuslarda norogenezi gosterdikleri
calismadan sonra yetiskin ndrogenezi iizerinden yapilan ¢aligmalar ivme kazanmustir.
Yetigkin beynindeki kalici nérogenezi incelemedeki ilerleyis, yetiskin merkezi sinir
sisteminde kendini yenileme ve yapisal onarimin miimkiin olabilecegine dair ipuglari
vermistir. Deneyimleri iceren ¢evresel faktorlerin yetiskin beyin yapist ve islevi
tizerinde yogun bir etkiye sahip oldugu giderek daha agik hale gelmistir (Lisman,
1999). Adult-born noronlar, konfokal goriintiileme ile birlikte, niikkleotid analoglar
ve ndronlara 6zgii protein belirtecleri ile boliinen hiicrelerin isaretlenmesine imkan

veren immiinohistolojik methotlarla  agik¢a tanimlanmistir (Eriksson, 1998;



Kemperman ve ark., 1997). Bu noronlarin olusumu, beynin belirli bolgelerinde
bulunan ve yagam boyunca yeni ndronlar iireten oncii hiicrelerin popiilasyonlarindan
kaynaklanir (Kempermann ve ark., 2004). Yeni noronlar, erken evrelerde mevcut
devreye entegre olmalarini saglayan elektrofizyolojik niteliklere sahiptir (Piatti ve
ark., 2011). Siire¢ sonucu olugan bu noronlarin islevsel olarak hafiza ve 6grenme ile
ilgili rol alirlar (Garthe ve ark., 2009). Fare hipokampiisiindeki etiketli bireysel
progenitor hiicreler araciliiyla yapilan bir ¢alismada progenitér hiicreler DG'nin
olgun hiicrelerine yol agtik¢a gelisimsel ilerleme izlenebilmistir (Pilz ve ark., 2018).
Insan hipokampal nérogenezinin yaslanma boyunca da devam ettigini bildirmistir.
Hipokampal norogenezin hayat boyunca insana dair biligsel fonksiyonlar
slirdiirmesinin miimkiin ve biligsel - duygusal esneklik ile baglantili olabilecegi ileri
siriilmiistiir (Boldrini, 2018). Ek olarak, dogal yaslanma ile beraber noéronal

nesillerin sayisinda azalma gorilmistiir (Kuhn ve ark., 1996; Leal-Galigya ve ark.,
2008).

2.2. Norogenez ve Kok Hiicreler

Kok hiicreler farklilasmamis (pluripotent) veya kismen farklilagsmis (multipotent)
hiicrelerdir (Martinez-Cerdeno ve Noctor, 2018). Progenitor hiicreler olarak da
adlandirilan multipotent kok hiicreler, hiicre tiplerinin spesifik alt kiimelerine
dontigebilirken pluripotent kok hiicreler, bir organizmanin tiim hiicre tiplerine

farklilagma potansiyeline sahiptir (Martinez-Cerdeno ve Noctor, 2018).

Embriyonik kok hiicreler (ESC'ler), blastosistin i¢ hiicre kiitlesinden tiiretilen
hiicreler, pluripotenttir. Embriyonik kok hiicreler (ESC'ler), belirli bir dokunun
embriyonik tabakalar1 progenitor hiicrelerin boliinmeleri sonucu olusur ve gelisir.
Kok hiicre boliinmeleri simetrik veya asimetrik sekilde gergeklesebilir (Hassani ve
ark., 2019). Kok hiicrenin ayn1 hiicre kaderini elde etmeye mahkum olan iki 6zdes
hiicreye boliinmesi simetrik hiicre boliinmesi olarak ifade edilir. Bir kok hiicrenin,
ayn1 kok hiicre kaderine sahip bir yavru hiicreye ve daha farklilasmis bir bagkasina
boliinmesi ise asimetrik boliinme olarak adlandirilir. Simetrik bdliinmelerin hedefi
kendini yenileme ve ¢ogalmadir, asimetrik boliinmelerin hedefi ise hiicre sayisinin
korunmasi ve farklilasmasinin saglanmasidir. Simetrik ve asimetrik boliinme modlari

arasindaki denge, igsel ve digsal sinyaller tarafindan regiile edilir. Bu dengedeki
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bozulmalar doku ve organizma dishomeostazi veya hastaligina sebep olabilmektedir

(Morrison ve ark., 2006).

Noral progenitor hiicreler (NPC'ler), kendini yenileyebilen ve noronlara, astrositlere
ve oligodendrositlere farklilasma kapasitesine sahipmmultipotent noral kok
hiicrelerdir (NSC'ler). Dogum sonrasinda, yetiskin beyinde, NPC'ler esas olarak
lateral ventrikiillerin (LV'ler) subventrikiiler bolgesinde (SVZ) ve hipokampal dentat
girusun (DG) subgraniiler bolgesinde (SGZ) konumlanir. NPC'lerin, beslenme,
metabolizma, iireme, néroendokrin entegrasyon ve otonomik ciktr gibi cekirdek
homeostatik siire¢lerin regiile edilmesinde gorev alan yiiksek diizeyde korunmus bir
beyin bolgesi olan yetigkin hipotalamusta da konumlandigina dair bulgular vardir.
Kemirgen yetiskin hipotalamusta, NPC'ler esas olarak 3. ventrikiilin duvarini
kaplayan farkli tanisit alt tiplerini icerir. Yetigkin insan hipotalamusunda, ndérojenik
nis, 3. ventrikiilin tabanindaki tanisitler, ependimal hiicreler ve serit hiicreleri
(SVZ'dekine benzer bir bosluk ve serit organizasyonu gosteren) bunlara ek olarak

suprakiazmatik hiicrelerden olusur (Makrygianni ve ark., 2023).
2.3. Noral Belirtecler
Doublecortin (DCX)

Morfogenez boyunca mikrotiibiil dinamiklerinin ve stabilitesinin diizenlenmesinde
DCX merkezi bir rol oynar. DCX'in mutant alelleri, gelisim sirasinda uygun hiicre
gociindeki bozukluklarla iliskilidir ve insanlarda lissensefali gibi hastaliklara katkida
bulunur (Gleeson ve ark., 1998). immiin boyama, soma ve go¢ eden hiicrelerin nde
gelen siireglerinin yani sira boliinen hiicrelerde gelisen siireclerin distal uglarinda
DCX'in en yiiksek ifade seviyelerini ortaya koymaktadir (Francis ve ark., 1999;
Gleeson ve ark., 1993). Yetiskin farelerin SVZ tiirevi hiicrelerinde DCX'in in vitro
yok edilmesi go¢ kapasitesinde dnemli bir azalmaya neden olmustur (Ocbina ve ark.,
2006). Yeni dogan hiicrelerini, spesifik olarak da tip 3 ve tip 2a’y1, belirtmek lizere

noranal isaretleyici olarak kullanilmaktadir (He ve Crews, 2007).
Ki 67

Hiicrenin ¢ogalmasi i¢in dnemli endojen bir isaretleyicidir. Hiicre siklusunun aktif

olan fazlarinda goriiliir (Kee ve ark., 2002). Ki-67 proteini, yillardir insan timor



hiicreleri i¢in bir proliferasyon belirteci olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Son
calismalarda, bu biiylik proteinin ¢coklu molekiiler islevleri daha iyi anlagilmistir. Ki-
67'nin hem interfaz hem de mitotik hiicrelerde rolii vardir ve hiicresel dagilimi hiicre
dongiisii ilerlemesi sirasinda onemli Ol¢lide degisir. Bu lokalizasyonlar farkli
fonksiyonlarla iliskilidir. interfaz sirasinda Ki-67, heterokromatin antijenlerinin
normal hiicresel dagilimi ve heterokromatinin niikleolar birlesimi igin gereklidir.
Mitoz sirasinda Ki-67, yogunlasmis kromozomlar1 kaplayan bir riboniikleoprotein
kilif olan perikromozomal tabakanin (PCL) olusumu i¢in gereklidir. Ki-67 bu yapida

mitotik kromozomlarin toplanmasini 6nlemektedir (Sun ve Kaufman, 2018).
Nestin

Nestin ilk olarak gelismekte olan ve yetiskin beyinlerdeki ndroepitelyal kok
hiicrelerde tanimlanmistir ve o zamandan beri kemik iligi, kalp, iskelet kasi,
pankreas, testis ve sa¢ gibi dokulardaki bir¢ok progenitér hiicre tipinde ifadesi
tamimlanmustir. Ote yandan, birgok calisma nestinin beyin, rahim, serviks, prostat,
yumurtalik, testis ve pankreas gibi organlarin malignitelerinde ifade edilen kanser
kok hiicrelerinin bir belirteci oldugunu bildirilmistir. Kanserin ortaya ¢ikisi ve
ilerlemesinde, nestin ekspresyonu hiicre proliferasyonu, anjiyogenez ve metastaz
dahil olmak tizere gesitli siireglerle iliskilendirilmistir (Bernall ve Arrnaz, 2018).
Nestin, B ve C tipi hiicreleri ve immatiire bagli néroblastlarin bir alt popiilasyonunu

etiketlemektedir (Doetsch ve ark., 1997; Perez-Asensio ve ark., 2013)
Neuronal Nuclei (NEUN)

Noronal fenotipin saptanmasinda 6nemli rol oynayan ve reaktivitesi ndronun
olgunlagma stiresince belirginlesen ve giinlimiizde yaygin tercih edilen bir belirtegtir

(Mullen ve ark., 1992).
5-Bromo-2-deoxyuridine (BrdU)

5-Bromo-2-deoxyuridine (BrdU) yalnizca c¢ogalabilen hiicrelerde bulunan timidin
analogu olan sentetik niikleozidtir. DNA sentezinin S fazinda timidin yerine

konumlanir ve imminohistokimyasal yontemlerle isaretleme yapilabilir (Kee ve ark.,

2002).



Glial Fibriler Asidik Protein (GFAP)

Noral kok hiicrelerin  asimetrik olarak C tipi hiicrelere boliinen ve kendileri de
noroblastlar olusturan glial fibriler asidik protein (GFAP) eksprese eden B tipi
hiicrelerin bir alt popiilasyonu oldugu diistiniilmektedir (Bordey, 2006; Doetsch,
1999; Chan ve ark., 2004; Lledo ve ark., 2006). GFAP antijeni i¢in immiin boyama,
GFAP eksprese eden hiicrelerin farkli SVZ hiicre popiilasyonlart ve proliferasyon
icin antijenik belirtecleri birlikte eksprese edip etmedigini incelemek i¢in yaygin bir
yontemdir. Bununla birlikte, GFAP ile birlikte boyama verilerinin yorumlanmasi,
hiicre morfolojisini eksik tahmin eden GFAP boyamasinin ipliksi goriiniimii
nedeniyle zordur. Bu durum 6zellikle GFAP ve ¢esitli proliferasyon belirtegleri i¢in
birlikte boyama yapildiginda gegerlidir (Bolteus ve Bordey, 2004; Braun ve
ark.,2003; Liu ve ark., 2006). Tip 1 hiicrelerin belirtilmesi agisindan da 6nem
gosterir.  Klinik olarak da noéron dejenerasyonunu gostermek amaciyla

kullanilmaktadir (Song ve ark., 2002).
2.4. Ventrikiiler Sistem

Ventrikiiler sistem birbirine bagli kanallar ve bosluklardan olugmaktadir.
Hemisferlerin ikisinin de foramen interventriculare (foramen Monroe) aracilig ile
liclincli ventrikiille baglantili birer genis lateral ventrikiilii vardir. Orta hatta
konumlanmis olan {iciincii ventrikiil ise sag ve sol olmak iizere hipotalamuslarin ve
talamuslarin ara bdliimiinden mevcut olan ince bir bosluktan olusmaktadir.
Aquaeductus cerebri (Aquaeductus Sylvii) vasitasiyla ile iiglincli ventrikiil ile
dordiincii ventrikiil baglanir. Dordiincli ventrikiil ise pons ve cerebellum arasindaki

boslukta bulunmaktadir (Tugtag, 2012).

2.4.1.Lateral ventrikil

Lateral ventrikiiller iki hemisferinde i¢ kisminda bulunan ug uzantili bosluklar vardir
ve ventrikiiler sistemin en st kisminda olanmidir. Lateral ventrikiillerin her iki tarafi
septum pellucidum ile birbirinden ayridir. I¢ kismi ependim hiicreleri ile kaphdir ve
BOS ile doludur. iki yandan foramen interventriculare (Monro deligi) ile iiciincii
ventrikiil ile baglanti kurar. Pars centralis, cornu frontale, cornu occipital, cornu

temporale seklinde 4 kisma ayrilir (Arinci, 2001).



2.4.2. Uciincii ventrikiil

Ucgiincii ventrikiil corpus callosum ve lateral ventrikiil pars centralis’inin ventralinde
sella turcica, hipofiz bezi ve mesencephalon’un dorsalinde thalamus ve
hipotalamus’un her iki yarisinin ara kisminda konumlanmistir. Anterosuperior
kenarinda foramen Monroe’lar yoluyla her iki lateral ventrikiil ile iligski halindedir.
Ucgiincii ventrikiilin en {iist kismi anteriorda foramen Monroe’dan, posteriorda
recessus suprapinealis’e kadar yukari dogru hafif bir yaya benzer sekilde
uzanmaktadir. En alt kisminin superiorunu diensefalik yapilar olustururken
anteriorunu mezensefalik yapilar olusturmaktadir ve bu kisim anteriorda optik
kiyazmaya, posteriorda aquaductus cerebri’nin iist bosluguna kadar devam

etmektedir (Arinci, 2001).

Tanisitler, tglincii ventrikiilin yan duvarini ve dordiincii ventrikiiliin tavanini
kaplayan tek kutuplu ependimomglial hiicrelerdir. Kan-beyin bariyeri kapillerlerini
mediobazal hidriirde birlestirmek i¢in hipothalamus ve median eminence'deki
hipotalamohipofizyal portal sistemin fenestrali kilcal damarlar1 olnak {izere uzun bir
radyal siire¢ gonderirler (Langet ve ark., 2013; Mullier ve ark., 2010; Rodrigez ve
ark.,2019). Tanisitler ayrica arkuat ¢ekirdek, ventromedial gekirdek ve dorsomedial
¢ekirdekte bulunan noronlar da dahil olmak {izere diger noral hiicrelerle de temas

edebilir (Bieber, 1971; Coppola ve ark., 2007).

2.4.3. Dordiincii ventrikiil

Beyincigin anteriorunda medulla oblongata’nin iist yarisi ile pons’un posteriorunda
konumlanan dérdiincli ventrikiil kaudalde canalis centralisi takip eder. Dordiincii
ventrikiiliin taban1 fossa rhomboidea olarak adlandirilir. Dordiincii ventrikiiliin tavan
ise velum medullare superior ve pleksus chorideustan meydana gelmektedir.
Pedunculus cerebellaris superior iist dis kenarmi olustururken tuberculum gracile,
tuberculum cuneatum ile pedunculus cerebellaris inferior ise alt dis kenarim
olusturur. Foramen magendie ve foramen luschka olarak isimlendirilen kii¢iik
bosluklar sayesinde spatium subarachnoidale ile dordiincii ventrikiil baglanti saglar

(Arinci, 2001; Karacan, 2008).



