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SICAN BEYINLERINDE METOTREKSAT iLE OLUSTURULAN FOLIK
ASIT YETERSIZLiGi SONUCUNDA BOZULAN HiPOKAMPAL
NOROGENEZE HiPERBARIK OKSIJEN UYGULAMASININ ETKIiSi

Zeynep ISIK
Erciyes Universitesi

Norobilim Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Kasim 2023

Danisman: Prof. Dr. Feyzullah BEYAZ

OZET

Norogenez, embriyonik ve prenatal donemde beyinde noral kok hiicrelerden islevsel
noron olugmasini ifade eder. Yetiskin ndrogenezi hipokampusiin Dentat Girus’unda
ve Subventrikiiler zone’da gergeklesir. Hipokampus DG’a stirekli yeni ndronlarin
katilmas1 sonucu hafizadan sorumlu noéral ag siirekli degisir. Hafizadan sorumlu
noral agin dinamik yapisi nérogenez hizi ve hipokampusla iligkili davraniglardan
etkilenir. Folik asit, ndrogenezi ve programlanmis hiicre O6liimiinii diizenlemede
onemli rol oynar. Metotreksat (MTX), reversibl olarak dihidrofolat rediiktaz enzimini
inhibe ederek folik asidin tetrafolik aside doniisiimiinii engeller. MTX, hastalarin
bilisini olumsuz yonde etkileyen kanserleri tedavi etmek igin yaygin olarak
kullanilan kemoterapotik bir ilagtir.Hiperbarik oksijen tedavisi igin terapdtik etki
mekanizmalari, hem Oynin kismi basincinin hem de hidrostatik basinci n
yikkselmesine dayanir. Yapilan calismalarda hiperbarik oksijen tedavisinin
norogenezi arttirdifi ve buna bagli olarak merkezi sinir sistemi hasar1 sonrasi
fonksiyonel sonucu iyilestirebilecegi one siiriilmiistiir. Hiperbarik oksijen, hafizay:
gelistirebilen noroprotektif etkilere sahiptir. Bu ¢alismada, MTX kemoterapisinin
neden oldugu biligsel ve hipokampal nérogenez degisikliklerinde hiperbarik oksijen
tedavisinin etkisini inceledik. Bu calismada 28 adet Sprague Dawley erkek sican
(180-200 gr, 1 aylik) kullanildi. Siganlar rastgele ve esit olarak; Saline grubu, MTX
grubu, MTX+Hiperbarik oksijen grubu ve Hiperbarik oksijen grubu olarak 4 gruba
ayrildi. Calismanin 8. Ve 15. Giinlerinde intraperitional olarak 25 mg/kg MTX
verildi, MTX+Hiperbarik oksijen grubunda ila¢ uygulamasindan sonra 15 giin
Hiperbarik oksijen uygulandi. Hiperbarik oksijen tedavi grubunda ise 30 giin
boyunca Hiperbarik oksijen uygulandi. Hipokampal dentat girusun subgraniiler
bolgesindeki (SGZ) Ki67 (¢ogalan hiicreler), Nestin (hayatta kalma hiicreleri),
doublecortin (olgunlasmamis noéronlar, DCX) ve NeuN pozitif hiicrelerin miktar
belirlendi. SGZ'deki bilis azalmalarinin, ¢ogalan ve hayatta kalan hiicrelerin sayist ile
olgunlagsmamis noéronlarin birlikte tedavi gruplarinda iyilestigini bulduk; bu,
hiperbarik oksijen tedavisinin yetiskin siganlarda MTX tarafindan indiiklenen hafiza
ve hipokampal norojenez bozukluklarin1 6nleyebilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Norogenez, Hiperbarik Oksijen Tedavisi, Metotreksat, Folik
Asit, Hipokampal Eriskin Norogenez



THE EFFECT OF HYPERBARIC OXYGEN ADMINISTRATION ON
HIPPOCAMPAL NEUROGENESIS IMPAIRED BY METHOTREXATE-
INDUCED FOLIC ACID DEFICIENCY IN RAT BRAINS
Erciyes University
Department of Neuroscience, Master's Thesis, November 2023
Counselor: Prof. Dr. Feyzullah BEYAZ

ABSTRACT

Neurogenesis refers to the formation of functional neurons from neural stem cells in
the brain during the embryonic and prenatal period. Adult neurogenesis takes place
in the Dentate Gyrus of the hippocampus and the Subventricular zone. The neural
network responsible for memory is constantly changing as a result of the continuous
addition of new neurons to the hippocampus DG. The dynamic structure of the
neural network responsible for memory is influenced by the rate of neurogenesis and
hippocampus-related behaviors. Folic acid plays an important role in regulating
neurogenesis and programmed cell death. Methotrexate (MTX) reversibly inhibits
the conversion of folic acid to tetrafolic acid by inhibiting the enzyme dihydrofolate
reductase. MTX is a chemotherapeutic drug commonly used to treat cancers that
adversely affect patients' cognition. The therapeutic mechanisms of action for
hyperbaric oxygen therapy are based on an increase in both the partial pressure of O2
and hydrostatic pressure. Studies have suggested that hyperbaric oxygen therapy
increases neurogenesis and may therefore improve functional outcome after central
nervous system injury. Hyperbaric oxygen has neuroprotective effects that may
improve memory. In this study, we examined the effect of hyperbaric oxygen
treatment on MTX chemotherapy-induced changes in cognitive and hippocampal
neurogenesis. 28 male Sprague Dawley rats (180-200 g, 1 month old) were used in
this study. The rats were randomly and equally divided into 4 groups as Saline group,
MTX group, MTX+Hyperbaric oxygen group and Hyperbaric oxygen group. On the
8th and 15th days of the study, 25 mg/kg MTX was administered intraperitionally,
and in the MTX+Hyperbaric oxygen group, hyperbaric oxygen was administered for
15 days after drug administration. In the hyperbaric oxygen treatment group,
hyperbaric oxygen was applied for 30 days. The amount of Ki67 (proliferating cells),
Nestin (survival cells), doublecortin (immature neurons, DCX) and NeuN positive
cells were determined in the subgranular zone (SGZ) of the hippocampal dentate
gyrus. We found that cognition reductions in the SGZ, the number of proliferating
and surviving cells, and immature neurons were improved in the co-treatment
groups, suggesting that hyperbaric oxygen treatment may prevent MTX-induced
memory and hippocampal neurogenesis impairments in adult rats.

Keywords: Neurogenesis, Hyperbaric Oxygen Therapy, Methotrexate, Folic Acid,
Hippocampal Adult Neurogenesis
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AICAR

BDNF
BrduU
CREB
DCX
DG
DHF
DHFR
dTMP
dUMP
EGL
EHN
EkGH
ERK
GABA
GFAP
GHK
GK
HAT
HBO;
HBOT
HDAC
HIiF
IL

IP

IPSC
IT

KISALTMALAR ve SIMGELER

: 5-aminoimidazol 4-karboksamid riboniikleotid
: Beyin kaynakl1 norotrofik faktor
:5-bromo-2'-deoksiiiridin

: CAMP-yanit elemani-baglayici

: Mikrotiibiil iligkili protein

: Dentat Girus

: Dihidrofolat

: Dihidrofolat rediiktaz

: 2-deoksitimidin-5-monofosfat

: 2-deoksiiiridin-5-monofosfat

: D1s grantiler tabakasi

: Eriskin hipokampal norogenez

: Eriskin kokenli graniil hiicreler

: Fosfo-hiicre dis1 sinyal diizenlemeli kinaz
: Gamma-aminobiitrik asit

: Glial fibrilik asit protein

: Graniil hiicre katmani1

: Glomertiler katman

: Histon asetiltransferazlar

: Hiperbarik Oksijen

: Hiperbarik oksijen tedavisi

: Histon deasetilazlar

: Hipoksi ile indiiklenebilir faktorler
. Interldkin

: Intraperitoneal

: Indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin

: Iventratekal



KMP
LTP
MEK1/2
MSS
MTX
NeuN

NeuroD1
NKH
NPH
OB
PRMT1
PSS
RGA
RGL
RNS
ROS
SGZ
Sox 2
Svz
THF
TrKB
VEGF
VPA
VZ

: Kemik morfogenik proteinler

: Uzun siireli potansiyasyon

: Mitojenle aktive edilmis protein kinaz
: Merkezi sinir sistemi

: Metotreksat

: Noronal Cekirdek Belirteci

: Noronal farklilagsma 1

: Noral kok hiicreler

: Noral progenitor hiicreler

: Olfactor Bulbusa

: Protein arginin N-metiltransferaz 1
: Periferik sinir sistemi

: Rostral go¢ akimi

: Radial glia benzeri

: Reaktif nitrojen tiirleri

: Reaktif oksijen tiirleri

: Subgarniiler zone

: Cinsiyet belirleyici bolge Y-box 2
. Subventrikiiler zone

: Tetrahidrofolat

: Tropomiyozin reseptor kinaz B

: Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
: Kalproik asit

: Ventrikiiler zone
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1. GIRIS VE AMAC

Norogenez, embriyonik ve prenatal donemde beyinde noral kok hiicrelerden islevsel
noron olusmasini ifade eder. Bu silire¢ beyinde spesifik bolgelerde gergeklesir. Bu
bolgeler, hipokampiiste dentat girusun subgranuler bolgesi ve lateral ventrikiillerin
subventrikiiler bolgesidir (Kaptan ve Uziim, 2016). Subventrikiiler zone’de iiretilen
olgunlasmamis néronlar uzun mesafelere go¢ ederek olfactor bulbusta graniiler
noronlar ve periglomuler néronlara doniisiir. Bunun yani sira, subgranuler zone’daki
noral kok hiicre populasyonundan iiretilen yeni ndronlar, DG’un graniiler hiicre
katmanina go¢ eder ve dentat graniiler hiicre haline gelirler (Zhao ve ark., 2008).
Yapilan caligmalarda subventrikiiller zone’dan kaynaklanan nodronlarin diger
memelilerde olfactor bulbusa entegre oldugu, insanlarda ise bu ndronlarin
subventrikiiler zone’a bitisik striatuma entegre oldukari bildirilmistir (Kaptan ve

Uziim, 2016).

Metodolojideki ilerlemelerle birlikte, neredeyse tiim memelilerde yasam boyu
norogenez tanimlanmistir. (Yiicel ve ark., 2020). Yetiskin memeli beyninde
norogenezin gergeklestigine dair elde edilen sonuclar norobilim alaninda 6nemli bir
adimdi. Hipokampus 6grenme ve hafiza konusunda kritik bir role sahiptir, aym
zamanda yetiskin norogenezi hipokampuste gerceklesir. Bu sebeple noérogenezin
hipokampus fonksiyonundaki 6nemi dikkat c¢ekiyor. Hafizadan sorumlu sinir agi,
hipokampus DG’sine yeni ndronlar katildikga siirekli degigsmektedir. Bu yiizden
hipokampus ve DG dinamik bir yapilanmaya sahiptir. Hafizadan sorumlu sinir aginin
dinamik yapisi, ndrogenez hizindan ve hipokampiisle baglantili olan davranislardan

etkilenmektedir (Gongalves ve ark., 2016).

Yetiskin kokenli DG graniil néronlari, hipokampal devreye islevsel olarak entegre
olabilmesi i¢in gelisimsel sirasiyla bir dizi asamadan geg¢mesi gerekir. Noral kok

hiicre’de devam eden proliferasyon siirecinin nasil regiile edildigine dair farkli sinyal



mekanizmalart ve yerel sinaptik baglantilar1 saldigi norotransmitterler iizerine
calismalar yapilmistir. Bu calismalar sonucunda Noral kok hiicrelerin 6zellesme
asamasiTip-1’den Tip-2 hiicreye, Tip-2'den Tip-3 hiicreye ve en sonunda
olgunlagsmis graniil hiicrelerine donlisme basamaklarini i¢erdigini gostermistir (Song

ve ark., 2012).

Tip-1 progenitor hiicreleri liggene benzer bir somaya ve tek bir apikal hiicre
cikintisina sahiptir. Bu tek ¢ikinti molekiiler katmana ulastiginda birden ¢ok dala
ayrilir. Tip-1 hiicre asamasinda, hiicreye 6zgli birden ¢ok sinyallesme molekiilii
mevcuttur. Bu molekiillerden kemik morfogenik proteinler (KMP) kok hiicre
olgunlagsmasinin hizin1 diizenlemekle gorevlidir. Notch sinyali, Noral kok hiicrelerin
(NKH) proliferasyonunu pozitif yonde etkileyerek Tip-1 hiicrelerin sayisinin
artmasin1  saglar. Bu asama ilerledikce SGZ’nin kalsiyum-baglayic1 protein
(parvalbumin) ifade eden interndronlar1 gamma-aminobiitrik asit (GABA) salarak
SGZ Tip-1 progenitor hiicrelerinin GABAAR reseptorlerini aktive eder ve Tip-1
hiicrelerin ¢ogalmasini durdurur (Abbott ve Nigussie., 2020; Gongalves ve ark.,
2016). Bu hiicreler nestin, glial fibriler asidik protein (GFAP) ve Sry ile iligkili
yiiksek mobilite grubu (HMG) kutu transkripsiyon faktorii Sox2'yi eksprese eder.
Astrosit belirteci GFAP'yi eksprese etmelerine ragmen, bu hiicreler morfolojik ve

fonksiyonel olarak olgun astrositlerden farklidir (Zhao ve ark., 2006).

Tip-1 hiicrelerinin Tip-2 hiicrelere doniismesinin erken asamalarinda glia hiicre
fenotipe sahiptir. Bu nedenden dolayr Tip-2 hiicreler, Tip-2a ve Tip-2b hiicreler
olarak kategorize edilir. Tip-2b hiicreler daha fazla néral karakteristigine ait
ozellikler gosterir (Jin ve ark., 2016; Kempermann ve ark., 2015). Bu erken dénem
hiicrelerin plazma zarlarinda GABA reseptorleri olmasina ragmen GABAerjik
sinaptik girdilere karsilik herhangi bir sinaptik yanit tiretemezler (Jin ve ark., 2016).
Bu baglamda GABAerjik sinyallerin hiicrelerin aktivitesini inhibe etmek i¢in degil,
Tip-2 hiicrelerin ndérona dogru farklilasma yoluna girdigi diistiniilebilir (Dieni ve
ark., 2013). Tip 2 hipokampal progenitorler sadece kisa siireglere sahiptir ve
GFAP'yi eksprese etmezler (Aydin, 2021). Tip 2 hiicreler tip 1 hiicrelerden
kaynaklanabilir, ancak bu soy iliskisini tanimlayan dogrudan kanitlar hala eksiktir.
Yapilan bir ¢aligsma, tip 2 Sox2-pozitif hiicrelerin kendi kendini yenileyebildigini ve

tek bir Sox2-pozitif hiicrenin bir néron ve bir astrosite yol acabilecegini ve
2



hipokampal noral progenitdrlerin kok hiicre O6zelliklerinin ilk in vivo kanitini

sagladigimi gostermistir (Zhao ve ark., 2006).

Bu erken hiicrenin hayatta kalma asamasi kemirgenlerde yaklasik 2 hafta siirer (Jin
ve ark., 2016). Tip-2b hiicreleri noroblast ya da tip-3 hiicreye doniisme yolunda
farklilasmaya devam eder. Bu hiicreler farklilagma asamalarinda morfolojik,
elektrofizyolojik ve gen ifadesini iceren degisiklikler sayesinde DG hiicreleri ile
iliskilendirilen karakteristik Ozellikler kazanirlar (Llorens ve ark., 2015). Tip-3
hiicreler SGZ'ye teget bir sekilde uzanan yoniinii daha dik bir konuma getirir. Bu
sayede somanin tepesindeki dendritler dentat molekiiler katmanina dogru yonelebilir.
Aksonlar ise somanin altindan dentat hilusa ve sonunda CA3 primidal hiicre

katmanina uzanir (Danzer ve ark., 2008).

Diyet folik asit, sinir sisteminin normal gelisimi i¢in gereklidir. Folik asit ndérogenezi
ve programlanmis hiicre 6liimiinii diizenlemede 6nemli roller oynar. Ornegin, folat
eksikligi olan maternal diyetler, fetal farelerin 6n beyninin telensefalik kisminda
ndrogenezin azalmasina ve apoptozun artmasina neden olur (Zhang ve ark., 2013).
Yapilan aragtirmalar, yeterli miktarda tiiketilen folik asit ile hafiza gelisimi arasinda
iligki bulunmustur. Kanlarinda diisiik folat seviyesine rastlanan insanlar ve farelerde,
biligsel islevlerde azalma gozlenmistir. Yiiksek dozda folik asit, yaglanmanin biligsel
gerilemesini yavaslatmaya yardimci olabilir. Folik asit, embriyonik ndral tiip
eksplantlarinda noroepitel hiicre biiyiimesini arttirdigindan, fetal veya yenidogan
sican beyinlerinden Kkiiltiirlenen noroprogenitér hiicreler, folik aside artan
proliferasyonla yanit verdiginden, cogalan noral progenitér hiicre'lerden yeni
hipokampal noronlarin olusumu bu roliin altinda yatiyor olabilir. Folik asit, yetiskin
farelerin hipokampiisiindeki néroprogenitor hiicrelerin ¢ogalmasini inhibe ettiginden,
yetiskinlerde néroprogenitor hiicre proliferasyonu i¢in onemlidir (Zhang ve ark.,

2013).

Metotreksat (MTX), dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe ederek folik asidin
tetrafolik aside doniislimiinii geri donilisiimlii olarak engeller. Tetrafolat enziminin
inhibisyonu DNA, RNA ve ATP sentezi icin ihtiya¢ duyulan piirin bazlarinin
(adenin-guanin) sentezinin sonlanmasina neden olur ve protein sentezini baskilar.