2.4.4. Subventrikiiler Norojenik Nis ve Norogenez

Lateral ventrikiiller, astrositlere benzeyen ve Olfaktér Bulb’t (OB) dolduran
noronlara farklilasan tip-B1 hiicreleri olarak adlandirilan ¢ok sayida noral kok hiicre
(NSC) ile kaplidir (Doetsch ve ark., 1997, Garcia-Verdugo ve ark., 1998; Mirzadeh
ve ark., 2008; Ponti ve ark., 2017). Tip-B1 hiicreleri GFAP, glutamat aspartat tastyict
ve beyin lipit baglayici proteini eksprese eder (Doetsch ve ark., 1997; Codega ve
ark., 2014; Mich ve ark., 2014). Aktive olmus tip-B1 hiicreler nestini eksprese eder
ve kendini yenilemek veya achaetescute homolog 1- ve distal-less homeobox 2-
eksprese eden C hiicrelerine yol agmak icin asimetrik olarak boliiniir (Doetsch ve
ark., 1997; Ponti ve ark., 2017). C tipi hiicreler simetrik olarak iki ila ii¢ kez boliiniir,
daha sonra SVZ icindeki farklilagmanin son asamasini temsil eden tip A hiicrelerine
(noroblastlar) farklilagir (Ponti ve ark., 2017). Tip A hiicreleri bir ila iki kez boliiniir
ve rostral go¢ akimindan (RMS) OB'ye go¢ eder (Doetsch ve ark., 2017). Bu
hiicreler, mikrotiibiil ile iligkili protein Doublekortinin (DCX'in) yan1 sira aksonal
rehberlikte rol oynayan kollapsin yanitli mediatér protein-4'i eksprese eder. Bu
proteinler birlikte, yeni {iretilen noroblastlarin mikrotiibiiller ve miyozin II ile
etkilesime girmesine izin vererek, OB'ye dogru 120 pm / s hizla hareket etmelerini
saglar (Wichterle ve ark., 1997; Francis ve ark., 1999; Nacher ve ark., 2000).
Ozellikle, bu gdciin yonliiliigii, SLIT-déner kavsak (ROBO) sinyalizasyonu da dahil
olmak tizere bir dizi faktor tarafindan diizenlenir. SLIT'ler tip A hiicrelerine
kemorepulsiftir ve ROBO reseptorleri SVZ ve RMS'de eksprese edilir (Ba-Charvet
ve ark., 1999; Hu, 1999; Li ve ark., 1999; Wu ve ark., 1999). SLIT'lerin bir gradyani
kirpikler tarafindan olusturulur, en yiliksek konsantrasyon SVZ'dedir ve A tipi
hiicreleri uzaklastirir (Sawamoto ve ark., 2006). Olfaktor Bulb’a yonlii gogii takiben,
noroblastlar, RMS zincirlerinden ayrilmaya neden olan tenascin-2 ve prokineticin-2
gibi faktorler tarafindan diizenlenen bir siirecle radyal olarak goc¢ etmeye devam
eder. Daha sonra, tip A hiicreleri, plastisiteye ve OB'ye bagimli 6grenmeye
katildiklar1 diisiiniilen OB'nin graniil hiicre tabakasina entegre olurlar (Barnea ve
Nottebohm, 1994; Gould ve ark., 1999; Kempermann ve ark., 1997; Lois ve Alvarez-
buylla, 1994). Bu hiicrelerin sadece ¢ok kii¢iik bir kismi1 olgun graniil hiicreler haline
gelmek icin hayatta kalir (Lois ve Alvarezbuylla, 1994). Subventrikiiler bolgedeki
norogenez, OB'de siirekli olarak yeni GABA ve dopamin (DA) iceren interndronlar
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saglar (Lazarini ve ark., 2014). Noral kok hiicreler (NSC'ler) ayrica bir kisinin
yasami boyunca astrositlere ve oligodendrositlere farklilagir (Chaker ve ark.,2016).
Yetiskin SVZ'de sessiz (QNSC'ler) veya aktif olarak boliinen hiicreler (aNSC'ler) iki

asamadan birinde bir arada bulunmaktadir (Mizrak ve ark., 2019).

svz

Ventrikil

é Ependimal hiicre o OPC
" B hiicresi yazin [N Kan damari
é \ %
C tipi hiicre S Sinyal faktorleri
Beyin parankimi e Nevablast . CP epitel hiicresi

Sekil 2.1. Subventrikiiler Bolge (Riberio ve Sara, 2021).
2.4.5. Subventrikiiler bolgedeki ( SVZ’deki) hiicre tipleri

SVZ hiicre tipleri ultrastriiktiirel 6zellikleri ve spesifik molekiiler belirtecleri ile
birbirlerinden ayirt edilebilir. B1 astrositleri bol miktarda ara filament igeren agik
renkli sitoplazmaya sahiptir ve glial fibriler asidik protein (GFAP), nestin ve
vimentin eksprese eder. Tip C hiicreleri koyu sitoplazmali ve c¢ok sayida
mitokondriye sahip biiyiik hiicrelerdir. Bu hiicre tipi Mashl, DLX-2 ve nestin
molekiiler belirteglerini ifade eder. Noroblastlar (Tip A hiicreler) tipik olarak nestin,
Doublecortin (Dcx), polisialile-noral hiicre yapisma molekiilii (PSA-NCAM) ve
Noron-spesifik smif III beta-tubulin (Tujl) eksprese eden kiiciik, uzun hiicrelerdir.
SVZ'de noroblastlar astrositler tarafindan ¢evrelenen biiyiik zincirler olusturur. B2
astrositleri B1 astrositlerine benzer ancak daha fazla sayida ara filamente sahiptir ve
ventrikiille temas etmez. Tip E hiicreleri apikal yilizeylerinde ¢ok sayida silya ve

mikro villus sergiler ve vimentin, nestin, S100 ve CD24 gibi belirtecleri ifade eder



(Craig ve ark., 1996; Didier ve ark., 1986; Doetsh ve ark., 1997; Gleeson ve ark.,
1999; Lois ve Alverez-Buylla, 1994; Spassky ve ark., 2005).

Kok Erken gegici Geg gegici Farklilagmis
hiicre bélmesi olarak boliinen olarak boliinen progenitor  hiicre bolmesi
progenitor bolme 1 bdlme 2

/ o
© SO -2

B

Tip B (1 ve 2) Tip C A Tipi Olgun hiicre

Astrosit Varsayilan 6nci Go¢ eden néroblast néronu

GFAP pozitif Nestin pozitif PSA-NCAM pozitif Norofilament pozitif
Vimentin pozitif Mitotik olarak aktif Tip Il B-tubulin pozitif RMS MAP2 pozitif

Nestin pozitif RMS'den harig baslangicinda HSA pozitif Tirozin hidroksilaz
Mitotik olarak aktif (B2) tutuldu pozitif

GABA pozitif

@ Kok hiicre @ Mitral hiicre

@~ Gegiciolarak giglendirilen hiicre © Glomerulus

®  Noroblast 3o Perigiomeriiler néronlar
"®  Gog eden noron /7€ Yeni granil néron

Sekil 2.2. Ventrikiiler bolgedeki hiicre tipleri (Vescovi ve ark.,2006).
2.4.6. Subventrikiiler Bolgedeki (SVZ) Norogezin Regiilasyonu

Subventrikiiler bolgedeki (SVZ) nérogenez, bir dizi biiylime faktorii, sinyal yollar
ve norotransmiterler tarafindan diizenlenir. Bu bdlgede rol oynayan ana biiylime
faktorleri, her ikisi de astrositler tarafindan eksprese edilen ve SVZ'deki NSC'lere
proliferatif sinyaller saglayan mitojenler fibroblast biiytime faktorii 2 (FGF-2) ve
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epidermal biiyiime faktorii 2'yi icerir (Morita ve ark., 2005). Ilgili diger biiyiime
faktorleri arasinda siliyer norotrofik faktdr (NSC kendini yenilemede rol oynayan
CNTF), vaskiiler endotelyal biliyiime faktorii (VEGF, anjiyogenez i¢in Onemli),
pigment epitel kaynakli faktor (tip B1 hiicre bakiminda rol oynar) ve proliferasyonu
artiran betaseliilin bulunmaktadir (Emsley ve Hagg, 2003; Gomez-Gaviro ve ark.,
2012 ; Greenberg ve Jin, 2005; Jin ve ark., 2002; Palmer ve ark., 2000; Ramirez-
Castillejo ve ark., 2006). Buna karsin endotel hiicreleri de sitostatik bir faktor olan

nitrik oksit iiretimine yol agan norotropin-3 (NT-3) salgilar (Delgado ve ark., 2014).

Korteks

Gog eden noroblastlar /

— e -

Gegici ykseltici Noroblastlar

Radyal glia benzeri )
hiicreler progenitérler Gog eden noroblastlar Internoronlar
 tipi hiicreler C tipi hiicreler tipi hiicreler
1- [ = =1 > e
|_.ﬂn Asclt ~ PSA-NCAM Calretinin/CaISTSEN
B GFAP — - —

Sekil 2.3. Subventrikiiler bolgedeki ndrogenezin gosterimi (Kiyota, 2017).
Sinyal yollari

Hiicre dis1 sinyaller ve akis rotalar1 SVZ’deki hiicre artisin1 ve farklilagmasini
birlikte regiile eder.SVZ’deki hiicreler paketlenmis ve birbirleriyle yakin bir
durumda lateral ventrikiilleri kaplamakta olan dar bolgelerde konumlanmis olmalari
hiicre-hiicre etkilesim sinyalleri hiicre poliferasyonunu etki gosterebilmektedir.
Hiicre ylizeyinde mevcut olan karbonhidratlar, SVZ’deki yetiskin noérol kok
hiicrelerin etkilesimlerinin regiile edilmesinde rol oynayabilmektedir. Cesitli kok
hiicrelerin 6nemli bir diizenleyicisi olan karbonhidrat baglayic1 protein Galectin-1
yetiskin SVZ’deki GFAP+ astrositlerinin  ¢ogu tarafindan salgilanmaktadir
(Sakaguchi ve ark., 2006). Subventrikiiler bolgedeki hiicre proliferasyonu galektin-1

11



eksikligi ile azalir ve eksojen galektin-1 infiizyonu ile aktive olur. Ep-ephrin sistemi
de hiicre etkilesimleri i¢in Onemlidir. Reseptor triozin kinazlar EphA/B, SVZ’de
eksprese edilir ve hiicre poliferasyonunu diizenler. Diizenleyici faktdler arasinda

Wnht proteinleri de bulunmaktadir (Conover ve ark., 2000).

Whnt proteinlerinin iki farkli asagiya akis sinyal yolagi bulunmaktadir.Kanonik Wnt
yoluna B-katenin aracilik eder.Wnt uyarimi olmadiginda, B-katenin kazein kinaz
I/GSK38 kompleksi tarafindan siirekli olarak fosforile edilir ve ubikitin-prote-asom
sistemi tarafindan pargalanir.Bu siire¢ GSK38’nin Wnt aracili inhibisyonu ile
engellenir; fosforile edilmemis B-katetin daha sonra sitozolde birikir ve ¢ekirdege
transloke olur.Yetiskin SVZ’de Wnt/B-katenin sinyali astrositlerde ve transit-
amplifying hiicrelerinde aktive olur ve bunlarin poliferasyonunu diizenler.Kanonik
olmayan Wnt yoluna, JNK ve Rho ailesi kii¢iik GTPazlar aracilig1 ile hiicre iskeleti
dinamiklerini ve hiicresel polariteyi regille eden Wnt/diizlemsel hiicre
polaritesi(PCP) sinyali aracilik eder.Diversin hem kanonik hem de kanonik olmayan
Whnt sinyal yollarinin bir bilesenidir. Diversin aracili Wnt/ PCP yolu, yetiskin
SVZ’deki noroblastlarin artisini regiile eder (Adachi ve ark., 2007; Ikedia ve ark.,
2010).

Notch sinyali, birgok hiicre-hiicre etkilesim sistemindeki bir diger kilit faktordiir.
Embriyonik beyin gelisimi sirasinda Notch, noral kok hiicre bakiminin en kritik
diizenleyicisidir. Notch'a ligand baglanmasi, Notch hiicre i¢i alaninin bdliinmesine
neden olur, bu da g¢ekirdege translokasyon yapar ve Hes gen ailesi tarafindan
kodlananlar gibi transkripsiyonel baskilayici proteinlerin ekspresyonunu indiikler, bu
da proneural genlerin aktivitelerini baskilar. Bir Notch ligandi olan Delta benzeri
homolog 1 (DIk1), postnatal SVZ'deki GFAP+ astrositler tarafindan ifade edilir ve
noral kok hiicrelerin idamesi i¢in gereklidir (Ferron ve ark., 2011). Yetiskin beyninde
bile, Notch sinyal aktivitesi SVZ'deki GFAP+ astrositlerde gézlemlenir. Bir Notch
sinyal bileseni olan Rbpj'nin Nestin eksprese eden hiicre soyunda kosullu olarak yok
edilmesi SVZ'de noral kok hiicrelerin tamamen kaybina neden olur, bu da Notch
sinyalinin yetiskin SVZ bulunan NSC’lerin idamesi i¢in de 6nemli oldugunu gosterir
(Imayoshi ve ark., 2010). SVZ'deki noral kok hiicrelerdeki Notch sinyalizasyonu
diger digsal faktorler tarafindan modiile edilmektedir. Artis gosteren epidermal

biliylime faktorii reseptorii (EGFR) sinyali hem Notchl ifadesini hem de SVZ'deki
12



GFAP+ noral kok hiicrelerin sayisini azaltir ve transit amplifiye edici hiicrelerin
sayisini artirir (Aguirre ve ark., 2010). Ayrica, SVZ'deki ependimal hiicrelerden ve
kan damarlarindan salgilanan pigment epiteli kaynakli faktor, diisiik Notch
aktivitesine sahip GLAST+Sox2+ noral kok hiicrelerinde Hes1 ve Egfr dahil olmak
tizere hedef genlerin Notch'a bagli transkripsiyonunu engelleyerek yetiskin SVZ'deki
noral kok hiicrelerin vaskiiler modiilasyonuna Notch sinyalinin aracilik ettigini

gostermektedir (Andreu-Agullé ve ark., 2009; Ramirez-Castillejo ve ark., 2006).

Slit ve Robo, akson rehberligi ve dallanma, NSC gocil, lokosit kemotaksisi,
anjiyogenez ve glioma hiicre gogii dahil olmak tizere ¢esitli go¢ siiregleriyle ilgili bir
kemorepulsif sistemin bir pargasini olusturur (Nguyen- Charvet KT ve Chedotal,
2002; Wong ve ark., 2002). Omurgalilarda Robo proteinleri, ti¢ homologu (Slitl-
Slit3) olan Slitler i¢in reseptor gorevi goren dort homologa (Robo1-Robo4) sahip bir
protein ailesi olusturur. Slit Robo'ya baglandiginda, reseptoriin  sitoplazmik
korunmug (CC) dizileri hiicre hareketliligini kontrol etmek igin farkli hiicre igi
efektorlerle etkilesime girer (Chiton, 2006; Nguyen-Ba-Charvet KT ve Chedotal,
2002). Rostral go¢ yolunda (RMS'de) Slitl ve Slit2 embriyonik ve yetiskin
septumunda ifade edilir. Slit proteinleri OB'ye bagli goc eden ndroblastlari
embriyonik ve postnatal SVZ'den uzaklastirir (Nguyen-Charvet ve ark., 2004).
Ayrica, noroblastlar, Robo eksprese eden astrositler tarafindan taninan Slitl'i serbest
birakarak beyin parankimi boyunca kendi yollarin1 agarlar. Bu etkilesim, astrositler
tizerinde noroblastlarin go¢ edebilecegi bir tlip acan bir kemorepellent tepkisine

neden olur (Kaneko ve ark., 2010; Samawoto ve ark., 2006).
Na+-K+-2Cl- iyonik kotransporter (NKCC1)

Hiicre i¢i hacmin regiilasyonunda ve hiicre i¢i Cl- birikiminde kullanilan temel bir
tastyicidir (Gamba,2005; Lytle ve Forbush, 1996; Yamada ve ark., 2004). Na+/K+
ATPaz tarafindan iiretilen Na+ gradyaninda depolanan enerjiyi kullanarak Na+, K+
ve Cl- iyonlarinin plazma membrant boyunca hareketine aracilik eder. Plazma
membranlar1 boyunca ozmotik olarak zorunlu su ile iyonlarin bu hareketi, hiicre

igindeki hacmin korunmasinda 6nemli bir rol oynar (Strange, 2004; Russell, 2000).
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PSA-NCAM

Immiinoglobulin ailesinin yapismay1 6nleyici 6zellikler sunan bir glikoformu olan
NCAM dinamik degisim yetenegine sahip ndronlarin ve go¢ eden nodronlarin,
ozellikle de RMS'nin glial tiipleri i¢indekilerin ayirt edici 6zelligi olarak kabul edilir
(Bonfanti,2006; Bonfanti, 1992; Lois ve ark., 1996; Peretto ve ark., 1997). PSA-
NCAM'in hiicre gocii iizerindeki spesifik rolii, noroblastlarin hareket edebilecegi
elverigli bir hiicre dis1 ortam saglamaya odaklanir. Bu protein, hiicreler arasinda
tamamlayic1 reseptorlerin secici karsilasmasma yer agmak ve hareket i¢in gerekli
dinamik degisikliklere izin vermek i¢in glial tiip ile gd¢ eden noronlar arasindaki
hiicreler aras1 boslugu artirir (Bonfanti ve Theodosis, 1994; Hu ve ark., 1996; Yang
ve ark., 1992).