Boylelikle DNA sentezi ve hiicre yenilenmesi i¢in zorunlu olan deoksiiiridilatin
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timidilata doniistimii kisitlanir. MTX S evresi hiicrelerde ¢ok daha etkindir. MTX 5-
aminoimidazole4-carboxamide riboniikleotide transformilaz gibi folat bagimli diger
enzimleri de inhibe ederek, adenozin birikimi ile lenfosit proliferasyonu, interlokin
(IL) IL-1, interferon-y ve tiimor nekrozu faktorii-a gibi enflamatuvar sitokinlerin
salinimini, polimorfoniikleer hiicrelerden serbest radikal olusumu, bu hiicrelerin
adezyonunu ve noétrofil kemotaksisini baskilayarak anti-enflamatuvar etki olusturur
(Sentiirk, 2016). Onceki calismalar, MTX'1n yeni bellek olusumunun bozulmasina,
konsantrasyon kaybma ve genel kafa karigikligina yol agan bellek aciklarim
indiikledigini  bildirmistir. Bu semptomlar, hipokampal DG’un SGZ’sindeki
norogenezdeki azalma ile iligkilidir. MTX , folat metabolizmasinda dihidrofolat
rediiktaz, Aminoimidazol karboksamid riboniikleotid transferaz ve Timidin sentaz
gibi enzimlerin inhibitorii olarak islev goriir. Bu enzimlerin asagi regiilasyonu,
hipokampusta hiicre proliferasyonu, hayatta kalma ve farklilagma dahil olmak iizere
norogenezi bozan piirin ve pirimidin sentezi lizerinde olumsuz etkilere sahiptir. EK
olarak, MTX, yukarida bahsedilenler gibi gesitli hipokampal nérogenez tiplerini
engelleyen oksidatif stres ve DNA hasarini indiikler. MTX, hipokampal nérogenez
ile ilgili anormallikleri indiiklediginden, hipokampusa bagl hafiza iizerinde olumsuz

bir etkisi vardir (Sirichoat ve ark., 2019).

Hiperbarik oksijen tedavisi (HBOT) igin terapdtik etki mekanizmalari, hem O'nin
kismi basincinin hem de hidrostatik basincin yiikselmesine dayanir. Eriskinlerde
merkezi sinir sistemi yaralanmasi ile baslayan norogenez, otolog bir onarim
mekanizmas1 sunar. Bir calismada hiperbarik oksijen tedavisinin norogenezi
arttirdig1 ve buna bagli olarak merkezi sinir sistemi hasar1 sonrasi fonksiyonel sonucu
iyilestirebilecegi One siiriilmiistiir, hipoksi ile indiiklenebilir faktorler (HIF'ler) ve
cAMP yanit eleman1 baglama dahil olmak iizere hiicresel transkripsiyon faktorleri
tizerinde Hiperbarik oksijen tedavisi'nin varsayimsal mekanizmasi gosterilmistir.
Cesitli dokulardaki yliksek O2 kismi basinglari, hiperoksi nedeniyle reaktif O2
tiirlerinin (ROS) ve ayrica reaktif azot tiirlerinin (RNS) iiretimini arttirir (Mu ve ark.,
2011). Cogu kontrollii calisma, Hiperbarik oksijen'den (HBO;) klinik etkinligin,
hiicre i¢i transdiiksiyon kaskadlarinin modiilasyonundan kaynaklandigini, biiyiime
faktorlerinin sentezine yol agtigini ve yara iyilesmesini tesvik ettigini ve iskemik
sonrast ve post-inflamatuar yaralanmalar1 1iyilestirdigini dogrulamistir. Yakin
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zamanda yapilan bir ¢aligmada, hipoksik iskemik yenidogan si¢anlar i¢in Hiperbarik
oksijen tedavisi, SVZ’de ve hipokampal DG’ta endojen noronal kok hiicrelerin
norogenezini tesvik ederek hem 5-bromo-2’-deoksiiiridin - (BrdU) hem de
doublecortin'deki bir artigla 6l¢iildii. Bu sonuca gore hiperbarik oksijen tedavisi
o0grenme ve hafizada gelisim sagladi, bu sonu¢ hipokampal ndrogenezin gelisimiyle
ilgilidir. Bu sonuglar, hipokampal DG bélgesinde nestin ve BrdU'daki bir artig ve
SVZ'de Wnt-3 ve nestinin yiikselmesi ile ortaya kondugu gibi, hiperbarik oksijen
tedavisi’nin noronal hiicre proliferasyonunu indiikledigi baska bir ¢alisma ile daha da
desteklenmistir. Hiperbarik oksijen tedavisinin Tramvatik kafadan iyilesmeye
mekanik katkisin1 incelemeyi amaglayan bir c¢alismada, Hiperbarik oksijen
tedavisinin ndronal kok hiicre proliferasyonunu ve lezyon bolgesine gocii, ayrica
vaskiiler endotelyal biiyiime faktérii (VEGF) ve reseptoric VEGFR-2, Raf-1,
Mitojenle aktive edilmis protein kinaz (MEKI1/2) ve fosfo-hiicre dis1 sinyal
diizenlemeli kinaz (ERK) 1/2 protein seviyelerini arttirdigi bulunmustur. Buna gore,
Hiperbarik oksijen tedavisi'nin VEGF/ERK sinyallemesi yoluyla noronal kok hiicre
proliferasyonunu ve muhtemelen anjiyogenezi destekledigi 6ne siiriilmiistiir. Dahast,
Vaskiiler disfonksiyon i¢in bir sican modelinde, Hiperbarik oksijen tedavisi ayrica
piriform kortekste ndrogenezi uyard: ve kan akisini iyilestirdi. Hiperbarik oksijen
tedavisi'nin ayrica kemik iligi kok hiicrelerinin iskemik bir alana mobilizasyonunu ve
beyin ve noronal iyilesmeyi tesvik edebilecek ve nodrojenezi artirabilecek trofik
faktorlerin  salimmim  arttirdign  gdsterilmistir. Ilging bir sekilde, akut karbon
monoksit zehirlenmesinden sonra gecikmis ensefalopatisi olan hastalarda, Hiperbarik
oksijen tedavi, periferik kanda dolasan kok hiicreleri harekete gecirdi ve bu da

gelismis bilis ile iliskili bulunmustur (Gottfried ve ark., 2021).

Yukaridaki verilerden yola ¢ikarak bu calismada siganlarda MTX’1 kullanarak folik
asidin tetrafolik aside doniistimiinii engellenilecek. MTX ile olusturulan folik asit
eksikligi modelinde, hiicre proliferasyonu, hayatta kalma ve hipokampal
norogenezde yer alan olgunlasmamis noronlarla iliskili bilis tizerindeki
dezavantajlarinin ve ayrica hiperbarik oksijen tedavisinin noroprotektif etkilerinin

arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hipokampus

Hipokampus 6grenme, hafiza ve bilis igin kritik oneme sahiptir (Zeidman ve
Maguire, 2016). Temporal lobun medial kisminda bulunan hipokampus, lateral
ventrikiiliin temporal hornu ile yakin bulunmaktadir. Hipokampus hafiza, yon bulma,
konumlanma ve duygulanimda oOnemli bir gorev istlenir. Lateral ventrikiiliin
temporal hornu boyunca uzanan gri bir cevher tabakasidir ve 5-8 cm uzunlugundadir.
Hipokampiisteki noral plastisite yasam boyunca siirer. Hipokampus, singulat girus,
hipotalamus ve amigdala birlikte “Limbik sistem”i meydana getirir (izci ve Erbas,

2015).
2.1.1. Hipokampal Yapi ve Devre

Ogrenme ve hafizada gorev alan hipokampal sistemi meydana getiren subiculum ve
entorhinal korteks ile beraber DG ve Cornu ammonis CA alanlar1 gibi morfolojik
olarak bir ¢cok farkli alandan olusan at nali seklinde bir yapidir. Hipokampiiste bilgiyi
1slemek i¢in monosinaptik ve trisinaptik devre olmak {izere iki devre vardir (Yilmaz,

2023).

Entorhinal korteksin ana ¢ikti noktast hipokampal formasyon ve birincil
monosinaptik hedefi DG’dir. Monosinaptik devrede, entorhinal korteksten alinan
bilgiler DG’den gegmeden dogrudan CA1 veya CA3 bolgelerine uzanir. Entorhinal
korteksin {iist katmaninda bulunan néronlar trisinaptik devrenin baslangic adimini
olusturur. Trisinaptik devre, sirasiyla perforan yolak, yosunsu lifler ve Schaffer
kollateral liflerinden olusmaktadir. Perforan yolagi olusturan entorhinal korteks

tabaka II noronlari, DG graniiler hiicreleri ile CA3 piramidal hiicrelerinin distal



dentritlerine sinaps kurar. Medial entorhinal néronlar, medial perforan yolagi; IEK

noronlari ise lateral perforan yolagi olusturur (Amaral ve Lavenex, 2006).

Perforan yolun iki bileseni olup, medial bilesen NMDAR’1n aracilik ettigi uzamsal
bilgi islemeden sorumluyken, lateral bilesen opioid reseptorlerinin aracilik ettigi
uzamsal olmayan gorsel nesne bilgisini isler. Sonunda hem trisinaptik hem de
monosinaptik devreler, bilginin nihayet uzun siireli bellek temsilleri olarak birlestigi
cesitli kortikal alanlara dogrudan veya entorhinal korteksin V. katmani yoluyla ortak
bir hipokampal ¢ikt1 yapisi (CA1) tizerinde birlesir.

DG’deki uyaricit ve inhibitor interndronlar da devreye katkida bulunur. Graniil
hiicreleri, hilusta bulunan uyarici interndronlar ve 6zellikle yetiskin hipokampiisiinde
bulunan inhibitor interndronlar tarafindan birbirine baglanir, tekrarlayan inhibisyon
saglamak i¢in GABA salgilar ve bdylece norogenezin diizenlenmesinde rol oynar

(Y1lmaz, 2023).