Integrinler

Di1s matris ile hiicrenin i¢ hiicre iskeleti arasindaki bilgi aktarimini saglayarak komsu
hiicreler arasinda yapigmaya aracilik eden heterodimerik transmembran
reseptorlerdir. Bu reseptor ayni zamanda kolajen, fibronektin, tenascin-C, laminin ve
hiicreler aras1 adezyon molekiilii 1 (ICAM-1) gibi ¢oklu hiicre dis1 ligandlar da tanir
(Plow ve ark., 2000). Bu ligandlardan laminin, go¢ eden hiicrelerin integrinleri ifade
ettigi bilinen doneminde si¢anlarin RMS'sinde ifade edilir (Emsley ve Hagg, 2003;
Murase ve Hortwitz, 2002). Integrinler ve laminin ekstraseliiler matriksi arasindaki
etkilesimler iizerine yapilan calismalar, ndroblastlarin bu etkilesimi ¢ikintilarin
tiretimini diizenlemek ve tegetsel gogte kullandigini ortaya koymustur (Emsley ve

Hagg, 2003; Murase ve Hortwitz, 2002; Mobley ve McCarty, 2011).
Netrinler

Gelisim sirasinda akson rehberligini ve hiicre gocilinii diizenleyen, yayilabilir
kemotropik proteinlerden olusan bir ailedir (Tessier-Lavigne, 2002). RMS'de,
OB'deki mitral hiicreler tarafindan bir kemo gradyan netrin-1 olusturulur. Netrin,
neogenin eksprese eden ve netrin-1 i¢in kolorektal karsinom (DCC) reseptorlerinde
silinen go¢ eden ndroblastlar tarafindan taninir (Murase ve Hortwitz, 2002). Netrin-1
ve DCC etkilesiminin, genellikle tek, belirgin ve uzun omiirlii polarize hiicresel
c¢ikintinin olusumunu ve yoniinii diizenleyerek SVZ'den OB'ye dogru noroblast

gocliniin yonlendirilmesinde rol oynadigi one siiriilmektedir. Netrin-1 ifadesi dogum
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sonras1 asamalarda biiyiik dl¢lide azalsa da, yetiskin 6n beyin NSC popiilasyonu
neogenin ifadesini korur (Plow ve ark., 2000).

Sonik hedgehog (Shh)

Farkli hiicreler ve dokular arasinda karsilikli iletisimi diizenleyerek gelismekte olan
embriyoda organ olusumu sirasinda salgilanan komplike ve 6nemli gorevlere sahip
bir proteindir. Bu protein, 6zellikle sinir sisteminde olmak {izere hiicre ¢ogalmasi,
farklilagsmasi ve hiicre kaderlerinin belirlenmesi gibi ¢esitli siiregleri diizenler.Sonik
hedgehog (Shh), farkli hiicreler ve dokular arasinda karsilikli iletisimi diizenleyerek
gelismekte olan embriyoda organ olusumu sirasinda karmasik ve Onemli roller
oynayan salgilanan bir proteindir. Bu protein, 6zellikle sinir sistemi i¢inde hiicre
cogalmasi, farklilasmasi ve hiicre kaderlerinin belirlenmesi gibi cesitli siirecleri

diizenler (Ingham ve McMahon, 2001).
Stromal hiicre kaynakh faktor 1 (SDF-1)

Reseptorleri CXCR4 ve RDC1/CXCR7'ye baglanarak T hiicre lenfositleri i¢in bir
kemoatraktandir. Siganlarda CXCR4 ve CXCR7 ekspresyonu, embriyonik gelisim
sirasinda beynin OB'si gibi proliferatif bolgelerde yiiksektir ve olgunluga kadar
gelismekte olan fare beyninde de eksprese edilir. Tiim asamalarda, reseptdr noronal
proliferasyonun ventrikiiler bolgelerinde transkribe edilir. SDF-1 noéronal gég, akson
rehberligi ve akson uzamasi gibi ¢ok ¢esitli gelisimsel degisikliklerde rol oynar

(Kitapgi ve ark., 2006; Schonemeier ve ark., 2008).
Norotransmitterler

SVZ norogenezinin modiilasyonunda ¢esitli ndrotransmitterler ve norotransmitterle
iliskili proteinler rol oynamaktadir. Ornegin, serotonin (5-HT) terminallerinin
ependimal ve Bl tipi hiicreleri modiile eden yogun bir pleksus olusturdugu
diistiniilmektedir. Bu nedenle, serotonerjik norotransmisyon SVZ hiicre
proliferasyonunun ilk agamalarinda kritik bir rol oynayabilir (Banasr ve ark., 2004;
Tong ve ark., 2014). GABA bu norojenik bdlgede hem hiicre ¢cogalmasini hem de
noronal farklilasmayi inhibe edebilir. Bununla birlikte, tip-B1 ve tip-C hiicreleri,
GABA'nin  reseptorlerine  baglanmasini  engelleyen, boylece GABAerjik

norotransmisyonu onleyen ve hiicre ¢ogalmasini tesvik eden diazepam baglayici
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inhibitor proteini ifade eder (Alfonso ve ark., 2012; Fernando ve ark., 2011; Liu ve
ark., 2005). Son olarak, SVZ'de bulunan kolinerjik néron popiilasyonunun (kolin
asetil transferaz eksprese eden) da fibroblast biiyiime faktorii reseptorii (FGFR)
aracili sinyalizasyonun aktivasyonu yoluyla ndroblast proliferasyonunu diizenledigi
distiniilmektedir (Paez-Gonzalez ve ark., 2014). Serecbral korteksten glutamatin
SVZ'deki yetiskin ndrogenezinin etkisini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada SVZ'deki
hiicre proliferasyonu ve noroblastlarin koku alma ampuliine tegetsel gocii dnemli
Olclide etkilenmedigi goriilmiistiir. Tim deney gruplarinda SVZ'ye yakin striatumda
noroblast kiimeleri tespit edilmistir ancak medial korteks hasarli grupta noroblast
kiimelerinin sayis1 ve biiyiikligii diger deney gruplarina kiyasla anlamli derecede
daha biiyiik oldugu goriilmiistiir. Noroblast kiimeleri, koku alma ampuliine tegetsel
olarak gd¢ eden hiicrelerin morfolojisine sahip oldugu gozlenmistir. Subventrikiiler
bolgeye kortikal girdinin, noroblastlarin in vivo go¢ yolu ile yakinsamak i¢in radyal

gocii ketledigini isaret etmektedir (Ota ve ark., 2023).
Sitokinler

Anti-inflamatuar (IL-4, IL-10, TGF-B) ve pro-inflamatuar (IL-6, TNF-a, IL-1p, IL-
17, IL-18 ve IFN-y) sitokinler, proliferasyon, farklilasma, go¢, olgunlagma, hayatta
kalma ve sinaptogenez dahil olmak iizere yetiskin ndrogenezinin her agamasinda
norogenezi olumlu veya olumsuz bir sekilde 6nemli 6l¢iide etkiler (Borsini ve ark.,
2015; Das ve Basu, 2008; Fuster-Matanzo ve ark., 2013). Bu sitokinler klasik olarak
anti veya pro-inflamatuar olarak kategorize edilse de, cogu reseptor ve ligand tiirleri
(transmembrana kars1 ¢oziiniir form) dahil olmak tizere aktive edilen sinyal yollarina
bagli olarak anti veya pro-inflamatuar 6zellikler gosterebilir (Chan ve Palmer, 2013;

MacEwan, 2002).
2.5. Olfaktor Bulb (OB)

Olfaktor Bulb, her bir serebral hemisferin rostal ucunda, frontal lobun
ventrokraniyalinde ve frontal kemigin orbital kismmin yakininda bulunan i¢inden
koku alma sinirinin kurucu filamentlerini aldig1 kribfrom plagin etmoidal fossalarinin
her biri iizerinde diizenlenmis bulber bir yapidir. ki OB, etmoid kemigin crista
galli’si ile birbirinden ayrilir (Kavoi ve Jameela, 2011). Olfaktér bulb (OB)

rinensefalonun bazal kisminin ilk bilesenidir ve bu da koku alma, hipokampiis ile
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ilgili bazal telensefalon yapilarini igerir (Veterinaria, 2017). Kraniyal bosluk i¢inde
OB, optik kanal ve orta kraniyal fossadan kaudale ve kribrom plakadan rostale dogru
uzanan intrakraniyal alan olarak tanimlanan rostral kraniyal fossada yer alir. Burun
boslugundan kribriform plaka ile ayrilan etmoid fossa, rostral kraniyal fossanin en
rostral kisminin kazilmis devamidir. Rostral fossa sadece etmoid fossa seviyesindeki
OB’yi degil, ayn1 zamanda olfaktor pedinkiilii ve frontal lobun bazi kisimlarin1 da
alir (Hussein, 2019; Sokolowski ve ark., 2020). i¢c kissmda OB, olfaktdr ventrikiil
veya OB boslugu olarak adlandirilan lateral ventrikiillerin rostral boynuzunun bir
uzantist olan ve bu sekilde serebral ventrikiiler sistemin bir parcasi olan, beyin
omurilik sivisinin serbest dolagimina izin veren ve rostral go¢ akisina katilan bir
bosluk tarafindan doldurulabilmektedir (Malik ve ark., 2012; Simitka ve ark., 2009).
Histolojik olarak OB, en yiizeyden itibaren koku sinirleri, glomeriiler, dis pleksiform,
mitral hiicre, i¢ pleksiform, graniiler hiicre, subependimal (periventrikiiler) katmanlar
olarak koku alma bilgisinin iglenmesini ve uzamsal kodlanmasini kolaylastiran bir
bigimde organize edilmistir (Wei ve ark., 2008). Ilgili hiicre katmanlarina gore,
OB’de ti¢ tip spesifik hiicre bulunmaktadir: mitral hiicreler, piiskiillii hiicreler ve
juxglomerular hiicreler. Piskiillii hiicreler, periglomeriiler hiicreler, dis piiskilli
hiicreler ve ylizeysel kisa akson hiicreleri olmak {izere ii¢ farkli tipte hiicre
icermektedir (Enagayama ve ark., 2014). Olfaktor Bulb’in (OB) rostral go¢ akimi
yolu ile aldig1 stirekli yeni ndéron akisi, bunlarin graniil veya periglomeriiler
katmanlar diizeyinde entegrasyonuna ve yenilenmesine boylelikle de yeni ve farklh
kokularin sliregelen entegrasyonuna olanak tanir (Curtis ve ark., 2009). Olfaktor sinir
tabakas1 temel olarak olfaktér néronlarin aksonlarindan ve olfaktér mukozadan
lamina cribrosa’yr gecen glial hiicrelerden olusur.Glomertiler tabakada,olfaktor
noronlarin  birkag aksonu mitral hiicreler, piiskiilli hiicreler ve olfaktor
glomeriillerdeki interndronlarla sinaps halinde bulunur.Dig pleksiform tabakada
puskiillii hiicrelerin somatalarini,mitral ve piiskiillii hiicrelerin birincil ve ikincil
dentritlerini ve graniil hiicrelerin dallanmis ikincil dentritlerini icerir.Mitral hiicre
tabakas1 tek sirali olarak dizilmis konik mitral hiicre goévdelerinden olusan bir
kiimeyi kapsar. I¢ pleksiform tabaka distakinden daha incedir, hiicre gdvdelerinden
yoksundur ve yalmizca mitral ve piiskiillii hiicrelerin aksonlarin1 bulundurur.

Graniiler tabaka hiicre gdvdelerinin ¢ogunu icerir. Supendimal tabaka ise OB’ye
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giren ve ¢ikan noronlardan olusur (Wei ve ark., 2018). Subventrikiiler bolgedeki
norogenez, memeli beyninde yetiskinlik doneminde ortaya ¢ikar ve bu bolgedeki
norogenezin optimal koku alma devresinin gelisimine belirgin dlgiide katki sagladig
bilinmektedir. Siirekli graniil hiicre yenilenmesi ve degistirilmesi, memelilerin yeni
cevresel uyaranlara yanit vermelerini ve ¢evrede daha yaygin olan belirli koku verici
temsillerini gliclendirmelerini saglar. Ek olarak, steroid hormonlart SVZ / OB
norogenezini etkilemesi bu yeni Tlretilen noronlarin cinsel islevde rol

oynayabilecegini gostermektedir (Jurkowski ve ark., 2020).
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Sekil 2.4. Olfaktor bulbusun hiicresel yapist (Brian ve ark., 2016).
2.6. Hipokampiis

Limbik sistemin temel subkortikal yapilari, hippocampus (6grenme ve hafizada esas
rolii listlenen), amygdala veya amigdaloid nuklear kompleks (duygular ve diirtiilerde
temel role sahip; emosyonel hafiza kutusu) ve nuclei septales (6diil / 6diilleme
mekanizmasindan sorumlu)’ tir. Gyrus parahippocampalis’in anteromedial ucundaki,
amigdala ve hippokampus’un 6n bdliimiinii ¢evreleyen sigskince boliim uncus olarak
adlandirilir.Limbik sistemin merkezi elemanlarindan birisi olan hipokampiis, daha
genis tanimlamayla hipokampal formasyon laterel ventrikiiliin cornu temporale

tabanini dolduran temporal lobun medial yiiziinde biikliim yapmis, Cortex Cerebrinin
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Kavisli bir tabakasi seklindedir.Hippocampus Latinceden derive olmus bir terim olup
deniz atina benzeyen mitolojik bir deniz canavarinin adidir.Goreceli olarak biiyiik bir
yap1 olup yaklasik olarak 5cm uzunlugundadir. Hipokampal formasyon Subiculum,
Cornu ammonis, Gyrus Dentatus, Gyrus Parahipocampalis, Formatio Hipocampalisi
saran kortex boliimii olmak iizere ii¢ temel yapidan olusur. Subiculum, Cortex’in
transition yeri olup bir taraftan hipokampus diger taraftan parahipokampal girus ile
devam eder (Yildirim, 2018).

Hippocampus proprius (cornu ammonis), 6n boliimii genislemis bir gri madde
olusumudur. Cornu ammonis'in ventrikiiler yiizlinii kaplayan ependim tabakasinin
altinda subiculum ve hippocampus propriusdaki noronlardan kdken alan miyelinli
aksonlardan olugmus alveus hippocampi olarak adlandirilan bir beyaz madde
tabakas1 bulunur. Fimbria olarak bilinen bir demet seklinde bir araya gelen lifler
hipokampus'un arka ucunda fornix 'i olustururlar. Fornix, hipokampus'un en belirgin
¢ikis yolu olmasina karsin ayrica karsilikli baglantilar saglayan afferent lifler de
igerir. Her iki hippocampus proprius ve subiculum, serebral korteksin asosiasyon
alanlar1 ile karsilikli genis baglantilara sahip olan entorhinal Kkortekse direkt
efferentler gonderir. Entorhinal korteks boylece duyu, bilissel ve duygusal
enformasyonlar1 hipokampus'a ulagtiran bir gegit olarak islev saglar; hipokampus da
bu bilgileri degerlendirerek c¢iktilar1 ile kortikal fonksiyonlari etkileyebilir.Gyrus
dentatus, centikli veya disli bir gri madde seriti olup gyrus parahippocampalis ve
fimbria arasinda yer alir. Digli goriiniimii, komsu subaraknoid araliktaki damarlardan
c¢ikan ¢ok sayida kiiciik dallarin seyri boyunca gyrus dentatus'u delerek hipokampus'a
ge¢melerinin neticesinde meydana gelmistir. Cornu ammonis ve gyrus dentatus
koronal kesitlerde birbirine ge¢mis iki "C” harfi bi¢iminde goriiniirler (Yildirim,
2018).