DG’un birgok girdi yolu bulunmasina ragmen, aksonlar1 (yosunlu lifler olarak bilinir)
sadece CA3 piramidal hiicrelerine uzanir. Graniil hiicrelerinden alinan girdilere
ilaveten, CA3 piramidal hiicreleri de perforan yol araciligiyla entorinal korteksten
direkt girdi almaktadir Ayrica CA3 hiicrelerinin kendi iglerinden de tekrarlayan
girdileri vardir. Piramidal hiicrelerin aksonlar1 schaffer kollaterallerini olusturarak

CA1 bolgesine uzanir (Yilmaz, 2023).
2.1.2. Ogrenme ve Hafizada Hipokampusun Rolii

Hipokampus, epizodik bellek ve uzamsal bellek olusumunda ¢ok etkili bir olusumdur
(Kaptan ve Uziim, 2016). Su anki bilgilerimize dayanarak, dgrenme ve hafiza
olusumundaki hiicresel ve molekiiler mekanizmalar hipokampiisteki uzun siireli
potansiyasyon (LTP) ile agiklanabilmektedir. LTP, presinaptik bir néron veya noral
yolaktaki noral aktivite sikligindaki artisa bagli gelisen sinaptik baglantilarin giicli ve
sayisindaki kalici artis1 belirtir. Bununla birlikte, giderek yayginlasan calismalar,
ogrenme islemi sirasinda LTP'nin sadece sinaptik baglantilar1 giliglendirmekle
kalmayip ayn1 zamanda hipokampiiste yeni ndronlarin olusumunu da destekledigini
ortaya koymustur (Bruel-Jungerman ve ark., 2006). LTP'nin geng noronlarda olgun

noronlara gore hem daha kolay indiiklenmesi hem de daha yiiksek genlige sahip



olmas1 sebebiyle yeni iiretilen ndronlarin hipokampiiste sinaptik plastisiteyi artirdigi

da rapor edilmistir (Schmidt-Hieber ve ark., 2004).

Hafizadan sorumlu sinir agi, hipokampus DG'ye devamli eklenen yeni néronlarin bir
sonucu olarak devamli olarak degismektedir. Bu sebeple hipokampus ve DG dinamik
bir yapidadir. Hafizadan da sorumlu olan néral agin dinamik yapisi, norogenez
hizindan ve hipokampiisle ilgili hareketlerden etkilenir. Ornek olarak, &grenme,
egzersiz ve cevresel zenginlestirme ndrogenezi artirarak hafizayr gii¢lendirir. Ote
yandan, stres, yaslanma ve hafiza iizerinde olumsuz etkileri olan bir¢cok hastalik

norogenezi azaltir (Aimoneve ark., 2010)
2.2. Noral Progenitor Hiicre

"Kok hiicreler", ayn1 ozelliklere ve potansiyele sahip ilave kok hiicreler iireten
kendini yenileyen boliinmeler ve birden fazla hiicre tipine farklilagan yavru hiicreler
tireten boliinmeler gecirme kapasitesine sahiptir. Kok hiicreler, bir organizma
icindeki tiim hiicre tiplerine yol acan "pluripotent Oncii hiicreler" veya hiicre
tiplerinin bir alt kiimesine farklilagsma kapasitesine sahip "multipotent 6ncii hiicreler"
olabilmektedir. Embriyonik katmanlar ve merkezi sinir sistemi (MSS) dokusu gibi
spesifik dokular, progenitor hiicrelerin hiicresel bdliinmelerinden gelismektedir

(Martinez-Cerdeil ve Nocter, 2018).

Noral progenitor hiicreler (NPH'ler)" MSS'min progenitér hiicreleridir ve MSS'yi
dolduran glial ve noronal hiicre tiplerinin hepsini olmasada ¢ogunu meydana getirir.
NPH'ler, bagisiklik sistemi hiicreleri gibi MSS'de de bulunan néral olmayan hiicreleri
tretmez. NPH'ler gelismekte olan embriyolarin MSS'sinde bulunur, ancak yenidogan
ve olgun yetiskin beyninde de bulunur ve bu yiizden kesinlikle embriyonik kok
hiicreler olarak kabul edilmezler. "Embriyonik NPH'ler" sonugta serebral kortekste
oldugu gibi "yetiskin NPH'lere" yol agabilir (Merkle ve ark., 2004). NPH'ler
beyindeki konumlarina, morfolojilerine, gen ekspresyon profillerine, zamansal
dagilimlarina ve islevlerine gore tanimlanirlar. Yaygin olarak, embriyonik NPH'ler
yetiskin beynindeki NPH'lerden daha fazla potansiyele sahiplerdir. NPH'ler
embriyonik kok hiicrelerin veya "indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerin (iPSC)"

farklilagtirilmasiyla in vitro olarak tiretilebilir (Martinez-Cerden ve Nocter, 2018).



2.2.1. Yetigkin Noral Progenitor Hiicreleri

NPH'nin yetiskin memeli beyninde tanimlanmis iki nis i¢inde yer aldig
bilinmektedir: DG’nin "Subganiiler zone (SGZ)" ve olgun serebral korteksin lateral
ventrikiillerini ¢evreleyen "yetiskin Subventrikiiler zone". Yetigskin hayvanlarin
MSS'sinde ndron iiretilebilmesi fikri, 1960'larda dogum sonrasi kemirgen beyninde
noron tretildigine iliskin raporlarla ortaya ¢ikmistir. Smart, 3 giinlik ve yetiskin
farelere timidin-H3 enjekte etmis ve yenidogan farelerde subependimal tabakanin
yakininda yeni dogmus noéronlar bulmustur. Smart ayn1 zamanda yetigskin beyninde
noron iretimine dair bulgular rapor etmis ancak serebral kortekste hayatta kalan
noronlara rastlamamis ve yetiskinde yeni dogan ndronlarin dejenere oldugu kanisina
varmigtir (Smart, 1961). Dogum sonrast norogenez, beyincigin dis graniiler
tabakasinda (EGL) da meydana gelir. Bu proliferatif bolgelerdeki onciil hiicreler,
prenatal beyindeki onciil hiicrelerden tiiretilir. Sidman ve meslektaslar1 serebellar
EGL'nin embriyonik serebellar VZ/SVZ'den kaynaklandigin1 ve postnatal gelisim
sirasinda ndronlar trettigini gostermistir (Miale ve Sidman, 1961; Sidman ve Rakic,
1973). Benzer sekilde, dentat SGZ'deki NPH embriyonik VZ'den koken alir. Bu
bilgiler, yetiskin ndral progenitor hiicrelerin, en azindan kismen, yetiskin proliferatif
bolgeleri olusturan embriyonik oncii hiicrelerden tiiredigine dair kanitlar sunmaktadir

(Martinez-Cerdeil ve Nocter, 2018).
2.3. Norogenez

Kisa bir siire dncesine kadar sinir sisteminin, 6zellikle de beynin gelisiminin belirli
bir siirede tamamlanip, sonrasinda kendini yenileyebilme o6zelliginin kayboldugu
savunulmaktaydi. (Lepousez ve Lledo, 2011). Norogenez, NKH ve progenitor
hiicrelerden noronlarin {iretildigi siire¢ olarak tanimlanmaktadir (Ming ve Song,
2005). Uzun bir siire nérogenezin dogum 6ncesi donemle kisitli oldugu diisiiniilmiis.
Yetigkinlerde norogenez ve nororejenerasyon olmadigr i¢in yeni sinir hiicresi
tretiminin olmadig1 ve beyinde Olen hiicrelerin yerine yeni hiicrelerin gelmedigi
disiiniilmistlir (Akins ve Garcia, 2016). 1962'de Altman ilk kez nérogenezin
yetiskin sican beyninde hipokampiisin DG'sinde basladigin1 ortaya koymustur
(Altman, 1962). Eriskin hipokampal nérogeneze ait ilk raporlar uzun yillar boyunca

bilim camiasi tarfindan reddedilmistir. Bu arastirmada sonuglar, yetiskin si¢an
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SGZ’sine 3H-timidin'in spesifik olarak dahil edildigini gosterdi. Boylece
yetiskinlerde bu sekilde dogan, ¢ogalan hiicrelerin varligini agikca ortaya ¢ikardilar.
O gilinden bu yana bu noronlarin nasil ve nerede olusturulduguna dair genis miktarda
veri {lretildi. Bugiine kadar, insanlar da dahil olmak {izere bir¢ok tiirde dogum
sonras1 yeni noronlarin gelistigi rapor edilmistir. EHN hipokampusun &grenme,
hafiza ve ruh hali diizenlemesine dahil olmasi nedeniyle oldukca ilgi ¢ekmistir ve
buraya yeni noronlarin eklenmesi tiim noron devresini yeniden diizenleyebilir
(Moreno-Jiménez ve ark., 2020). Eriskin ndrogenezi embriyonik gelisimin bir
devami olsa da, benzersiz ve dinamik ndrojenik nis ile ¢evrelenmis islevsel olarak
olgun bir mikro ortamda meydana gelir (Ming and Song, 2011). Memelilerde

yetiskin nérogenezi, NKH'nin bulundugu farkli bolgelerle sinirlidir.