Hipokampus limbik sistemin bir parcasidir ve insanlarda medial temporal lobun
derinliklerinde bulunur. Hipokampus tartismasiz beynin en fazla plastiteye
bolgelerinden biridir ve sadece ndrogeneze maruz kalma kapasitesini degil ayni
zamanda diger yapisal ve fonksiyonel (yani sinaptik) plastisite tiirlerini de gosterir.
Bu o6zellikler, hipokampiisiin islevinin ve duygudurum diizenleme, 6grenme ve
hafiza islevlerini kapsayan bilissel roliinliin ayrilmaz bir pargasidir. Yetiskin

hipokampal nérogenez siirecinde yenidogan noronlar dentat girus (DG) bdlgesinden
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subgraniiler bolgeye sadece kisa bir mesafeden go¢ eder ve burada mevcut néronal

devreye entegre olurlar (Yildirim, 2018).
2.6.1. Hipokampal Norogenez

Dentat girus (DG), molekiiler ve graniil hiicre katmanlarinda mevcut olan graniil
hiicrelerden olugmaktadir. Graniil hiicre katmanlar1 ve CA3 bolgesi arasinda yer alan
hilus, yosunlu lifler, yosunlu hiicreler ve c¢esitli GABAerjik internéronlar olarak
etiketlenmis graniil hiicre aksonlar1 i¢ermektedir (Kesner, 2018). Graniil hiicre
tabakast ve hilus arasindaki bu ince serit, yetiskin bir NSC popiilasyonu igin
benzersiz bir mikro ortam saglar. Subgraniiler bdlgedeki bu mikro ortam, DG
noronlarinin spesifikasyonunu ve farklilasmasini saglarken NSC c¢ogalmasina da
olanak verir (Gonglaves ve ark., 2016). Hipokampal nérogenez, oncii hiicre fazi,
erken sagkalim evresi, post-mitotik faz ve ge¢ sagkalim evresi olmak tizere dort ayri
faz1 igeren bir siirectir (Bonaguidi ve ark., 2012; Kempermann ve ark., 2004). Oncii
hiicre fazi sirasinda, tip-1 hiicreler asimetrik olarak boliintir ve transit yiikseltici
hiicrelere (tip-2 hiicreler) yol agar. Tip-1 hiicreler, iggen somalara ve farklilagmamis
noral progenitér hiicre (NPC) belirteci nestin'i ve gosterdikleri cesitli astrositik
ozelliklerden biri olan glial fibriler asidik proteini (GFAP) ifade eden i¢ molekiiler
tabakaya cikint1 yapan dallara sahip radyal-glia benzeri hiicrelerdir (Filippov ve ark.,
2003; Seri ve ark., 2001). Tip-2 hiicreler kisa ve genistir. Yogun ve diizensiz sekilli
bir ¢ekirdege sahiptirler ek olarak GFAP-negatiftirler. Bu gecici hiicreler tegetsel go¢
yetenegine sahiptir ve oldukg¢a ¢ogalticidir. Tip-2 hiicreleri, olgunlasmamis ndronal
belirteg doublekortinin  (DCX), DCX-negatif tip-2A hiicrelerine (daha az
farklilasmis) ve DCX eksprese eden daha fazla farklilasabilen ve néronal soya bagh
tip-2B hiicrelerine doniisiir Brown ve ark., 2003; Filippov ve ark., 2003; Kronenberg
ve ark., 2003). Tip-2B hiicreleri, DCX-pozitif ve nestin-negatif olan ve yuvarlak
cekirdekleri nedeniyle morfolojik olarak tip-2 hiicrelerden farkli olan tip-3 hiicrelere
daha da farklilagir (Brandt ve ark., 2003). Tip-3 hiicreler ayrica noronal belirteg
polisialize noronal hiicre adezyon molekiiliinii (PSA-NCAM) eksprese etme
kapasitesine sahiplerdir (Seki,2002). Tip-1, tip-2A, tip-2B ve tip-3 hiicreler birlikte
hipokampal SGZ'deki oncii hiicrelerin spektrumunu olusturur ve tip-2A, tip-2B ve
tip-3 hiicreler bu boélgede meydana gelen proliferasyonun ¢ogunlugunu olusturur

(Kempermann ve ark., 2015). Hiicre boliinmesinden sonraki 3 giin i¢cinde bu hiicre
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popiilasyonu dort ila bes kat artabilir ve yeni iiretilen hiicreler, post-mitotik néronal
belirteglerin - noronal ¢ekirdekler (NeuN) ve kalretinin (CR)- ekspresyonu ile
karakterize edilen post-mitotik bir asamaya girer (Brandt ve ark., 2003; Kempermann
ve ark., 2003). Olgunlasmamis noronlarin (ndroblastlarin) sayisi, yaygin apoptoz
nedeniyle sonraki 4 giin iginde hizla azalir ve daha sonra yaklasik 4 haftada stabilize
olur, bu noktada yeni iiretilen néronlarin yaklasik % 20'si hayatta kalmis ve mevcut
noronal devreye dahil edilmistir (Biebl ve ark., 2000; Kempermann ve ark., 2003;
Kuhn ve ark., 2005). Hiicre dongiisiinden ¢iktiktan birka¢ giin sonra, yeni iiretilen
noroblastlar hedef hipokampal Cornu Amonis (CA) 3 bolgesinde fonksiyonel
baglantilar kurmaya calismaya baslar. Ozellikle, bu asamada, olgunlagsmamis
noronlar Oncelikle gammaaminobutirik asit (GABA) girdisi alir ve gegici olarak
Cl—'yi konsantrasyon gradyanina ve hiicreye kars1 aktif olarak tasiyan bir Na+ /K +/
Cl — ortak tasiyicisint eksprese eder. Sonu¢ olarak, GABA sinyallemesi, Cl—'nin
konsantrasyon gradyanina (yani hiicre disina) gore hareket etmesine izin vererek ve
noronal olgunlasmaya katkida bulundugu diisiiniilen bir siire¢ olan hiicre i¢i boslugu
depolarize ederek genel bir uyarici etkiye sahiptir (Ganguly ve ark., 2001; Ge ve ark.,
2006; Rivera ve ark., 1999). Bu asamayi takiben, nihai hiicre sayisi nispeten
belirlenir ve olgunlasma asamasinda sadece az sayida hiicre elimine edilir
(Kempermann ve ark., 2003). Graniil hiicreler daha sonra fonksiyonel
olgunlagmalarina baslar, boyut, uzunluk, kalinlik ve dendritlerin dallanmasindaki
fiziksel degisiklikleri ve artan membran kapasitansi ve azalmis membran direnci de
dahil olmak tizere elektrokimyasal degisiklikleri igceren normal membran
Ozelliklerine gecerler (Marin-Burgin ve ark., 2012; Van Praag ve ark., 2002).
Olgunlasan graniil hiicreler sonunda glutamaterjik baglantilar gelistirir ve
elektrofizyolojik olarak mevcut néronlarla 6zdes hale gelir (Ambrogini ve ark., 2004;
Schmidt-Hieber ve ark., 2004; Van Praag ve ark., 2002; Wang ve ark., 2000).
Hipokampal DG'nin SGZ'sinde yeni ndronlarin iiretimi yetiskinlik siiresince devam
eder (Leal-Galicia ve ark., 2008; Overall ve ark., 2020; Toda ve Gage, 2018;
Vicidomini ve ark., 2020).

2.7. Folik Asit

Folat terimi, hepsi bir pteriol grubu igeren birkac farkli formu kapsar. Dogal olarak

olusan Folat (Vitamin B9) fizyolojik olarak tetrahidrofolat ve metiltetrahidrofolat
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olarak bulunan suda ¢6ziiniir bir molekiildiir (Menezo ve ark., 2022). Folat, bir¢ok
metabolik sistemde, ozellikle piirin ve pirimidin sentezi, niikleoprotein sentezi,
eritropoezde bakim ve c¢esitli koenzimlerin olusumu i¢in gerekli oldugundan,
dogustan gelen sakatliklari, 6zellikle noral tiip defektlerini 6nlemek i¢cin Amerika
Birlesik Devletleri'nde tahillara eklenmistir. Folat, B12 vitamini gibi DNA ve RNA
sentezi i¢in 1 karbonlu kalintilarin saglayicisidir (Datta Mirra ve Green, 2017).
Folatlar tek karbon dongiisiine (1-CC) bagli olan ve onu destekleyen folat
dongslindeki ara metabolitlerdir.Bu iki metabolik yol birlikte, metil gruplarin
olusumundan ve metilasyonla ilgili tim siireglerin  diizenlenmesinden  ve
dolayistyla epigenetik modifikasyonlardan ve baskilamadan sorumludur.Bu iki
dongili ayni zamanda hiicre boliinmesini ve doku gelisimini diizenleyen ¢ok sayida
diger baglantili metabolik silirece dogrudan dahil olur;substratlarin ve kofaktorlerin
uygun dengesini korumak,uygun hemostaz i¢in gereklidir ¢linkii her iki dongilideki
enzimatik bir adimin bozulmasi olumsuz sonuglara yol agabilir. Bu durum, folat
eksikliginin norogelisim ve plasental biiylime tizerinde etkili oldugu gebelik
doneminde Ozellikle 6nem teskil eder. Plesental genlerdeki degismis metilasyon

modellerinin fetal bitylime ve gelisme tizerinde etkisi vardir (Bailey ve ark., 2009).

Folat jejunumda bagirsak duvari boyunca aktif ve pasif tasima mekanizmalar ile
emilir. Bu nedenle ¢6lyak hastaligi, tropikal sprue, kisa bagirsak sendromu,
amiloidoz, gastrik bypass veya mezenterik vaskiiler yetmezlik gibi hastaliklar folat
emilimini engelleyerek eksiklige yol acabilir. Aklorhidride oldugu gibi yiiksek pH da
folat emiliminin zayiflamasina yol agabilir. Metotreksat, fenitoin, siilfasalazin ve
trimetoprim  gibi ilaglar folat kullanimin1 antagonize edebilir, emilimini
engelleyebilir veya folat eksikligine neden olan aktif formuna doniisebilir. Folat
metabolizmasinda gerekli olan enzimlerin dogustan eksiklikleri folat eksikligine yol
acabilir (Khan ve Jialal, 2023). Hamilelik sirasinda folat eksikligi, ndral tiip
defektlerine neden olan bir faktor olarak bilinir ve folat takviyesi riski onler (Czeizel,
1992; Padmanabhan ve ark., 2003). Hemolitik anemi, diyaliz ve alkol bagimlilig1 da
folat eksikligine neden olabilmektedir (Khan ve Jialal, 2023). Folatin nétral kok
hiicre proliferasyonunu ve nérogenezi destekledigi bildirilmistir (Ichi ve ark., 2010;

Wang ve ark., 2019).
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Folik asit (FA) besin takviyesi olarak ve gida maddelerinin zenginlestirilmesinde
kullanilan sentetik olarak iiretilmis bir molekiildiir. Tamamen oksitlenir ve gida veya
takviye olmaksizin kanda bulunmaz.Biyolojik aktivitesi insanlarda alisilmadik
derecede yavas aktiviteye sahip olan karacigerdeki dihidrofolat rediiktaz enziminin
etkisine baghdir.Folat dongiilerine girerek fizyolojik bir islevi yerine getirmek iizere
FA biyolojik olarak aktif 5-MTHF’ye donistiiriilmeden 6nce DHFR tarafindan 6nce
Dihidrofolata ve ardindan tetrahidrofolata indirgenmelidir.Folinik asit ise
(Leucovorin) sentetik bir molekiil olup DHFR’nin etkisine gerek kalmadan kolayca
5-10 MTHF ve 5-MTHF ‘ye doniistiiriilen THF ’nin 5-Formil tiirevidir. Dihidrofolat
rediiktazin etkisine gerek kalmadan kolayca 5-10 MTHF ve 5-MTHF’ye
dontstiiriilebilmektedir. DHFR’yi inhibe ederek folat metabolizmasina miidahale
eden kemoterapotik ajanlarin toksik etkilerini azaltmak icin ve anti folat ilaclarla
tedavi edilen diger patolojilerin birlikte tedavisinde kullanilir (Menezo ve ark.,
2022).

Folik asit, zenginlestirilmis gidalarda ve takviyelerde bulunan folatin sentezlenmis
seklidir ve dogal olarak olusan folattan daha yiiksek bir biyoyararlanima sahiptir
(Datta Mirra ve Gren, 2017). Folik asit eksikligi, pisirme sirasinda 1sitma ve yetersiz
diyet alimi da dahil olmak tizere bir¢ok nedenden kaynaklanabilir. Folik asit
eksikligi, metiyonin sentazin bozulmasi sonucu folatin metiltetrahidrofolat olarak
hapsedilmesi ve metilen THFA'nin serumda birikerek folat tuzagi fenomenine ve
folatin idrarla atiliminin artmasia yol agmasi nedeniyle B-12 vitamini eksikligini

takiben ortaya ¢ikabilir (Khan ve Jialal, 2023).
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Sekil 2.5. Folik asitin etki mekanizmasi (Bentur ve Lurie, 2017).

2.8. Metotreksat

Amethopterin ismi ile anilan metotreksat, 1940’larda malignitelerin tedavisi
amactyla sentezlenen, hiicre proliferasyonunda pirimidin ve piirin sentezi i¢in temel
bir enzim olan dihidrofolat rediiktazi inhibe etmek icin yapisal olarak tasarlanmig
birkag folik asit antagonistinden biridir (Bedoui ve ark., 2019). Romatoid artrit,
juvenil idiyopatik artrit, sedef hastaligi, enfeksiydz bagirsak hastaliklari, skleroz,
vaskiilit, sistemik lupus eritematozus ve diger bag dokusu hastaliklart gibi bir¢ok
hastaligin tedavisi amaciyla giinlimiizde kullanim1 mevcut olan MTX, Diinya Saglik
Orgiitii (DSO-WHO) tarafindan temel bir ilag olarak kabul edilir (Chan ve Cronstein,
2013). MTX yanlis uygulanirsa tehlikeli olabilir. Olast en ciddi yan etki, MTX'in
neden oldugu kismen yaygin olmayan Oliimlerin ¢oguna neden olan siddetli
miyelosupresyondur (Griffiths ve ark., 2000). Diger yan etkiler arasinda kemik iligi
baskilanmasi, karaciger fibrozisi, pnémoni, homeopati ve kellik sayilabilir (Ameen
ve ark., 2001; Zonneveld ve ark., 1996). Hepatit, bobrek fonksiyon bozuklugu,
hiperglisemi ve asir1 kilolu olmak MTX i¢in risk faktorleridir (Bottomley ve ark.,
1995). Metotreksat (MTX), siroz ve hepatite yol acabilen hepatotoksik bir ilagtir
(Roenigk ve ark., 1988).
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2.8.1. Metotreksatin Toksititesi

Metotreksat (MTX) hiicreye indirgenmis folat tasiyicisi (RFC1) ve bir folat reseptorii
(FR) ile reseptor aracili endositoz araciligi ile girer. Folik poliglutamat sentaz
(FPGS) tarafindan poliglutamatlanir. Metotreksatin (MTX) poliglutamatlari, MTX'e
gore daha iist diizey bir antifolat ajandir ve dihidrofolat rediiktazi (DHFR) oldukga
kuvvetli bir bigimde geri doniistiiriilmeksizin inhibisyonunu saglar. Ek olarak MTX,
timidilat sentaz ve GART/ATIC (fosforibosilglisinamid formiltransferaz / 5-
aminoimidazol-4- karboksamid riboniikleotid formiltransferaz IMP siklohidrolaz)
gibi bagka enzimlerin inhibe olmasini indiikler ve nihai olarak novo timidilat ve
piirin Uiretimini durdurur. Yy - glutamil hidrolaz (y-GH) glutamat kalintilarint MTX'ten

uzaklastirirken, ATP baglayict kaset (ABC) tastyicilart MTX'in  hiicreden
cikarilmasina destek saglar (Galivan ve Balinska, 1983; Zarou ve ark., 2021).
Dihidrofolat rediiktaz (DHFR ), dihidrofolik asidin tetrahidrofolik aside doniisiimiinii
katalize etmesinden dolayr 6nemli bir rol oynar. Dihidrofolat rediiktaz1 ( DHFR’yi),
metotreksat poliglutamatlar inhibe eder. Farkli metabolik islemlerin gerceklesmesi
icin gerekli olan folatlar, tetrahidrofolattan saglanir (Refsum, 1990). Metotreksatin
(MTXin) sitotoksik etkileri yalnizca kanser hiicrelerine 6zel olmadigindan yiiksek
boliinme kapasitesinde olan kemik iligi hematopoietik ve bagirsak mukoza hiicreleri
gibi saglikli dokular1 ve bir¢ok organi da etkilemektedir.Metotreksat (MTX), serbest
oksijen radikalleri iiretimi ile hiicre zarlarindaki lipid molekiillerini etkileyerek lipit

peroksidasyonuna sebep olur (Cakir ve ark., 2011).