Beyinde, yapisal noéron olusumunun gozlendigi iki ana bdlge vardir: bu bolgeler
hipokampusta DG’un SGZ’si ve lateral ventrikiillerin SVZ’sidir (Kaptan ve Uziim,
2016). SVZ'de iiretilen olgunlasmamis ndronlar uzun mesafelere go¢ eder ve olfactor
bulbusda cesitli yerel interndron tiirlerine doniisiirler. Bunun aksine, SGZ'deki ndral
progenitdr hiicre popiilasyonundan {iretilen yeni noéronlar, komsu DG'nin graniiler
tabakasinin noronlart olan uyarici graniiler hiicrelere yol agar (Zhao ve ark., 2008).
Norogenez sirasinda, yeni olusan hiicrelerin beynin SVZ’sinden olfactor bulba (OB)

gbc ettigi goriilmiis ve bu yol rostral go¢ akimi (RGA) seklinde adlandirilmistir.
2.3.1. Norogenezin Diizenlenmesi

Cesitli sart, faktor ve genetik manipulason yetiskin norogenezini etkileyebilir. Fakat
bunlar, NKH’leri i¢gsel olarak m1 yoksa hipokampal nis araciligiyla mi etkiledigi tam
olarak bilinmemektedir. Farkli genetik sapmalarin yaninda ilaglar, stres ve
enflamasyon gibi digsal faktorler de ndrogenezin azalmasina etki edebilmektedir
(Goncalves ve ark., 2016; Morris ve ark., 2010; Snyder ve ark., 2011). Major
depresyon, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, iskemik inme ve c¢esitli
norolojik ve psikiyatrik bozukluklara sahip hayvan modellerinde ve kismen de
insanlardan alinan dokularda degismis nérogenez gozlenmistir (Toda ve ark., 2019).
Farmakolojik miidahaleler yoluyla hipokampal ndrogenez seviyelerini eski haline
veyahut normal diizeye getirebilmek, norodejeneratif hastaliklar veya belirli hastalik

modellerinde semptomlarin baslamasin1 onlemek veya iyilestirmek i¢in yeterli
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olabilir. Bu yilizden, norogenezdeki degisiklikleri hedeflemek, yeni terapotik
yaklasimlar igin potansiyel olarak umut vaat edebilir (Cho ve ark., 2015; Li ve ark.,
2016; Toda ve ark., 2019). Arastirmacilarin elde ettigi farkl tiirler arasindaki saglam
kanitlar, ilerleyen yasla birlikte ndrogenezde dramatik bir azalma oldugunu
gostermektedir. NKH proliferasyonu, noéronal farklilasma veya hiicre sagkalimi
diizeyinde olsun, ndrogenezdeki degisiklikleri gozlemleyen caligmalar, yetiskin
norogenezinin birden fazla diizeyde diizenlendigini ve aktivasyon ile durgunluk ve
farklilasma ile sagkalim arasindaki dengenin herhangi bir sekilde bozulmasinin.
sonug iizerinde zararli etkileri olabilecegini diisiindiirmektedir (Denoth-Lippuner ve

Jessberger, 2021).

{
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Sekil 2.1. Yetiskin dentat girusundaki yeni dogan ndron seviyelerinin artmasi veya
azalmasi ile iligkili oldugu gosterilen hipokampal norogenezin temel diizenleyicileri
gosterilmigtir. Sistemik diizenleyiciler, yetiskin dentat girustaki norojenik siireci,
durgun noral kok hiicreleri aktive etmekten, radyal glia benzeri hiicrelerin ve radyal
olmayan glia benzeri progenitor hiicrelerin ¢cogalmasini artirmaya veya bozmaya,
yeni dogan graniil hiicrelerinin hayatta kalmasii ve entegrasyonunu degistirmeye
kadar her adimda etkileyebilir (Denoth-Lippuner ve Jessberger, 2021).

2.4. Yetiskin Beynindeki Norojenik Nisler
2.4.1. Subventrikiiler Norojenik Nis

Lateral ventrikiillerin SVZ'si, NKH’lerin yasam boyunca aktive edildigi ve yeni
noronlarin olusumuna katkida bulundugu belirlenmis iki bolgeden biridir. Yeni
noronlar kok hiicrelerin olgunlagsmamis noronlara proliferasyonu, soy sec¢imi, goc,

hayatta kalma, entegrasyon ve islevsel olgunlasma gibi farkli bircok agsamadan geger
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ve bu agamalar birbiriyle baglantilidir (Ceanga ve ark., 2021). Radyal-glial benzeri
morfolojiye sahip olan yerlesik noral kok hiicre olan B tipi hiicreleri dinlenme
durumundadir ve SVZ’deki kan damarlariyla birlikte vaskiiler ug¢larin olusumunu
gosterir.  Ayrica NKH'ler ependimal katman boyunca wuzanan ve lateral
ventrikiillerdeki beyin omurilik sivisi ile temas eden bir apikal uca da sahiptir (Ahn
ve Joyner, 2005; Menn ve ark., 2006). Memeli beyninde yetiskinlik boyunca
meydana gelen SVZ'deki ndrogenezin, bu bolgedeki koku alma devresinin
gelisiminde 6nemli bir gorev aldigi bilinmektedir. Bu ndrojenik nisi olusturan temel
NKH’ler tip Bl olarak bilinir. Tip Bl hiicreleri astrositlere benzerler ve olfactor

bulbus’u olusturan noronlara farklilagirlar (Jurkowski ve ark., 2020).

Tip B1 hiicreleri, glial fibriler asidik proteini, glutamat aspartat tasiyicisini ve beyin
lipit baglayict proteinini eksprese eder. SVZ’deki néron farklilagmasi {i¢ asamaya
ayrilir. Bunlardan birincisinde Bl tipi hiicreler aktive edildiginde ya Nestin'i
eksprese eder ve kendini yenilemek icin asimetrik olarak boliiniirler ya da achaete-
scute homolog 1 ve distalsiz homeobox 2 eksprese eden C hiicrelerine yol agarlar.
Ikinci olarak bu C tipi hiicreler simetrik olarak iki veya ii¢ kez bdliiniirler. Bu
boliinmenin ardindan SVZ’deki néron farklilagsmasinin son asamasini temsil eden A
tipi hiicrelere farklilagir. Son olarak bu A tipi hiicreler (néroblastlar) daha sonra bir
veya iki kez boliiniir ve RGA boyunca OB'ye dogru go¢ eder (Leal-Galicia ve ark.,
2021). Gog esnasinda 30-40 hiicrelik zincir grup olusturular ve hemen hemen 5 giin
sonunda noroblastlar OB’ye ulasirlar ve RGA'deki zincirden ayrilir ve graniil hiicre
katmanina (GHK) veya glomeriiler katmana (GK) ulagmak i¢in son konumlarina go¢
etmeye baglar. Astrositlerden bagimsiz olarak ¢alisan OB'deki go¢ radyal go¢ olarak
sniflandirilabilir. RGA boyunca noroblastlarin  gogii  tegetsel go¢ olarak
smiflandirilabilir (Ceanga ve ark., 2021).

Yetigkin norogenizindeki onemli noktalardan bir digeride yeni dogan hiicrelerin
hayatta kalma fonksiyonlarim1 diizenlenmesidir. Yeterli sayida OB ndronunun
bulunmasint saglamak amaciyla yeni olusan bazi hiicrelerin ortadan kaldirilmasi
gerekir bu araci roliiyle hiicre programlanmis hiicre 6liimiinii gerceklestirir ve bu
RGA boyunca gogiin diizenli siirdiiriilmesi igin kritik 6neme sahiptir (Kim ve ark.,
2007). Sag kalan noroblastlar OB internéronlarinin alt tiirlerinden birine farklilagir.

OB belirli bir diizen i¢inde olusmustur. Mesela, tiiy hiicreleri koku epitelinde yer alir
12



ve aksonlarint OB'nin ilk gecis bolgesi olan glomeriillere (GL) gonderir. Her bir tiy
hiicresi, bir glomerulus ile temsil edilen belirli bir koku reseptdriine sahiptir.
Glomertiller, ¢gogu noérotransmitter gama-amino-biitirik asit (GABA) veya dopamin
kullanan periglomeriiler internéronlarla ¢evrelenmistir (Lledo ve ark., 2005;
Wachowiak ve Shipley, 2006). Tiiy hiicrelerinden alinan bilgiler glomeriillerde,
hiicre somatalar1 mitral/tufted hiicre katmaninda bulunan mitral ve tufted hiicrelere
tagiir. Her iki hiicre tipi de OB'nin ana ndronlaridir ve hiicre somatalart GCL'de yer
alan GCl'ler ile birbirlerine baglanirlar. Yetiskin beyninde olusan yeni noronlarin son
adimi, var olan noronal aga sinaptik entegrasyondur. Entegrasyonun diizenlenmesi ve
bdylece OB'de yeni olusan ndronlarin hayatta kalmasi Oncelikle tiiy hiicreleri

araciligiyla duyusal sinyaller yoluyla diizenlenir (Corotto ve ark., 1994).
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Sekil 2.2. Yetigkin fare beynindeki norojenik nisler. (A) Yetiskin beynindeki
norojenik nigler, hipokampal DG’un SVZ’sini ve SGZ’sini igerir. SVZ'den
olgunlagmamis noéronlar rostral go¢ akimi (RMS) boyunca koku ampuliine (OB)
dogru gog eder (B) SVZ nodrojenik nisinin organizasyonu. Noral kok hiicreler (Tip B)
hem ependimal hiicreler (EC) araciligiyla beyin omurilik sivisiyla (BOS) hem de
humoral diizenleme mekanizmas1 olarak kan damarlariyla baglanti kurar.
Olgunlasmamis néronlar, astrositleri kilavuz olarak kullanarak RMS boyunca gog
eder. (C) SVZ'de norogenez sirasindaki gelisim adimlari: SVZ'deki sakin astrositik
kok hiicreler (Tip B) aktive olur ve gecici ¢ogalan hiicrelerden (Tip C) olusan bir
havuz araciligiyla noroblastlara (Tip A) yol acar. Noroblastlar graniil hiicrelerine ve
periglomeriiler hiicrelere yol agabilir. (D) DG’ta yetiskin norogenezi: SGZ noérojenik
nisinin hipokampus i¢indeki lokalizasyonu. (E) DG’taki yetiskin ndrogenezi,
astrositik Ozelliklere sahip sakin noéral kok hiicre (hNKH) popiilasyonundan
kaynaklanir Aktive noral kok hiicreler (aNKH), mitoz sonras1 yaklasik 8 hafta i¢inde
olgun graniil hiicreleri haline gelmeden Once soy se¢imi, go¢, morfolojik ve
fonksiyonel olgunlasmanin yan1 sira ag entegrasyonuna ugrayan, ¢ogalan noral dncti
hiicrelerden (NPH'ler) olusan bir havuza yol agar. Yetigskin dogan graniil hiicrelerinin
hayatta kalmasi erken (mitoz sonrasi 24-48 saat) ve ge¢ fazda (mitoz sonrasi1 12-16
giin) cogunlukla apoptoz yoluyla diizenlenir (Ceanga ve ark., 2021).
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2.4.2. Hipokampal Norojenik Nis

Yetiskin beynindeki ikinci biiyiikk norojenik nis, erigkin kokenli graniil hiicrelerin
(ekGH'ler) iiretildigi, olgunlastigi ve mevcut aga entegre edildigi hipokampal DG’un
SGZ'sidir (Van Praag ve ark., 2002). Yerel NKH’ler, astrositik molekiiler 6zellikleri
ve embriyonal noral progenitorlere benzeyen radial glia benzeri (RGL) morfolojileri
ile kendini yenileme potansiyeline sahip olarak tanimlanir (Bonaguidi ve ark., 2011;
Bottes ve ark., 2021). ekGH'ler yetiskin hipokampal nérogenezi sirasinda bes gelisim
asamasindan gecer. Bu asamalar su sekildedir; ilk olarak radyal glia benzeri
hiicrelerle baslayan ve gelisim yoluyla progenitor hiicrelere, noroblast hiicrelere,
olgunlasmamis ndronlara ve son olarak graniiler hiicreler olarak olgun noronlara

kadar devam eden bes ana gelisim asamasini igerir (Ceanga ve ark., 2021).

NKH’ler ¢ogunlukla hareketsiz olarak bulunurlar ve aktivasyon sonucunda, RGL
olmayan progenitor hiicrelerini (tip 2 hiicreleri) ¢ogaltarak populasyon olusturmak
icin asimetrik olarak bdliinebilir. Tip 2 hiicreler ise, protein ekspresyonuna bagl
olarak tip 2a ve tip 2b hiicrelerine farklilasabilir. Noronal soy gdostermeye baglayan
tip 2b hiicreleri cogunlukla simetrik boliintir fakat ayn1 zamanda asimetrik olarak da
boliinebilir ve ndron soyuna bagli olan tip 3 hiicrelerini {iretir. Noronlar hayatta

kaldiktan sonra mevcut aga siiresiz olarak entegre olurlar (Ceanga ve ark., 2021).

Yeni olusan uyarict noron olan ekGH’, gelismis plastiteye ve fonksiyonel bir ¢ok
Ozellige sahiptir (Schmidt-Hieber ve ark., 2004). Sinaps olusumu, yeni ndronlarin
mevcut aksonal bogumlar icin eski GH'lerle rekabet ettigi goriildiigiinden ag
biitiinlesmesinin esasii1 olusturur. Ilk sinapslarin  olusumu, gelisim halindeki
noronun hiicre govdesi graniiler bolgeye geldiginde ve dendritleri molekiiler bolgeye
dogru biiyiidiigiinde meydana gelir. Sinaptogenez birkac hafta siirer ve bu siire
zarfinda dentrit sayis1 dendrit uzunlugu ile beraber artar. Yeni noronlarin dendritleri,
akson CA3 bolgesine ilerledikce molekiiler katmana dogru dallanmaktadir. Yeni
olusan GH 8 hafta igerisinde sinir agiyla biitiinlesir, fakat bu siire memelilerde ve
insanlarda farklilik gosterip 6 aydan fazla siirebilir (Ceanga ve ark., 2021). Son
olarak, yeni noéronlarin var olan hiicrelerle biitiinlesmesi esnek bir agmn
stirdiiriilmesine yardimci olan siirekli bir gelisimsel siire¢ olarak onerilmektedir, bu

sekide olgun noronlar nihayetinde islevsel ve yapisal olarak biitiinlesir.
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Bu siiregte farkli bir¢ok igsel ve digsal faktorler yeni néronlarin olusumunu olumlu
ve olumsuz yonde etkiler. EHN sirasinda, ekstrinsik ve intrinsik ipuglarinin bir
kombinasyonu, noronal ¢esitliligi artirmak i¢in bolgesel intrinsik programlarda

etkilesime girer (Mira ve Morante, 2020).
2.5. Hipokampal Norojenik Nis’in Mekanizmasi

Hipokampal ndrogenez mekanizmasi ¢ok katmanli diizenleyici aglar gibi igsel
faktorler, birden fazla karmasik transkripsiyon faktorii, epigenetik kontrol, kodlama
yapmayan RNA'lar, sinyalizasyon ve metabolik yolaklar arasindaki iliskilerden
olusur. Transkripsiyon faktorii cinsiyet belirleyici bolge Y-box 2 (Sox 2), cesitli
hiicre i¢i sinyal yollarmi regiile ederek bu siiregte 6nemli bir rol oynuyor gibi
durmaktadir (Steiner ve ark., 2006). ilk 6nce Sox 2, Sonic hedgehog (Shh)
ekspresyonunu kontrol eder ve bu da tip-1 hiicrelerin ¢ogalmasini tesvik eder (Favaro
ve ark., 2009). Ayrica, Sox 2 Wnt sinyalini inhibe ederek hiicreleri proliferatif bir

durumda tutar.

Kanonik Wnt sinyali, embriyonik gelisim esnasinda korteks ve hipokampiisiin
saglikli gelisimi i¢in esastir. Erken nérogenez doneminde kendini yenilemeyi ve
noral progenitorleri korumayi desteklemenin yaninda, kanonik Wnt sinyali orta ve
ge¢ norogenez doneminde ara progenitorlerin  farklilasmasini tetiklemektedir.
Hipokampal hiicre c¢ogalmasimni diizenlemenin yaninda Wnt sinyali, ndronal
farklilasma 1 (NeuroD1) ve prospero ile iliskili homeobox 1 transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonunu diizenleyerek ndronal hiicre farklilagsmasinda da gorev
alir (Gao ve ark., 2011; Karalay ve ark., 2011; Kuwabara ve ark., 2009). Ayrica,
bircok calisma hipokampal astrositler ve progenitor hiicreler tarafindan salgilanan
Whnt proteinlerinin SGZ nisginin kritik bilesenleri oldugunu gostermektedir. Ayrica,
Wnt'nin bazi ligandlar1 EHN'yi Wnt5a gibi nonkanonik bir yolak araciligiyla
destekler. Bu yollarla EHN indiiksiyonunun néronal farklilagsma siirecinde ve
hipokampiiste kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinaz II (CaMKII) yoluyla yeni
tiretilen noronlarin morfolojik gelisiminde yer alan 6nemli bir nérojenik faktor
oldugu gosterilmistir. Bu yolla iiretilen yeni ndronlar néronal farklilasmay1 indiikler
ve Wnt/JNK ve Wnt/CaMKII yollariyla yeni noéronlardan uzanan dendritlerin
gelisimini  destekler. cAMP-yanit elemani-baglayici (CREB) proteini néronal
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olgunlagmada bir bagka onemli etkendir. NeuroD1'e benzer sekilde, CREB norit
biiyiimesini ve dendritik dallanmay1 artirirken GABAerjik sinyalizasyon yoluyla

pozitif olarak diizenlenmektedir (Jurkowski ve ark., 2020).

Hiicre ¢ogalmasini takiben, beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF) erken hiicre
sagkalimi asamasinda 6nemli bir gorev iistlenir. BDNF, protein kinaz C araciligiyla
hareket eden tropomiyozin reseptor kinaz B (TrKB) reseptoriinii aktive ederek hiicre
sagkalimi ve hiicre gogiinde yer alan proteinleri aktive eder (Ortiz-Lopez ve ark.,
2017). Soy ilerlemesine katilan bircok faktor, karmasik capraz konusma sinyal
yolaklar1 aracilifiyla birbirine baglidir, dolayisiyla bir faktoriin  bozulmasi

durumunda tiim norojenik dongii durmaktadir (Jurkowski ve ark., 2020).
2.6. DG'nin SGZ'sinde Yetiskin Norogenezinin Epigenetik Diizenlenmesi

Cesitli epigenetik mekanizmalarin sinir sistemi gelisimiyle baglantili oldugu ortaya
cikmistir. Elde edilen kanitlar, ndrogenezin benzersiz epigenetik 6zelliklerle iliskili
oldugunu agiga ¢ikarmistir (Chen ve ark., 2021). DNA metilasyonu, histon post-
translasyonel modifikasyonlar1 ve kromatin yeniden modellemesi gibi epigenetik
mekanizmalar, gen ifadesinin regiilasyonu yoluyla yetiskin noronal farklilagmanin

belirlenmesinde kilit rol oynamaktadir.