Bundan dolayt MTX’in pulmoner toksisite, hiper-iiremi, akut bobrek fonksiyon
bozukluklari, cilt mukozasinda toksisite, kan zehirlenmesi, gastrointestinal toksisite,
kusma, ishal, mide bulantisi, anoreksiya ve kemik iligi baskilanmasi gibi bir¢cok yan
etkiye neden olur. Yiiksek dozlarda intravendz uygulamada serum enzimlerinin akut
olarak yiikselmesine neden olur ayn1 zamanda karaciger enzimlerinde artig saglatarak
karacigerde hasar, progresif fibroz, vendz yiiksek tansiyon ve siroz MTX’in uzun
siireli kullanirminda goriilebilir (Shariatifar ve ark., 2022). Genetik cesitliliklerden
kaynakli olarak 6nemli sayidaki hasta MTX’in toksisitesini tolere edemediginden

dolay1 tedavilerini biraktiklar1 goriilmiistiir (Hamed ve ark., 2022).
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Sekil 2.6. Metotreksatin etki mekanizmasi (Zarou ve ark., 2021).

2.8.2. Metotreksatin Norotoksitesi

Subakut, akut ve kronik olmak tizere MTX ile iliskili ndrotoksisite ii¢ ayr1 sekilde
gruplandirlmaktadir. Akut toksisite yliksek doz MTX sonucu bir anda meydana
gelmektedir. Toksisitenin ¢esiti ile ilintili olarak birden fazla yan etki
goriilebilmektedir. Norotoksisitenin  mekanizmas1 olarak radyasyon gibi dis
etkenlerin etkisiyle kan beyin bariyerinin bozulmasi sonucu, MTX’in beyinde
birikimi oldugu &ne siiriilmektedir. One siiriilen bir bagka mekanizma ise bozulan
niikleotid sentezi ile birlikte astrositlerde aciga c¢ikan fonksiyon bozuklugu
sonucunda noronal aktivitenin bozulmas: ve noronal hasarin meydana gelmesidir
(Vezmar ve ark., 2003). Beyin metabolizmasindaki demiyelizasyona, stimiile edici
norotransmitterlerin sentezinde azalmaya,vaskiiler endotelin ve beyin glukoz

metabolizmasinin bozulmasina MTX neden olur (Mékiranta ve ark., 2002).

Metotreksatin(MTX) kullaniminda adenozin salinimi hastalarin merkezi sinir
sisteminde olugmaktadir. Adenozinin néromodiilator nitelikleri sebebiyle merkezi
sinir sisteminde birikim gostermesi neticesinde bas agrisi, mide bulantis1 ve
uyuklama problemleri de agiga ¢ikabilmektedir. Adenozin, lateral hipotalamusun

perifornikal bolgelerinde mevcut olan Al reseptorlerini etkileyerek uyku diizenini
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olumsuz bir sekilde degistirdiginde MTX kullanan bazi hastalarda olusan uykusuzluk
sorunu da meydana gelebilmektedir. Homosistein diizeyleri ve bunlarin sistein
siilfinik asit gibi eksitator aminoasit ndrotransmitterleri MTX baglantili

norotoksisiteye sebep olabilmektedir (Bedoui ve ark., 2019).
2.8.3.Metotreksatin Farmokinetigi ve Farmakolojisi

Metotreksat (4-amino-4 deoxy-10-N-Methly-Pteroylglutamic acid, mtx) folikasitin
analogudur (Kayaalp,2009). Metotreksat, kemoterapide ve otoimmiin hastaliklarda
immiinosupresyonda kullanimi agisindan farkli bir etki mekanizmasina sahiptir.
Kanserde metotreksat bir antifolat antimetaboliti olarak islev goriir. Metotreksat,
insan indirgenmis folat tasiyicilar1 (SLC19A1) ad1 verilen tasiyicilar tarafindan hiicre
icine almir ve metotreksat-poliglutamat olusturur. Metotreksat-poliglutamat da
dihidrofolatin folik asidin aktif formu olan tetrahidrofolata doniisiimiinii katalize

eden dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe eder (Mikhaylov ve ark., 2019).

Tetrahidrofolat hem DNA hem de RNA'nin niikleotidlerinin sentezi i¢in gereklidir.
Metotreksat-poliglutamat ayrica hem piirin hem de timidilat sentazin de novo piirin
sentezini inhibe ederek DNA sentezini engeller. Bu mekanizma sitotoksik etkisi
nedeniyle kanser tedavisinde kullanilmaktadir (Singhk ve ark., 2019). Aktif tastyict
ile rakabete girerek MTX, folatin yerini alir ve hiicrenin i¢ kismina giris saglar.
Poliglutamasyonu da karacigerde gergeklesir. Metotreksat (MTX), bir siire boyunca
intraseliiler sekilde poliglutamasyon sonrasi karacigerde bulunabilir (Kayaalp, 2009).
Metotreksattan (MTX) dolayr agiga ¢ikan karaciger hasari, reaktif oksijen olusumu
ile ilinti olabilmektedir. Sigcanlarin karaciger dokusundaki lipit peroksidasyonunu
yiikselterek ve antioksidan enzim diizeylerinde azalmaya yol agip oksidatif doku

hasarin1 meydana getirdigi gorilmiistiir (Vardi, 2010).

Diisiik doz MTX’in reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna sebep olmasindan
dolayt T hiicrelerinin apaptozunu tetikledigi saptanmistir (Herman ve ark., 2005;
Phillips ve ark., 2003). Reaktif oksijen tiirleri hiicre 6liimiine ek olarak sitokin
iretiminin baskilanmasi ve hiicre proliferasyonu gibi ¢esitli hiicre iglevlerini ayarlar

(Herman ve ark., 2005).

Metotreksat (MTX) ile indiiklenen ROS’ un agiga ¢ikmasina tetrahidrobiopterin

hiicre i¢inde bitmesi araci olabilir. Metotreksat (MTX), DHFR’nin kuvvetli bir
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inhibitoriidiir. Dihidrofolat rediiktaz (DHFR), dihidrobiopterinin nitrik oksit sentazlar
(NOS) tarafindan NO sentezi icin gereken kofaktdr olan tetrahidrobiopterine
indirgenmesini katalize eder. Tetrahidrobiopterinin hiicre i¢inde bitmesi NOS’u
ayirarak NO sentezinin olmamasma ve ROS miktarindaki artisa sebep olur

(Chalupsky ve Cai, 2005).

Otoimmiin hastaliklarda, metotreksatin tercih edilen bir ilag olarak secilmesinde
farkli mekanizmalar rol oynar. 5-aminoimidozal-4- karboksamidriboniikleotit
(AICAR) transformilaz  enzimini inhibe ederek adenozin ve guanin
metabolizmasinda engeler, adenozin birikimine yol agar; ve adenozinin anti-
inflamatuar etkisine bagli olarak T-hiicre aktivasyonunun baskilanmasina, B-
hiicrelerinin asag1 regiilasyonuna, aktif CD-95, T hiicrelerinin duyarliliginin
artmasina; ve metiltransferaz aktivitesinin baskilanmasina, beta-1 interlokin'in hiicre
yiizey reseptoriine baglanmasinin inhibisyonuna yol agar (Tukukino ve Wallerstedt,

2020; Mikhaylov ve ark., 2019).

Metotreksat (MTX), giiglii olmayan bir bicimde %50 oraninda plazma proteinleri ile
bag kurar. Ilag ile beraber sulfanamoidler ve salisatlar, baglanma diizeyini indirir ve
toksisitenin seviyesini artirabilir. Timor hiicrelerine MTX uzun siire bagli bir sekilde
kalir, hiicrelerde uzun bir siire baglantilit MTX, hiicre boliinmeye bagladigi zaman
belirgin bir duruma gelir ve hiicreyi imha eder. Kan-beyin bariyerine MTX gecis
saglayamaz fakat yiiksek dozlarda BOS’taki konsantrasyonlara erigebilir. Biiyiik
oranda bobrekler araciligiyla uzaklastirilir ve yarilanma siiresi 6 ila 8 saat kadardir

(Kayaalp, 2009).

MTX toksisitesi i¢in kullanilan {i¢ antidot l6kovorin, timidin ve glukarpidazdir
(Lucas ve ark., 2019). Lokovorin folik asidin indirgenmis aktif formudur. Normal
hiicreleri MTX'in indirgenmis folat inhibisyonunun neden oldugu toksik etkilerden
kurtarir (Van der beek ve ark., 2019). Lokovorin 6zellikle metotreksat tedavisi
sirasinda miyelosupresyon, gastrointestinal toksisite ve norotoksisitenin Oniine
gecilmesinde etkilidir. Timidin, hiicreleri MTX'in sitotoksik etkilerinden kurtarir;
ancak kullanimi halen arastirilmaktadir ve her zaman diger ilaglarla birlikte verilir
(Van der beek ve ark., 2019). MTX kaynakli bagirsak hasarima ve mikrobiyota

dengesizligine karst Lokovorinin  (LV) koruma etkilerini  gosterilmistir.
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Bifidobacterium longum'un intragastrik uygulamasi, MTX'in neden oldugu bagirsak

hasarin1 6nemli 6l¢iide iyilestirdigi ortaya konmustur (Huang ve ark., 2020).
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Sekil 2.7. Folinik asit mekanizmasi (Kotur ve ark., 2020).
2.9.Hiperbarik Oksijen Tedavisi(HBOT)

Hiperbarik oksijen tedavisi, deniz seviyesinden daha yiiksek basinglarda belirli
periyotlarla %100 oksijen solumasi temeline dayanan bir tibbi tedavi yontemidir.
Tedavi basincinin en az 1,4 ATA ya da ylksek olmasit gerektigi
bilinmektedir.Viicudun bir kismmin %100 oksijene maruz birakilmasi (topikal
oksijen) ya da deniz seviyesi basincinda (1 ATA) %100 oksijen solumasi (normabik
oksijen) HBOT olarak degerlendirilmezler (Cimsit, 2009; Faesecke, 1997).
Hiperbarik oksijen tedavisinin (HBOT) norogenezi arttirdigt ve buna bagli olarak
merkezi sinir sistemi hasari sonrasi fonksiyonel sonucu iyilestirebilecegi one
stiriilmiistiir, hipoksi ile indiiklenebilir faktorler (HIF'ler) ve cAMP yanit elemant
baglama (CREB) dahil olmak fizere hiicreseltranskripsiyon faktorleri iizerinde
HBOT'un varsayimsal mekanizmasin1 gosterilmistir. HBOT ile ilgili deneysel
bulgular ile klinik caligmalar arasindaki tutarsizlik ortaya konmustur. HBOT'un
potansiyel faydalarin1 aydinlatmak i¢in daha ileri translasyonel klinik Oncesi
caligmalara ve ardindan gelistirilmis klinik c¢alismalara ihtiyag duyuldugu
belirtilmistir (Mu ve ark., 2011). Hiperbarik oksijen (HBO,) i¢in terapdtik etki

mekanizmalari, hem oksijenin kismi basincinin hem de hidrostatik basincin
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yiikselmesine dayanmaktadir. Bu son mekanizma, viicuttaki tiim gaz dolu bosluklarin
stkigmasina katkida bulunur (Boyle yasasi) ve viicutta gaz kabarciklarinin bulundugu
ve intravaskiiler emboli; intravaskiiler veya doku i¢i kabarciklarla dekompresyon
hastaliga gibi neden oldugu durumlarin tedavisi ile ilgilidir. Cesitli dokulardaki
yiiksek oksijen kismi basinglari, hiperoksi nedeniyle reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
ve ayrica reaktif azot tlirlerinin (RNS) iiretimini arttirir. Cogu kontrollii ¢alisma,
HBOT’un  klinik  etkinliginin, hiicre i¢i  transdiiksiyon kaskadlarinin
modiilasyonundan kaynaklandigini, biiyiime faktorlerinin sentezine yol agtigini ve
yara iyilesmesini tesvik ettigini ve iskemik sonrasi ve post-inflamatuar yaralanmalari

tyilestirdigini dogrulamistir (Bosco ve Comporesi, 2014).
2.9.1. Hiperbarik Oksijen Tedavisinin Tarihcesi

Aslen bir Ingiliz rahip olan Henshaw’in 1662 yilinda dizayn ettigi
“Domicilium”olarak isimlendirdigi basing odasi ile HBOT un temellerinin atildig:
sOylenebilir. Bu sistemin sistemi koriik destegi ile kapali bir odaya yliksek basingl
hava aktarilmasina dayaniyordu ve yalnizca hava tedavisi uygulaniyordu. Bilinen bu
ilk basing odasinda akut hastaliklara yiiksek basing seviyesinde; daha diisiik basing
seviyesinde ise kronik hastaliklara hava tedavisi uygulamasi yapiliyordu (Cemsit,
2009; Kindwall, 1995). 1775 yilinda Priestly tarafindan oksijen kesfedilmis ve
ardindan oksijenle alakali yapilan c¢alismalar gelisim gosterip gliniimiize kadar
ulagmistir (Jain, 1999; Kindwall, 1995). Junod ve Pravas basing odalar1 diizenleyerek
farkl hasta gruplari igin tedaviler uygulamiglardir (Edmonds ve ark., 1980).

1840’larda Triger kezon olarak ifade edilen basingli hava tiinellerinde benzer
teknolojiyr kullanmistir. Triger basingli tiinellerinde faaliyet gosteren iscilerde
merkezi sinir sistemi semptomlart ve eklem agrilar1 bildirmistir. Ardindan bu
bulgularin dekompresyon rahatsizligi ile uygunluk gosterdigi belirlenmistir
(Faesecke, 1997). Fransiz cerrah Fontain tarafindan 1879’da tasarlanan mobil basing
odalar1 ise cesitlilik gosteren cerrahi miidahaleler ve hernili hastalar amaciyla
kullanilmistir. Buna ek olarak 19. Yiizyilin basinda pulmoner sistem ve santral sinir
sistemi {lizerine hiperbarik oksijenin toksik etkileri Paul Bert ve Lorrain Smith
tarafindan tanimlanmistir (Kindwall, 1989). 1930’lu yillardan itibaren Ingiliz ve

Amerikan donanmalar1 tarafindan dekompresyon tedavisinde HBOT diizenli bir
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sekilde uygulanmaya baslanmistir. Hiperbarik oksijen tedavisinden dnce uzun zaman

alan hava tedavisi siire¢leri uygulanmaktaydi (Davis ve Hunt, 1977; Mader, 1989).

Hiperbarik oksijenin (HBO,’nin) klinik uygulamalarina Boerema ve Churchill-
Davinson c¢aligsmalar1 ile baslangi¢ yapilmistir. Boerema ve Brummelkamp’in
hiperbarik oksijen gazli gangren tedavisinde uygulanmaya baslamalarinin ardindan
klinisyenler ve bilim insanlar1 aragtirmalarini ve deneyimlerini paylagmak iizere 1963
yilinda Amsterdam’da uluslararas1 bir toplanti diizenlemislerdir (Bhenke, 1977;
Mader, 1989). 1970’lerin sonunda Sualt1 ve Hiperbarik Tip Cemiyeti (Undersea &
Hyperbaric Medical Society-UHMS) toplanarak HBO; tedavisinin temel kural ve
ilkelerini yaymlanmistir. Akabindeki yillarda bilimsel dayanagi olan ¢ok sayida
arastirma yapilmistir. Bu bilgiler uluslararasi toplantilarda paylasiimis ve
yayinlanmistir. HBO tedavisinin endikasyonlar1 ve tibbi alandaki yeri bu ¢abalarin
simnucu olarak daha net bir sekilde belirlenmistir. 1990 yilinda bu bransta kurulan
Avrupa Hiperbarik Tip Komitesi (European Commite for Hyperbaric Medicine,
ECHM) Avrupa’da da 1994 yilinda ilk konsensiis bildirisi yayimnlanmistir (Cimsit,
2009; Kindwall, 1995).

Hiperbarik oksijen tedavisi (HBOT) Tiirkiye’ye ilk kez donanmada dekompresyon
hastaliginin tedavisinde kullanilmasiyla girmistir (Aktas, 2011). 1990’l1 yillarda
HBO; merkezlerinin sayisinin artig gdstermesi ile taninir hale gelmis ve daha fazla
insana erisebilmistir. Giiniimiizde biiyliksehirlerin bir gogunda basing odasi vardir ve

HBOT uygulanmaktadir (Cemsit, 2009).
2.9.2. Hiperbarik Oksijen Tedavisin Endikasyonlari ve Kontrendikasyonlari

25 Agustos 2022 tarthinde yenilenen Sosyal Gilivenlik Kurumu Saglik Uygulama
Tebligine gore; dekompresyon rahatsizligi, hava veya gaz embolisi, karbonmonoksit
(CO) veya siyanit zehirlenmesi, anoksik/hipoksik ensefalopati, akut duman
inhalasyonu, gazli gangren, kompartman sendromu, santral retinal arter tikaniklig
(SRAT), nekrotizan yumusak doku enfeksiyonu, yaranin iyiye dogru gitmesinin
geciktigi durumlar (diyabetik olan veya olmayan), kronik refrakter osteomiyelit,
radyasyon nekrozlari, tutmas siipheli deri flepleri ve greftleri, termal yaniklar, beyin
apsesi, ani idiyopatik isitme saglinin bozulmasi, kafa kemikleri-sternum ve

vertebralarin akut osteomiyelitleri ve osteonekroz HBO, endikasyon listesinde
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bulunmaktadir. Ani idiyopatik isitme kaybi ve acil hastalarda, giinde birden fazla
seans HBO, uygulanabilmektedir (Budak, 2007). Tek mutlak kontrendikasyon
tedavisi saglanamamis pnOmotorakstir. Seans Oncesi cerrahi yoOntemlerle
pnomotoraksin rahatlatilmasi, miimkiin olabilirse tedavinin uygulanmasima dair
engeli kaldirir. Diger kontrendikasyonlar ise farklilik gosterir. Bunlarin igerisinde iist
solunum yolu enfeksiyonu, akcigerlerde konumlanan hava kistleri, gégiis veya kulak
cerrahisi gecmisi, ates ve gebelik bulunur. Olas1 yararlar, hastanin durumuna ve
olusabilecek olumsuz etkilere karsi tartilmalidir. Nobet Bozukluklari, inme gibi CNS
bozukluklari olan hastalar, birincil bozukluklarinin bir isareti olarak nobet gecirebilir.
Bununla beraber basinglarin 1,5 ATA basinci ge¢gmedigi ndrolojik endikasyonlar
icin HBO; seanslar1 esnasinda ndbetler yaygin goriilmez. Bozukluk fokal serebral
dolasim bozukluguna veya hipoksi ile ilintiliyse HBO, nobet egilimini azaltmaya
destek olmalidir. Hiperbarik Oksijen tedavisi (HBOT) ile iyilesme gosteren epileptik
cocuklarda nobet kontroliinde iyilesme ve antiepileptik ilag dozunda azalma

gorilmistiir (Jain, 2017).
2.9.3. Hiperbarik Oksijen Tedavisin Fizyolojik Temelleri
Boyle Gaz Kanunu

Sabit sicaklikta, belirli bir kiitlede bulunan gazin hacmi ile basing ters orantilidir.
Boyle Kanununa gore basing arttigi slirece gaz kabarciklarinin hacminde azalig
goriiliir. Arteriyel gaz embolisi ve dekompresyon rahatsizligi gibi bazi patolojilerin
iyilesmesinde ve HBO,’nin hastaliklarin tedavisinde etkin olmasi bu kanuna
dayanir.Ek olarak HBO; tedavisinin en yaygin gozlenen yan etkisi olan

barotravmalar da bu kanun temel alinarak agiklanir (Kindwall, 2002).
Charles ve Gay-Lussac Gaz Kanunlari

Basing bir seviyede sabitlendiginde gazlarin sicakliklar: artar ve hacimleri de orantili
olarak artis gosterir. Bu da hacim ve sicaklik arasinda dogru bir orantinin oldugunu
gosterir Sabit hacimli bir gazin, basinci ile sicakligir dogru orantilidir. Bu kanuna
gore basing odalarinda, basing hizli arttirildiginda ortamin sicakliginda da artis
goriiliir. Bu sebepten dolay:r hiperbarik sistemlerde sicakligin kontrol edilebilmesi

i¢in sistemlere gereksinim duyulur (Jain, 1999).
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Henry Gaz Kanunu

Sabit sicaklikta bir sivi igerisinde ¢oziinen gazin parsiyel basing seviyesi, gazin
miktar1 ile dogru orant1 gosterir. Cesitli gazlarin, her bir sivi i¢in ¢oziiniirliik kat
sayist degisim gosterir ve sicaklik ile beraber degisim goriiliir. Oksijen, normal
kosullar altinda %97-98 hemoglobine bagli, %2-3 ise plazmada ¢6ziinme saglayarak
dokulara tasmir. Arteriyel oksijen saturasyonu deniz seviyesinde %97,5’dur. 1gram
hemoglobinin 1,34 ml oksijen baglama kapasitesi vardir. Hemoglobin degeri saglikli
bir insanda yaklasik 15 gr/dl kabul edilirse, 100 ml kanin 19,5 ml oksijen tasima
kapasitesi vardir. Kapiller diizeyde oksijen saturasyonu %75 seviyesine iner. Sonug
olarak taginan oksijen miktar1 100 ml kanda 14,5 ml’ye diiser; yaklasik olarak 5 ml
oksijen dokulara aktarilir. Hiperbarik oksijen tedavisi (HBOT) ile plazmada ¢dziinen
oksijen miktar1 hemoglobine bagimli olmaksizin artar. 2,8 ATA’da %100 oksijen
solunmasiyla 100 ml kanda ¢oziinen oksijen miktart 6 ml olmaktadir. Bu deger
oksijenin hemoglobinden bagimsiz bir bicimde plazmada ¢oziinen miktar1 ile
dokularin oksijen gereksinimini karsilayabilecek kapasitededir. Bunun yani sira
dekompresyon rahatsizliginin fizik temelini olusturan Henry Gaz Kanunudur (Jain,

1999).
Dalton Gaz Kanunu

Bir gaz karisiminin basinei, karigimdaki her bir gazin kismi basinglarinin toplamina
esittir. Gazlardan olusan bir karisimdaki mevcut olan tiim gazlarin kismi basinglar
toplandiginda s6z konusu karisimin hacmini elde edilir. Atmosferin yapisinda
yaklasik %21 oksijen, %78 nitrojen ve %1 diger gazlar bulunur. Yer yuvari,
tizerinde bulanan canlilar ile beraber atmosfer tarafindan uygulanan bir basing altinda
bulunmaktadir. S6z konusu basing diizeyi deniz seviyesinde 1 kg/cm2, 760 mmHg
veya 1 ATA’ya denk gelir. Dalton Gaz Kanununu esas alindiginda havadaki
oksijenin parsiyel basinct 21/100 x 760 mmHg = 159,6 mmHg (yaklasik 160 mmHg)
ya da 0,2 ATA olarak hesaplanmaktadir. Ortam basinci 2 katina ¢ikarildigr zaman
oksijenin parsiyel basinct da dogru orantili olarak artar ve 320 mmHg ya da 0,4 ATA
olarak hesaplanir (Jain, 1999).
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2.9.4.Hiperbarik Oksijen Tedavisinin Etkileri
Doku hipoksisinde azalma

Normal atmosfer kosullarinda ve solunumda hemoglobin %97-99 oraninda oksijenle
doygun bir durumda bulunur. Aymi zamanda bir miktar oksijen de plazmada
¢oziinmiis bir sekilde tagmir. Plazma igerisine ¢oziinmiis halde bulunan oksijenin
miktar1t HBO tedavisi ile beraber artis gostererek doku oksijenlenme miktarinda artig
gbzlemlenir (Sahni ve ark., 2003; Greensmith ve ark., 2004; Topal ve Korkmaz,
2008; Leach ve ark., 1998). Normal barometrik basingta deniz seviyesinde hava
solundugu esnada 1 litre kanda 3 ml plazma oksijenin mevcut oldugu
konsantrasyonu ile beraber arteriyel oksijen basinci ve doku oksijen basinci sirastyla
100 mmHg ve 55 mmHg’dir. Bununla birlikte, solunan hava hiperbarik diizeye
ulastiginda -6rnegin; 3 ATA basing altinda %100 oksijenli ortamda- ¢oziinmiis
plazma oksijen konsantrasyonu litre kanda doku oksijen basinci ise sirasiyla 2000
mmHg ve 500 mmHg’ye arteriyel oksijen basincit 60 ml’ye yiikselir (Greensmith ve
ark.,2004; Leach ve ark., 1998; Sahni ve ark., 2003; Simsek ve ark., 2011;Topal ve
Korkmaz, 2008).

Reaktif vazokonstriksiyon

Mevcut plazmada ¢oziinmiis yiiksek oksijen diizeyi ile normal doku oksijenlenmesi
sirdiiriildiigii esnada hiperoksinin etkisi ile birlikte kontraksiyona ugramis kiigiik
vaskiiler yapilarda doku 6demi azaltilmis olur. Kompartman sendromunda ve ezilme
yaralanmalarinda goriilen posttravmatik doku O6demi seviyelerinde artis,
vazokonstriksiyon destegiyle anlamli bir oranda azaltilabilir (Greensmith ve ark.,
2004; Leach ve ark., 1998; Sahni ve ark., 2003; Simsek ve ark., 2011; Topal ve
Korkmaz, 2008).

Tyilestirme etkisi

Hipoksik dokuda biiylime faktorlerinin sentezini arttirdigi esnada HBOT,
anjiyogenez  vasitasiyla ile mikrovaskiiler aglarin genislemesine katki saglar
bununla beraber sorunlu ve kronik yaralarda iyilesme potansiyelinde de artig gortiliir
(Simsek ve ark., 2011). Ek olarak HBO; ayni periyotta osteoklastlarin ve

osteoblastlarin etkinligini arttirir, kollajen iiretimini ve fibroblast proliferasyonunu
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uyarir (Greensmith ve ark., 2004; Leach ve ark., 1998; Sahni ve ark., 2003; Simsek
ve ark., 2011; Topal ve Korkmaz, 2008).

Oksijen basinc artisi

Zehirli gazlarin (karbon monoksit, hidrojen siilfiir, siyaniir ve karbon tetrakloriir)
viicuttan uzaklagtirilmasinda rol oynar. Yiiksek yogunluklarda oksijenin alveol
havasi i¢ginde mevcut olmasi durumunda zehirli gazlar hemoglobine gore yiiksek

hizda ayrilmaktadir (Garrabou ve ark., 2011; Topal ve Korkmaz, 2008).
Antibakteriyel etki

Anaerob organizmalarin endotoksin ve spor olusturma kabiliyetini HBO; azaltir.
Lokal mikro dolasimi iyi hale getirerek yiiksek l0kosit fonksiyonu araciligiyla
mikroorganizmalarin fagositozunu artis ve makrofaj aktivasyonunu saglar,
bakterilerin yok edilmesine sebep olan anti-inflamatuvar etkiye destek saglar
(Greensmith ve ark., 2004; Leach ve ark., 1998; Sahni ve ark., 2003; Simsek ve ark.,
2011; Topal ve Korkmaz, 2008).

Basing etKkisi

Gaz kabarciklarmin hacmini kiigiilterek dekompresyon hastalig1 ve gaz embolisinde
tedavi saglar (Greensmith ve ark., 2004; Sahni ve ark., 2003; Simsek ve ark., 2011;
Topal ve Korkmaz, 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Demirbas malzemeler Aletler

Mikrotom

Hiperbarik oksijen iinitesi
IHC boyama seti

Su banyosu

Kurutma tablasi
Buzdolab1

Derin dondurucu -80
Arastirma mikroskobu
Kamera ve goriintiileme Sistemi
Stereo mikroskop

Stero mikrokop kamerasi
Preparat saklama kutusu
Otomatik mikropipetler
Deney hayvanlari kafes sistemi
Mikrodalga firin

Vorteks cihazi

Terazi

Cerrahi set

Etiv

Parafin Dispenser

Distile su cihazi

Ph metre

Manyetik karigtirict



3.1.2. Sarf Malzemeler ve Kimyasal Maddeler
e Saf Oksijen Gazi

e Pikrik Asit

e Formaldehit

o Asetik asit

e 96 alkol

e Absol (Supelco)

e Ksilol (isolab)

e Benzol (Merck)

e Parafin (Tudamelt)

e Ksilazin (Rompun)

e Ketamin (Alfamin)

e Metil benzoat (Merck)

e Hidrojen peroksit (Thermo Scientific)

e Protein blocking soliisyonu (Thermo Scientific)
e Avidin biotin peroksidaz (Thermo Scientific)
¢ Biotinli sekonder antikor (Thermo Scientific)
e DAB kromojen (Thermo Scientific)

e Hemotoksilen (Merck)

e Sikrik asit asetat (Merck)

e Eldiven (Tenty)

e Enjektor (10-5-1 ml) (Beybi)

e Lam (Menzel-Glaser)

e Lamel (Menzel-Glaser)

e Entellan (Merck)

e Mikrotom bicagi (Thermo Shandon)

e Pipet uglari (isolap)

e Ethanol 96 (isolab Chemicals)

e Sodyum clorid (Merck)

e Potasyum cloride (Merck)

e Potasyum dihidrojen fosfat (Merck)



Disodyum dihidrojen fosfat dihidrat (Merck)

Sodyum sitrat dihidrat (Merck)

Monoclonal mouse Nestin (Abcam)

Doublecortin (Ser47) polyclonal Antirabbit (Abcam)

Ki67 Polyclonal Anti rabbit(Abcam)

Monoclonal Mouse NEUN(Abcam)

Mouse and Rabbit spesific HRP/DAB detection kit (Abcam)

3.2. Deneysel Prosediir

3.2.1. Deney Hayvanlarinin Elde Edilmesi

Calisma i¢in ERU Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onay alinmis ve ¢alisma

etik kurul yonergesine uygun bir sekilde yapilmistir (Etik Kurul Tarih-Karar
N0:01.06.2022-22/119) Bu ¢alismada 28 adet Sprague-Dawley erkek sigan (180-250

gr, 1 aylik) kullanildi. Biitiin denekler Erciyes iiniversitesi Deneysel Arastirmalar

Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde optimal kosullarda barindirilip standart yem ve

su ile beslenildi. Deney siirecinde hayvan haklari ile ilgili olarak National Institute of

Health (NIH)’in belirledigi Olciitler (Principles of Laboratory Animal Care) esas

alind1. Siganlar rastgele ve esit olarak su 4 gruba ayrildi;

1. Salin grubu(Salin)(n=7): Bu gruptaki hayvanlara 8. ve 15. giinlerde
intraperitoneal enjeksiyon yoluyla normal salin (%0,9 NaCl) verildi.