DNA metilasyonu, embriyonik kok hiicrelerin NKH'lere noral indiiksiyonu sirasinda
pluripotens genlerinin susturuldugu kilit bir siirectir. Ayrica nérogenez sirasinda
DNA metilasyonunun 6nemini destekler. DNMTI1, JAK-STAT sinyalizasyonunun
diizenlenmesi yoluyla astrogliogenezin zamanlamasini kontrol ederken, DNMT3A
ve DNMT3B noéron spesifikasyonu i¢in oldukga kritik dneme sahiptir (Niklison-
Chirou ve ark., 2020). DNMT3A néronlarda eksprese edilir ve ekspresyonu postnatal
olarak artar. Beyinde DNMT3A'nin ablasyonu (Nestin-Cre sistemi kullanilarak)
postnatal norogenezde bozulmaya, noron sayisinda azalmaya ve erken postnatal
evrelerde fare Oliimiine neden olur (Nguyen ve ark., 2007). Norogenez sirasinda
DNMT3B, NPH'lerde eksprese edilir ve silinmesi, NeuroD1, Map2m ve Ncaml
dahil olmak iizere ¢esitli noronal genlerin yukari regiilasyonu ile gosterildigi gibi
hizlandirilmis bir néronal olgunlasma ile sonuglanir (Martins-Taylor ve ark., 2012).
Bu nedenle, DNA metilasyonunun yetiskin norojenezinde NPH'lerin bakiminda ve

kaderinin belirlenmesinde kritik bir roli vardir.
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Histonun asetilasyon, metilasyon, ubikitinasyon, fosforilasyon, ribozilasyon ve
SUMOQilasyon gibi kimyasal kovalent modifikasyonlar1 kromatin durumunun
diizenlenmesinde anahtar bir rol tstlenmektedir (Bernstein ve ark., 2007). Genel
olarak, spesifik amino asit kalintilarinin asetilasyonu ve histon H3 lizin 4'iin (H3K4)
di- veya tri-metilasyonu aktif transkripsiyon ile baglantilidir. Aksine, H3K9 ve
H3K27'nin di- veya tri-metilasyonu kararli baskilayic1 isaretlerdir. Histon
asetiltransferazlar (HAT'ler) ve histon deasetilazlar (HDAC'ler), sirasiyla histonun
asetilasyonunu (transkripsiyonel aktivasyon) veya deasetilasyonunu (transkripsiyonel
susturma) diizenleyen enzimlerdir (Niklison-Chirou ve ark., 2020). Yetiskin DG'deki
pek cok calisma, farklit HAT'lar ve HDAC'lar roliinii incelemistir. Genel olarak,
kalproik asit (VPA) gibi HDAC inhibitorlerini kullanan 06nceki ¢alismalar,
norogenezde bir artiy ve aNSPC'lerin gliojenik kader kararlarinda bir azalma
oldugunu ortaya koyarak histon asetilasyonunun ve HDAC'lerin 6nemini

gostermektedir.

2.7. Norogenezin Saptanmasinda Kullanilan Belirtecler

2.7.1. Cift Kortin Belirteci (Doublecortin-DXC)

Yetiskin DG’sindeki yeni dogan graniil hiicreleri mikrotiibiil iligkili protein DCX,
polisialile noral hiicre yapisma molekiili PSA-NCAM, Tis21 ve Kalretinin gibi bir
dizi gegici belirteg ifade eder. Genellikle, doublecortin ekspresyonu yapisal plastisite
ve migrasyon, aksonal rehberlik ve dendrit filizlenmesi ile iligkili morfolojik
degisikliklerle iligkilendirilmistir. Gelisim esnasinda, DCX hipokampiisiin
katmanlagsmast i¢in Onemlidir. Yetigkin hipokampal noérogenezde DCX, kararh
progenitor hiicre evreleri (tip-2b/3) ile erken postmitotik olgunlasma evresi
arasindaki donemi belirtir.radyal-glia benzeri kok hiicrelerde (tip-1), kararsiz
progenitor hiicrelerde (tip-2a) ve olgun noronlarda goriilmez. DG’deki DCX-pozitif
(DCX+) hiicreler sinaptik GABAerjik girdi alir ve graniil hiicre katmaninin tigte
birlik i¢ kismma go¢ eder. DCX+ hiicreleri ayrica lateral ventrikiiliin ndrojenik
SVZ'sinde bulunur ve burada go¢ eden A hiicrelerini isaretler. DCX'in yetiskin
hipokampal nérogenezindeki islevi tam olarak bilinmemektedir, ancak bircok
durumda DCX ekspresyonu ndrogenezin gosterge belirteci olarak kullanilmaktadir

(Klempin ve ark., 2011).
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2.7.2. Noronal Cekirdek Belirteci (NeulN)

NeuN, bazi noéronlar (6rnegin koku alma sogani, beyincik ve mitral hiicrelerde
bulunan Purkinje hiicreleri) hari¢, hemen hemen sadece periferik ve merkezi sinir
sisteminin olgun ndronlarinda eksprese edilen bir niikleer proteindir. NeuN, omurgali
sinir sisteminin yaklasik olarak tiim bdliimlerindeki olgun noronlarin ¢ekirdeklerinde
dagilmistir. Bu sebeple, olgun noronlarin 6l¢limiinde giivenilir bir marker olarak

kullanilmaktadir (Y1lmaz, 2023).

2.7.3. Nestin

Ara filament (nanofilament) proteini nestin, merkezi sinir sisteminin (MSS) yani1 sira
gelismekte olan kalp, kas, bobrek ve testis dokusunda noroepitelyal hiicrelerde ve
olgunlagmamuis astrositlerde ifade edilmektedir. Yetiskin beyninde nestin NSPC'lerde
ve bazi astroglial hiicrelerde (6rnegin hipokampusta) ifade edilir ve patofizyolojik
sartlar altinda reaktif astrositlerde yeniden ifade edilebilir. Nestin, noral kok
hiicrelerin bir belirteci olarak degerlendirilmektedir. in vitro kosullarda, nestinin
mitokondriyal yeniden sekillenmeyi ve NSPC'lerin kokliiliigiinii ve MAPK, EGFR
ve Cdk 5 yolaklar1 araciligiyla miyoblastlarin farklilagmasmi ve apoptozunu

diizenleyebilecegi ileri stiriilmiistiir (Wilhelmsson ve ark., 2019).

2.7.4. Glial Fibrik Asit Proteini

GFAP, MSS’deki astrositlerde, periferik sinir sistemindeki (PSS) miyelinlesmeyen
Schwann hiicrelerinde ve enterik glial hiicrelerde essiz bir sekilde goriilen bir ara
filament (IF) III proteinidir. GFAP mRNA ekspresyonu cesitli niikleer reseptor
hormonlari, biiyltime faktorleri ve lipopolisakkaritler tarafindan kontrol edilir. GFAP
ayrica bircok post-translasyonel modifikasyona maruz kalir. GFAP gen aktivasyonu
ve protein indiiksiyonu, MSS yaralanmalar1 ve ndrodejenerasyonu sonrasinda
astroglial hiicre aktivasyonunda (astrogliosis) 6nemli bir yer tutmaktadir. Yeni ortaya
c¢ikan kanitlar, travmatik beyin ve omurilik yaralanmalar1 ve inmenin ardindan GFAP
ve yikim iriinlerinin hizla biyolojik sivilara salindigimi ve bu tiir ndrolojik
bozukluklar i¢in giiclii aday biyolojik belirtegler haline geldigini gostermektedir
(Yang ve Wang, 2015).
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2.8. Folik Asit

Folat dogal B-kompleks vitaminlerinden bir tanesidir. Tek karbon
metabolizmasindan sorumlu olup homosisteini metiyonine doniistiirmektedir.
Homosistein seviyelerini azaltan bu islem DNA sentezi i¢in ¢ok onemlidir. Folat
yeni hiicrelerin liretimi ve bakimi, niikleotid sentezi ve homosisteinin (Hcy) yeniden
metilasyonu igin gereklidir. Insan viicudu folati endojen olarak iiretememektedir
(Qiu ve ark., 2019). Diyetle alinan folik asit, nérogenez ve programli hiicre 6liimiinii
diizenlemede 6nemli roller oynayarak sinir sisteminin normal gelisimi i¢in gereklidir.
Ornegin, folattan yoksun anne diyetleri, fetal farelerin &n beyinlerinin telensefalik
kisminda nérogenezin azalmasina ve apoptozun artig gostermesine neden olmaktadir

(Zhang ve ark., 2012).
2.9. Metotreksat

1980'lerin sonunda romatoid artrit (RA) tedavisinde kullanilmak {izere
onaylanmasindan bu yana MTX, yeni biyolojik yanit degistiriciler de dahil olmak
izere bu hastaliga kars1 kullanilan diger tiim terapétik ajanlarin dl¢iildiigii bir kriter
olmustur. MTXin, malign hastaliklarin tedavisinde etkili oldugu bilinen bir
antikanser ilac1 oldugu gosterilmistir. Bu sebeple 6zellikle T lenfositleri gibi sinovyal
enflamasyonla ilgili hiicrelerde piirin ve pirimidin sentezini azaltarak hiicresel
proliferasyonu inhibe etme yeteneginin anti-enflamatuar etkilerine katkida bulunur

(Chan ve Cronstein, 2010).

Bir folik asit antagonisti olan MTX, 16semi, lenfoma, osteosarkom, bas ve boyun
tiimorleri, akciger kanseri, meme kanseri ve bunlarin disindaki bazi kanser tiirlerinin
yani sira sedef hastalifi, dermatomiyozit, sarkoidoz ve romatoid artrit gibi bazi

iltihapl hastaliklarda kemoterapdtik ajan olarak kullanilmaktadir(Carneiro-Filho ve
ark., 2004).