2. Metotreksat ile norogenez hasar1 olusturulan grup(MTX) (n=7): Bu
gruptaki hayvanlara deneyin 8. ve 15. giinlerinde intraperitoneal enjeksiyon
ile stv1 haldeki MTX (25mg/kg) verildi.

3. Metotreksat ile nérogenez hasari olusturulup hiperbarik oksijen uygulanan
grup(MTX+HB)(n=7): Bu gruptaki hayvanlara deneyin 8. ve 15. giinlerinde
intraperitoneal enjeksiyon ile sivi haldeki MTX (25 mg/kg) verildi. Ardindan,
15 gilin boyunca 2 atmosfer basing altinda giinde 1 saat hiperbarik oksijen
tedavisi uygulandi.

4. Sadece hiperbarik oksijen uygulanan grup(HB)(n=7): Bu gruptaki
hayvanlara 30 giin siiresince 2 atmosfer basing altinda giinde 1 saat hiperbarik

oksijen tedavisi uygulandi. (Sirichoat ve ark., 2019; Welbat ve ark., 2020).
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3.2.2. Hiperbarik Oksijen Tedavisinin Uygulanmasi

Giinde 1 saat boyunca sadece hiperbarik oksijen uygulanan gruba (n=7) deneyin ilk
giinlinde itibaren 30 giin siiresince ve Metotreksat ile nérogenez hasar1 olusturulup
hiperbarik oksijen uygulanan gruba (n=7) deneyin 15.giinlinden itibaren hiperbarik
oksijen uygulamasi Erciyes Universitesi DEKAM’da Dr. Ogretim Uyesi Mehmet
Akif Baktir tarafindan yapildi.

3.2.3. Histolojik ve immiinohistokimyasal incelemeler icin doku 6rneklerinin

alinmasi

Tiim gruplardaki hayvanlara 30 giin siiren deneyin sonunda protokole gore anestezi
(80 mg/kg viicut agirligma kadar ketamin ve 10 mg/kg viicut agirligr ksilazin)
intraperitoneal enjeksiyon (1 cc insiilin enjektorii) ile verildi (Van Pelt, 1977). Tim
gruplardaki siganlarin beyinleri deneyin sonunda perfiizyon yontemi ile ¢ikarildilar.
Perfiizyon yonteminde Bouin tespit sollisyonu ve tamponu olarak da serum fizyolojik
su (SF) enjekte edildi perflizyon sonrasinda beyin dokular1 Boine tespit
soliisyonunda 14 saat boyunca postfiksasyona tabi tutuldular. Histolojik ve
immiinohistokimyal analizleri i¢in tespitten sonra tiim dokular sirastyla %50, 70, 80,
96 ve absol alkoller ile metil benzoat ve benzol serilerinden gegirilerek parafinde

bloklandi.

3.2.4. Doku orneklerinin histolojik ve immiinohistokimyasal boyama teknikleri

icin hazirlanmasi

Kontrol ve deney gruplarindaki her bir hayvanin beynine ait doku bloklarindan 4
mikron kalinliginda seri kesitler alind1 ve 140 seri preparat hazirlandi. Her bir lama
belirli araliklarla 1 veya 2 kesit alindi. Genel yapiy1 incelemek i¢in preparatlarin ilk
28 serisi krezil viyole boyasi ve norogenezle iliskili proteinlerin subventrikiiler
bolgedeki ve Olfaktor Bulb’taki lokalizasyonlarini saptamak i¢in preparatlarin diger

112 serisi ise immiinohistokimya boyama teknigi ile boyandi.
3.2.5. Nisll boyama yontemi (Krezil viyole boyama yontemi)

Beyin dokusunun genel yapisini incelemek amaciyla dokulara krezil violet asetat
boyama yontemi uygulandi. Hazir hale getirilen preparatlar deparafinizasyon ve

rehidrasyon islemi bittikten sonra %0.1lik krezil violet asetat igerisinde 5 dakika
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stireyle 37 0C“ilk etiivde inkiibasyona birakildi. Daha sonra 3 dakika siireyle distile
suda bekletildi. Once %96“lik sonra absol alkolde 3“er dk tutularak, ardindan
ksilen“de 2 kez 5“er dakika bekletilerek ve entellan ile kapatildi.

3.2.6. Immunohistokimyasal analiz (Strep-avidin Biotin Kompleks (Strept-

ABC) immiinoperoksidaz teknigi)

Immunohistokimyasal incelemeler igin hazirlanan preparatlar deparafinizasyon
islemi ve rehidrasyon icin hazirlanan preparatlar 2“ser kez 5“er dakika ksilen
igerisinde bekletildi. Ardindan dehidratasyon islemi igin sirasiyla absol alkol I, absol
alkol II, % 96 alkol, % 80 alkol ve % 70 alkol olmak tizere dereceli alkol serilerinden
3“er dakika siireyle gecirildi ve distile suda 5 dakika bekletildi. Takibinde fosfat
buffer salin (PBS)“de yikandi. Takiben dokular sitrat bufferda (pH 6,0) 600W*da
4x5 dakika siireyle mikrodalga firin igerisinde kaynatildi ve ayn1 soliisyon i¢inde 20
dakika oda 1sinda sogutuldu ve doku antijeninin yeniden kazanimi saglandi. Tekrar
PBS ile dort kez yikamay1 takiben nonspesifik baglanmalar1 6nlemek icin kesitler 5
dakika protein bloklama soliisyonu, endojen peroksidaz aktivitesini gidermek i¢in
metanolde hazirlanmis % 3 liikk hidrojen peroksit (H202) ile 15 dakika bekletilerek,
PBS ile 4 kez 5“er dakika siireyle yikandi. Uygun diliisyonlarda hazirlanmis primer
antikorlar (anti-Ki67, anti-Doublekortin, anti-Nestin ve anti-Neun) kesitler {izerine
eklendi ve bir gece inkiibasyon i¢in 4°C“de bekletildi. Negatif kontroller olarak
aliman olfaktdr bulb ve ventrikiiler Ornekleri ise primer antikor kullanilmadan
PBS*“ye maruz birakildi. inkubasyonu takiben PBS*“te 4x5 dakika yikanan kesitler,
biotinlenmis sekonder antikor ile 20 dakika oda 1sisinda inkube edilip, tekrar 4x5
dakika PBS ile yikandiktan sonra da enzim konjugatl strepavidinde 15 dakika maruz
birakildi. Tekrar 4 kez PBS ile yikanarak 5-10 diaminobenzidinde (DAB) bekletildi.
Gill“in  Hematoksilen“inde 5 dakika boyandiktan sonra g¢esme suyunda
mavilesinceye kadar yikandi ve takiben dereceli alkollerden ve ksilenlerden gecirilip
lizerine yapistirict  damlatilip lamelle kapatildi. Kahverengi presipitasyonun
goriilmesi sonucunda reaksiyon pozitif olarak degerlendirildi ve 151k mikroskobunda

(Olympus, BX51) incelenerek fotografland.

Elde edilen goriintiiler semikantitatif ve kantitatif olarak degerlendirildi;
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3.3. Immunohistokimyasal boyamanin Kkalitatif degerlendirmesi

Boyal1 boliimler incelendi ve dijital kamera (DP74, Olympus, Tokyo, Japonya) ile
donatilmis BX51 mikroskobu (Olympus, Tokyo, Japonya) ile fotograflandi. Bu
immiin boyamalar, dort puanlik bir yogunluk skoru (IS) kullanilarak niteliksel olarak
degerlendirildi. Beyin dokularindaki Doublekortin, Nestin, Ki 67ve NEUN boyanma
yogunluklari, 100x ve 400x biiyiitmelerde mikroskobik olarak degerlendirildi. Bu
yontem ic¢in boyama yogunluklari Gu sekilde puanlandi: -, negatif (yliksek
biiylitmede bile leke yok, 400X); +, zayif boyama (yalnizca yiiksek biiyiitmede,
400X goriiniir); ++, orta boyama (diistik biiyiitmede kolayca goriilebilir, 100X); ve
+++, gliclii boyama (diisiik biiyiitmede carpici sekilde pozitif, 100X).

3.4. Immiinohistokimyasal boyamanin kantitatif degerlendirmesi

Bu calismada kantitatif olarak asagidakilere gore belirlendi: NP'ler icin boyama
yogunluklarinin kantitatif analizleri, Subventrikiiler ve Olfaktér Bulb bolgelerinden
elde edilen goriintiilerde yapildi. Bu tiim goriintii i¢in immiin boyama yogunlugu
Olciildii (400X biiylitme). Bunun i¢in, her grup i¢in on iki goriinti kullanildi. ice
aktardiktan sonra ilgili goriintiiler yazilim Image] 1.51 siiriimiine eklendi (Java
1.8.0 112, https://imagej.nih.gov/ij/), ardindan goriintiiler color deconvolution
eklentisine gonderildi, burada hematoksilen ve DAB boyamasi1 secildi. Tek DAB,
hematoksilin ve arka plan iceren 3 farkli panel goriintii olustu. Ardindan, yalnizca
DAB goriintiiler1 kullanilarak elde edilen DAB goriintiileri i¢in esik degerler
belirlendi. Bundan sonra, alan ve alan kesri parametreleri (boyama alani yiizdesi,
yani “boyama yogunlugu”) ayarlandi. Daha sonra boyanan alanin alam ve yiizdesi

her goriintii i¢in o6lgiildii.

3.5. istatistiksel analiz

[statistiksel analiz GraphPad kullanilarak yapildi. Boyama yogunlugu verilerinin (%
boyama alani) kantitaif analizini yapmak i¢in elde edilen boyama alani yiizdesi
sonuglar1 GraphPad Prizm 7 (Windows i¢in Siiriim 7.04)’e aktarildi. Bundan sonra
salin, metotreksat, metotreksat +hiperbarik oksijen ve hiperbarikoksijen grubu

goriintii analizi miktarlarinda herhangi bir anlaml fark olup olmadigini belirlemek
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icin unpaired student t test uygulandi. Tiim degerler ortalama + SEM olarak
gosterilir. P < 0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik bulgular

Subventrikiiler zone ile 3. ve 4. ventrikiileri doseyen epitelin ve olfaktorik bulbin
histolojik yapisinin incelenmesi amaciyla bu dokulara Nisll boyama (Crezel violet
asetat boyamasi) yontemi uygulandi. Tim gruplara ait sicanlarin beyinlerinde

SVZ’nin histolojik incelemesinde bu beyin yapisinin tek kath bir epitelden olustugu

belirlendi. Bu boyamada gruplar arasinda belirgin bir fark gozlenmedi.

Sekil 4.1. Salin kontrol grubunda Subventrikiiler (SVZ) bolgenin histolojik genel
goriiniimii. Nisll boyamasi, Bar; 200 pm.



Sekil 4.2. Salin kontrol grubunda Subventrikiiler (SVZ) boélgenin histolojik genel
goriiniimii. Nisll boyamasi, Bar; 100 pm.

Sekil 4.3. Salin kontrol grubunda Subventrikiiler (SVZ) bolgenin histolojik genel
goriiniimii. Nisll boyamasi, Bar; 20 pm.
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Sekil 4.4. Hiperbarik kontrol grubunda olfaktorik bulbusun histolojik genel
goriiniimii. Nisll boyamasi, Bar; 200 pm.

Sekil 4.5. Hiperbarik kontrol grubunda olfaktorik bulbusun histolojik genel
goriiniimii. Nisll boyamasi, Bar; 100 pm.
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4.2. Nestin immunreaktivitesi

Sican beyin SVZ bdlgesinde nestin immunreaktivitesini ortaya koymak i¢in bu
dokulara anti-nestin primer antikorlar1 uygulayarak Strept-avidin immunoperoksidaz

boyama gergeklestirlmistir.

Yapilan boyamalar sonucunda hem kontrol gruplarinda hem de MTX ve MTX + HB
deney gruplarindaki hayvanlarin SVZ boélgesindeki ndronlarin sitoplazmalarinda
nestin pozitif reaksiyon gozlendi. Immunohistokimyasal boyamalar sonucunda,
nestin immunreaktivitesinin MTX grubundaki ndronlarin sitoplazmalarinda MTX +

HB ve diger kontrol gruplarina gére daha az yogun boyandig1 oldugu dikkati gekti.

Arastirma mikroskobu ile elde edilen goriintiilerin Image J subventrikiiler bolge ve
olfaktor bulb yapilarinin incelenmesinde kontrol gruplart ve MTX + HB grubuna
gore MTX grubunda alan boyanma yogunlugu agisinda anlamli bir degisiklik
belirlendi (P<0,05).

Calismada nestin immunoreaktivitesinin kontrolii i¢in pozitif kontrol olarak sican

bobrek dokusu 6rnekleri kullanilmastir.
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Sekil 4.6. Salin kontrol grubuna ait bir sigan beyninin SVZ bolgesinde nestin
immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 100 um.

Sekil 4.7. Salin kontrol grubuna ait bir sican beyninin SVZ bolgesinde nestin
immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50 pm.
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Sekil 4.8. Salin kontrol grubuna ait bir sican beyninin 3. ventrikiil duvarinda nestin
pozitif tanisitler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 20 um.

§
S
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0 um

Sekil 4.9. iperbarik kontrol grubuna ait bir sigan beyninin 4. ventrikiil duvarinda
nestin pozitif hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 20
pum.
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Sekil 4.10. Hiperbarik kontrol grubuna ait bir sigan beyninin 3. ventrikiil duvarinda
nestin pozitif hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50
pum.

Sekil 4.11. MTX grubuna ait bir sican beyninin 3. ventrikiil duvarinda nestin pozitif
hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 100 pm.
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50um

Sekil 4.12. MTX grubuna ait bir sican beyninin 3. ventrikiil duvarinda nestin pozitif
tanisitler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50 um.

] - < ' F i
Sekil 4.13. MTX + HB grubuna ait bir sigan beyninin 3. ventrikiil duvarinda nestin
pozitif hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 20 um.
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Sekil 4.14. MTX + HB grubuna ait bir sigan beyninin 3. ventrikiil duvarinda nestin
pozitif tanisitler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 20 um.

4.3. Doublekortin immunreaktivitesi:

Sican beyin SVZ boliimlerinde DC immunreaktivitesini ortaya koymak bu dokulara
anti-DC primer antikorlart uygulayarak Strept-avidin immunoperoksidaz boyama

gerceklestirlmistir.

Yapilan boyamalar sonucunda hem kontrol gruplarinda hem de MTX ve MTX + HB
deney gruplarindaki hayvanlarin beyin SVZ bdliimlerindeki  ndronlarin
sitoplazmalarinda DC pozitif reaksiyon gozlendi. Immunohistokimyasal boyamalar
sonucunda, DC immunreaktivitesinin MTX grubundaki néronlarin sitoplazmalarinda
MTX + HB ve diger kontrol gruplarina gére daha az yogun boyandig: oldugu dikkati
cekti.

Arastirma mikroskobu ile elde edilen gorintiilerin Image J programi ile de
degerlendirlmesi  sonucunda  sicanlarin  SVZ  boliimlerindeki  yapilarinin
incelenmesinde kontrol gruplari ve MTX + HB grubuna gére MTX grubunda alan

boyanma yogunlugu agisinda anlamli bir degisiklik belirlendi (P<0,05). Calismada
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doublekortin immunoreaktivitesinin kontrolii igin pozitif kontrol olarak si¢an testis

dokusu ornekleri kullanilmigtir.

Sekil 4.15. Saline kontrol grubuna ait bir sigan beyninin 3. ventrikiil duvarinda DC
pozitif hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50 um.
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Sekil 4.16. Salin kontrol grubuna ait bir sigan beyninin 3. ventrikiil duvarinda DC
pozitif hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 20 um.

Sekil 4.17. Hiperbarik kontrol grubuna ait bir sigan beyninin olfaktorik bulbinda DC
pozitif hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 20 pm.

53



Sekil 4.18. Hiperbarik kontrol grubuna ait bir sigan beyninin 3. ventrikiil duvarinda
DC pozitif hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 20 um.

Sekil 4.19. MTX grubuna ait bir sican beyninin 3. ventrikiil duvarinda DC pozitif
hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50 um.
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Sekil 4.20. MTX grubuna ait bir sican beyninin olfaktorik bulbinda DC pozitif
hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 20 um.

20|

Sekil 4.21. MTX + HB grubuna ait bir sigan beyninin 3. ventrikiil duvarinda DC
pozitif hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 20 um.
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Sekil 4.22. MTX + HB grubuna ait bir sigan beyninin 3. ventrikiil duvarinda DC
pozitif hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 20 pm.

4.4. Ki67 immunreaktivitesi

Sigan beyin SVZ boliimlerinde Ki67 immunreaktivitesini ortaya koymak bu dokulara
anti-Ki67 primer antikorlar1 uygulayarak Strept-avidin immunoperoksidaz boyama

gerceklestirlmistir.

Yapilan boyamalar sonucunda hem kontrol gruplarinda hem de MTX ve MTX + HB
deney gruplarindaki hayvanlarin SVZ béliimlerindeki noronlarin sitoplazmalarinda
Ki67 pozitif reaksiyon gozlendi. Immunohistokimyasal boyamalar sonucunda, Ki67
immunreaktivitesinin MTX grubundaki néronlarin sitoplazmalarinda MTX + HB ve

diger kontrol gruplarina gore daha az yogun boyandigi oldugu dikkati ¢ekti.

Arastirma mikroskobu ile elde edilen goriintilerin Image J programi ile de
degerlendirilmesi  sonucunda  si¢anlarin  SVZ  boliimlerindeki  yapilarinin
incelenmesinde kontrol gruplari ve MTX + HB grubuna gére MTX grubunda alan
boyanma yogunlugu agisinda anlamli bir degisiklik belirlendi (P<0,05).
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Calismada Ki67 immunoreaktivitesinin kontrolii i¢in pozitif kontrol olarak sican
akciger ve kalp dokusu 6rnekleri kullanilmistir.

Sekil 4.22. Saline control grubuna ait bir sigan beyninin 3. ventrikiil duvarinda Ki67
pozitif hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50 um.

Sekil 4.23. Saline kontrol grubuna ait bir sican beyninin 3. ventrikiil duvarinda Ki67
pozitif hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50 um.
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Sekil 4.24. Hiperbarik kontrol grubuna ait bir sigan beyninin 3. ventrikiil duvarinda
Ki67 pozitif hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 20 pm.

Sekil 4.25. MTX grubuna ait bir sican beyninin 3. ventrikiil duvarinda Ki67 pozitif
hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 20 pm.
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Sekil 4.26. MTX + HB grubuna ait bir sican beyninin 3. ventrikiil duvarinda Ki67
pozitif hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50 um.

4.5. NeuN immunreaktivitesi

Sican beyin SVZ bdliimlerinde NeuN immunreaktivitesini ortaya koymak bu
dokulara anti-NeuN primer antikorlar1 uygulayarak Strept-avidin immunoperoksidaz

boyama gergeklestirlmistir.

Yapilan boyamalar sonucunda hem kontrol gruplarinda hem de MTX ve MTX + HB
deney gruplarindaki hayvanlarin SVZ boéliimlerindeki ndronlarin sitoplazmalarinda
NeuN pozitif reaksiyon gozlendi. Immunohistokimyasal boyamalar sonucunda,
NeuN immunreaktivitesinin MTX grubundaki ndronlarin sitoplazmalarinda MTX +

HB ve diger kontrol gruplarina gére daha az yogun boyandigi oldugu dikkati ¢ekti.

Aragtirma mikroskobu ile elde edilen goriintiilerin Image J programi ile de
degerlendirlmesi  sonucunda sicanlarin  SVZ  boliimlerindeki  yapilarinin
incelenmesinde kontrol gruplart ve MTX + HB grubuna gére MTX grubunda alan
boyanma yogunlugu agisinda anlaml bir degisiklik belirlendi (P<0,05).

Calismada NeuN immunoreaktivitesinin kontrolii i¢in pozitif kontrol olarak fare

beyin dokusu 6rnekleri kullanilmistir.
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Sekil 4.27. Saline kontrol grubuna ait bir sican beyninin 3. ventrikiil duvarinda NeuN
pozitif hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50 um.

Sekil 4.28. Hiperbarik kontrol grubuna ait bir sigan beyninin 3. ventrikiil duvarinda
NeuN pozitif hiicre, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 20 pm.
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Sekil 4.29. MTX grubuna ait bir sigan beyninin 3. ventrikiil duvarinda NeuN pozitif
hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50 um.

Sekil 4.30. MTX + HB grubuna ait bir sican beyninin 3. ventrikiil duvarinda NeuN
pozitif hiicreler, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 20 um.
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5. TARTISMA VE SONUC

Metotreksat (MTX), hayvan modellerinde hafiza ve hipokampal norojenez iizerinde
olumsuz etkisi olan kemoterapétik bir ilagtir (Sritawan ve ark., 2023). Postnatal
MTX maruziyetinin merkezi sinir sistemi tizerindeki etkisini gosteren birka¢ ¢aligma
vardir. 6 giinliik Postnatal si¢anlar tizerinde MTX tedavisi apoptozu indiiklemis ve
dis graniiler hiicrelerin hiicre proliferatif aktivitesini azaltmistir; siganlarda serebellar
hipoplazi ile sonuclanmistir (Sugiyama ve ark., 2015). Yetiskin fare
hipokampiisiinde Ki-67-pozitif hiicrelerin ve ¢ift kortin (olgunlasmamis progenitor
noron belirteci) pozitif hiicrelerin sayisin1t MTX azaltmistir (Yang ve ark., 2011). iki
giinliik sicanlar subkutan metotreksat (MTX) 5 mg/kg ve 150 mg/kg enjeksiyonlar
ile tedavi edilmistir ve rostral go¢ akimlart (RMS) zamana bagli olarak
incelendiginde RMS'in 2 giinliik postnatal sicanlar tizerinde biiylik miktarda folik
asit gerektirdigini ve folik asit gereksiniminin RMS'nin anatomik bolgesine bagli
olarak farklilastigini  gostermistir (Hirako ve ark., 2015). Yapilan baska bir
calismada  giiclii antioksidan kapasiteye sahip antidiyabetik bir ilag olan
Metforminin MTX’in neden oldugu bellek bozulmalarin1 ve nérogenezi iyilestirdigi;
metotreksat (MTX) verilen si¢anlarin da SGZ’de Sox2 ve nestin-pozitif hiicrelerinin
azalma goOsterdigi ve metaforminin metotreksatin olumsuz etkilerini azalttig
goriilmistiir (Sritawan ve ark., 2023). Hesperidinin (Hsd'nin) MTX'e bagli hafiza ve
norogenez bozukluklarina karst koruyucu etkileri arastirilan bir calismada erkek
Sprague Dawley sicanlari, 8. ve 15. giinlerde intravendz (i.v.) enjeksiyon yoluyla tek
doz MTX (75 mg / kg) veya 21 giin boyunca oral gavaj ile Hsd (100 mg / kg) ile
uygulanmistir ve yeni nesne konumu (NOL), yeni nesne tanima (NOR) gorevleri
kullanilarak bellekleri test edilmistir. Hiicre proliferasyonunu, sagkalimini ve

olgunlagsmamis noronlar1 degerlendirmek i¢in Ki-67, bromodeoksiiiridin (BrdU) ve



doublekortinin (DCX) immiinofloresan boyamasi yapilmistir. Veriler, Hsd ve
MTX'in lokomotor yetenegi bozmadigim1 gdstermistir. Metotreksat (MTX)
hayvanlar1 her iki hafiza testinde de bellekte bozulmalar goriilmiistir ve MTX
hayvanlarinda hiicre ¢ogalmasi, hayatta kalma ve olgunlagmamis ndronlarin
sayisinda Onemli diisiisler olmustur. Bununla birlikte, MTX ve Hsd ile birlikte
uygulama, hafiza kaybin1 ve norogenez disiisiinii hafiflettigi goriilmistiir.
Hesperidinin  (Hsd’nin) hayvanlarda MTX yan etkilerine karst koruma
saglayabilecegini ortaya koymustur (Naewla ve ark., 2019).

Albino Wistar disi sicanlar rastgele saglikli kontrol, resveratrol + MTX ve
metotreksat (MTX) olmak tizere ii¢ gruba ayrilmistir. Yumurtaliklar1 ¢ikarildi ve
oksidatif over hasarinin degerlendirilmesinde biyokimyasal ve histopatolojik
yontemlerden yararlanilmustir. Ozellikle resveratrol ile yapilan 6n tedavinin MTX'e
bagli yumurtalik hasarma kars1t koruyucu etki sagladigi goriilmistiir (Ata ve ark.,
2019). Siklikla adjuvan kemoterapi olarak MTX diger ilaglarla kombinasyon halinde
kullanilir, ancak hatirlama, 6grenme, konsantre olma veya karar verme gii¢liigii gibi
biligsel bozukluklara yol agabilmektedir (Falleti ve ark., 2005; Matsuda ve ark.,
2005; Winocour ve ark., 2015). Ek olarak kanser hastalarinin sagligin1 ve islevlerini
etkileyen farkli semptomlar1 da tetikleyebilir (Dietrich ve ark., 2015; Lange ve ark.,
2014; Seigers ve ark., 2010).

Dihidrofolat rediiktazi (DHFR) inhibe ederek biligssel bozulmaya neden olur, bdylece
tetrahidrofolatin (THF; folik asidin aktif bir formu) rejenerasyonunu bozar ve folik
asit eksikligine ve DNA sentezinde ve hiicre proliferasyonunda bozulmalara yol acar
(Strober ve ark., 2005). Ayn1 zamanda, hayvan modellerinde yetiskin hipokampiisiin
dentat girusunda ¢ogalan hiicrelerdeki azalmalar ve yeni néronlarin hayatta kalmasi
ile ilgili olan uzamsal ¢alisma bellegi {izerindeki ¢ogalma etkisindeki azalmalarla
iliskili olan mekansal ¢alisma bellegi iizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir (Lyons ve
ark., 2011; Seigres ve ark., 2009; Seigres ve ark., 2008; Wen ve ark., 2018; Yang ve
ark., 2011). Metforminin hafiza, hiicre proliferasyonu, hiicre sagkalimi ve MTX
kemoterapisinin yol actig1 olgunlasmamis néron bozulmasi tizerindeki dnleyici etkisi

sican modelinde gosterilmistir (Nataya ve ark., 2020).
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Erkek Sprague-Dawley siganlar kontrol, MTX, metformin ve MTX+metformin
seklinde gruplandirilmistir. 7. ve 14. giinlerde MTX (75 mg/kg, i.v.), metformin (200
mg/kg, 1.p.) ise 14. giinlerde verilmistir. Kaspaz-3 ve Bax diizeylerinde artislar ve
hipokampusta PSD95, Bcl-2, CREB ve pCREB protein ekspresyonlarinda azalmalar
da tespit edilmistir. Bununla birlikte, MTX'in bu olumsuz etkilerinin metformin ile
tedavi edilerek iyilestigi goriilmistiir. Metforminin noral kok hiicreleri, sinaptik
plastisiteyi, azalmig apoptotik aktiviteleri ve transkripsiyon faktorlerini artirma
potansiyeline sahip oldugunu ve MTX ile tedavi edilen sicanlarda hipokampal

norogenezin yukari regiilasyonuna neden olabilecegini gostermektedir (Nataya ve
ark., 2023).

Kok hiicre proliferasyonu, HBOT'u takiben cesitli metotlarla belgelenmistir ve son
yirmi yilda néronal hiicre proliferasyonu i¢in kanitlar ortaya ¢ikmistir (Milanova ve
ark., 2009; Thom ve ark., 2011; Yang ve ark., 2008). Hipoksik iskemik yenidogan
sicanlart icin HBOT, SVZ’de ve DG’de hem 5-bromo-2'-deoksiiiridin (BrdU) hem
de doublekortin'deki artigla 6l¢iilmiis, endojen noronal kok hiicrelerin nérogenezini
de tesvik etmistir. Buna gore, HBOT travmatik beyin hasar1 olan sicanlarda mekansal
O0grenme ve hafiza yeteneklerini gelistirmistir (Liu ve ark., 2013). Bu, hipokampal
noronal aktivitedeki bir artigla iligkili olarak bulunmustur. Bu sonuglar, DG’de nestin
ve BrdU'da bir artis oldugunu gostermis (Wei ve ark., 2015). Subventrikiiler bolgede
de (SVZ’de) Wnt-3 ve nestin yiikselmesi ile ortaya konmustur (Wang ve ark., 2007).
HBOT'un travmatik beyin hasarindan iyilesmeye mekanik katkisini incelemeyi
amaglayan bir ¢alismada, HBOT'un noéronal kok hiicre proliferasyonunu ve lezyon
alania gociin yani sira vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve reseptorii
VEGFR-2, Raf-1, Mitojenle aktive protein kinaz (MEK1/2) ve fosfo-hiicre disi
sinyal diizenlemeli kinaz (ERK), 1/2 protein seviyelerini arttirdigt bulunmustur
(Yang ve ark., 2008). Vaskiiler demans i¢in bir sigan modelinde, HBOT piriform
kortekste norogenezi uyarmis ve kan akisini iyilestirmistir (Zhang ve ark., 2010).
Ayrica kemik iligi kdk hiicrelerinin iskemik bir alana mobilizasyonunu, beyin ve
noronal iyilesmeyi tesvik edebilen, nérogenezi artirabilen trofik faktorlerin salinimini
arttirdigr gosterilmistir (Lee ve ark., 2013). Yetiskin DG’deki olgunlagsmamis
noronlarin, dogru sensiomotor korteksin emme ablasyon yaralanmasi yoluyla
cikarilldigi hayvanlara karst savunmasizligini azaltarak HBOT’ un koruyucu bir
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etkisini gostermektedir (Jeremic ve ark., 2023). Literatiirdeki bu bilgiler 1s181inda
caligmamizda folik asit yetersizligi araciligi ile subventrikiiler bolgedeki bozulan
norogeneze hiperbarik oksijen tedavisinin etkisi immiinohistokimyasal ydntemle
hiicresel diizeyde incelenmistir.Sonu¢ olarak metotreksat verilen grupta salin ve
hiperbarik oksijen verilen gruba gore tiim antikorlar i¢in immunohistokimyasal
boyama yogunlugunun azaldig1 goriilmiistiir. Buna kargin metotreksat ile olusturulan
hasar sonrasi hiperbarik oksijen uygulanan grubun da metotreksat ile hasar
olusturulan gruba goére immunohistokimyasal boyama yogunlugunun fazla oldugu
goriilirken yalnizca salin ve sadece hiperbarik oksijen gruplari ile kiyaslandiginda
boyama yogunluklarinin yakin oldugu goriilmiistiir. Yapilan bu ¢alisma hiperbarik
oksijen uygulamasinin metotreksat kullanimin1 gerektiren hastaliklarda olasi
norotoksik etkileri onleyici bir segenek olabilecegi One siirlilmiistiir. Ayrica ileride
olusabilecek bazi norodejeneratif hastaliklarin 6nlenebilmesi i¢in yeni bir alternatif

tedavi yonteminin Oniiniin a¢ilmasi hedeflenmektedir.
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