2.9.1. Metotreksatin Mekanizmasi

MTX bir folik asit antagonistidir. Dihidrofolat rediiktaz, timidilat sentezi siirecinde
onemli bir enzimdir. MTX DHFR’yi geri doniisiimlii olarak inhibe ederek,
dihidrofolatin (DHF) tetrahidrofolata (THF) doniisiimiinii inhibe eder (Armagan,

2015). Organizmada metilen, formil ve metil gibi monokarbon birimlerinin donérleri
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olan 5,10-metilen-THF, 10-formil-THF ve 5-metil-THF gibi birkag aktif folat formu
bulunur. THF hidroksi metiltransferaz enziminin araciligi ile 5,10-metilen-THF'ye
doniistiiriilir. Timidilat sentazin aracilik ettigi, 5,10-metilen-THF, 2-deoksitiridin-5-
monofosfatin (dUMP) 2-deoksitimidin-5-monofosfata (dTMP) metilasyonunda
koenzim ve bir karbon donorii olarak yer almaktadir. THF eksikligi de novo

pirimidin sentezini direkt olarak etkilemektedir (Assaraf, 2006).

Folat, DNA sentezi ve hiicre fonksiyonu i¢in gerekli olan piirinlerin, pirimidinlerin
ve metiyoninlerin sentezinde tek karbon dondériidir. MTX’in iHF sentezinin
inhibisyonu sonucunda piirin sentezi ve pirimidin timidilat sentezi direkt olarak
etkilenmektedir (Acipayam, 2011). Piirin niikleotidleri ve pirimidin timidilat sentezi
inhibisyona ugrar. Piirin ve pirimidin sentezindeki diisiis, basta T-lenfositleri gibi
hiicrelerde olmak iizere hiicre cogalmasim1 engeller (Malaviya, 2016). Piirin
niikleotidleri ve pirimidin timidilat sentezi inhibisyonu, ATP ve hiicre boliinmesi i¢in
gerekli olan DNA ve RNA molekiillerinin sentezini engeller. DNA sentezi igin
gerekli olan molekiillerin eksikligi sonucu hiicre boliinmesinin S fazinda DNA
replikasyonunun inhibisyonuna sebep olur. RNA sentezi i¢in gerekli molekiillerin
yoklugunda G fazinda hiicredeki bazi proteinlerin sentezlenmesini engelleyerek
hiicre {izerinde sitotoksik etki yaptigir saptanmistir. Bu etkileri nedeniyle MTX,
bircok hastaligin tedavisinde antiproliferatif bir ajan olarak kullanilmaktadir

(Barnhart ve ark., 2001)

Hiicrelerde MTX ve MTX-glutamat seklinde biriken ve piirinlerin de novo
sentezinde onemli bir rol oynayan AICAR transformilaz (ATIC) enzimini inhibe
eder. AICAR (5-aminoimidazol 4-karboksamid riboniikleotid) molekiiliiniin
formilasyonunu inhibe eder. Sonug¢ olarak, biriken AICAR hiicreden adenozin
salimimin1 uyarir ve nétrofiller ve monositler lizerindeki reseptorler araciligiyla anti-
inflamatuar bir gorev istlenir (Zhao ve ark., 2022). Adenozin, tiim dokularda ve
viicut sivilarinda bulunan bir piirin niikleozitidir. Adenozin, sitokin ve kemokin
salinimini baskilayarak klasik makrofaj aktivasyonunun pro-inflamatuar etkilerini
engeller ve M1 makrofajlar1 araciligiyla anti-inflamatuar sitokin IL-10 salinimini

artirir (Maksimovic ve ark., 2020).
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2.9.2. Metotreksat toksisitesi

MTX’in baglica yan etkisi, temel olarak fibrozis seklinde ortaya ¢ikan
hepatotoksisitedir. MTX tedavisinin toksik etkilerinin, hepatik folat stoklarinin
azalmasindan ve MTX poliglutamatlarinin karacigerde birikmesinden ileri geldigi
disiiniilmektedir (Edwin ve Cronstein, 2010). MTX'in sitotoksik 6zellikleri kanser
hiicrelerine 6zgii degildir. Bu nedenle normal dokular1 ve yiiksek boliinme oranina
sahip bagirsak mukozasi ve kemik iligi hematopoetik hiicreleri gibi pek ¢ok organi
da etkilemektedir (Cakir ve ark., 2011). Bu sebeple kemik iligi baskilanmasi,
mukozit, gastrointestinal toksisite kusma, ishal, mide bulantisi, anoreksiya ve
karaciger fonksiyon bozukluklari gibi bircok yan etkiye neden olur. Genetik
farkliliklar nedeniyle bir¢ok hasta ilacin neden oldugu toksisiteyi tolere edemedigi
icin MTX tedavisini birakmak zorunda kalmaktadir. MTX'in basta karaciger,
akciger, bobrek, beyin ve bagirsak olmak iizere birgok doku ve biyolojik sistem

tizerinde olumsuz etkileri bulunmaktadir (Hamed ve ark., 2022).
2.9.3. MTX norotoksisitesi

Kemoterapi ile tedavi edilen kanser hastalarinda bilissel bozulma siklikla
bildirilmektedir (Chen ve ark., 2021). Klinik ¢alismalar MTX kemoterapisinin
beyinde hem islevsel hem de morfolojik degisikliklere sebep oldugunu
gostermektedir. Ozellikle bilissel bozukluk basta olmak iizere ciddi ge¢ ndrolojik
sekellere sebep olabilecegini gostermektedir (Cohen, 2017; Vezmar ve ark., 2009).
Norotoksisite mekanizmasinin, radyasyon gibi dis faktorlerin kan beyin bariyerini
bozmasi sonucu MTX'in beyinde birikmesi oldugu iddia edilmektedir. Bir diger
onerilen mekanizma ise niikleotid sentezinin bozulmasi sonucu astrositlerdeki islev
bozuklugunun bir sonucu olarak noronal aktivitenin bozulmasi ve ndronal hasardir
(Vezmar ve ark., 2003). Yakin zamanda, Wen ve arkadaslar1 akut lenfoblastik 16semi
(ALL) tedavi protokollerini drnek alan intraperitoneal (IP) ve iventratekal (IT) MTX
protokollerini kombine eden modeller kullanarak gelismekte olan si¢anlarda

bozulmus hafiza, ndéroinflamasyon ve bozulmus noérogenez bulmuslardir (Wen ve
ark., 2018).

Yapilan bir arastirmada, arastirmacilar MTX kemoterapisine bagli bilissel

bozuklugun (CRCI) altinda ii¢-glial disfonksiyonun yattigini gostermistir. Bunlar

22



MTX'in oligodendroglial soy diizensizligini indiikledigini ardindan ndrotoksik
astrosit reaktivitesini ve mikroglial aktivasyon iizerinde dogrudan etkileri oldugunu
gostermistir. Yapilan bir baska calismada, kombine IT ve IP MTX tedavisinin
miyelin kaybina yol a¢tigi tespit edildi. Bu durum miyelinle iliskili protein
ekspresyonunda diisiis ve miyelinlesme siireciyle baglantili oldugu kabul edilen
protein arginin N-metiltransferaz 1 (PRMT 1) ekspresyonunda azalmayla ortaya
kondu (Chen ve ark., 2021).

2.10. Hiperbarik Oksijen Tedavisi

Hiperbarik oksijen tedavisi (HBOT), yan etkisi az ve maliyeti diisiik bir tedavi
yontemidir (Ying ve ark., 2019). HBOT, yiiksek basingli ortamda %100 oksijen
uygulamasina dayali bir tedavi metodudur. Normal kosullar altinda oksijenin
yalnizca %1,5-3"li kanda ¢oziinebilmektedir. Bu oran HBO tedavisi ile artirilabilir.
Ornegin, 3 ATA'da kandaki ¢oziilmiis haldeki oksijen igerigi %6,8'lik bir hacme
¢ikar. Bu nedenle oksijen ¢oziiniirliigiindeki artis nedeniyle ikincil etkiler gozlenir.
Bu etkiler; yara iyilesmesinin hizlanmasi, antiddem etki, antibakteriyel etki, immiin

sistem aktivasyonu olarak siralanabilir (Keskin, 2022).
2.10.1. Hiperbarik Oksijen Tedavisi Tarihcesi

Ingiliz Doktor Henshaw 1962 yilinda hiperbarik tedavi icin ilk kez basmngl hava
kullanmistir. John Priestly ise bundan yiiz yi1l sonra 1775’te Oksijeni kesfetti.
1789'da ise Lavoisier ve Seguin konsantre oksijenin toksik etkilerini rapor etmisler.
Bu raporun ardindan HBOT kullanimi ile ilgili tereddiitlerde artis meydana
gelmistir. 1878 yilina gelindiginde ise Paul Bert oksijenin merkezi sinir sistemi
tizerinde nobetler seklinde ortaya c¢ikan toksik etkilerini rapor etmistir. Tiim bunlarin
yani sira ayni zamanda diinyanin ¢esitli yerlerinde hiberbarik oksijen odalari insa

edilmeye baglanmigtir (Edwards, 2010).

1950'ler ve 1960'larin baslarinda HBOT arastirma ve uygulamalarinda bir yiikselise
tanik olunmustur. Dr. Ite Boerema hiperbarik oksijenin kan ve kalp dokusu
tizerindeki etkilerini arastirmis ve oksijenin yalnizca hemoglobine degil plazmaya da
niifuz ettirilebilecegini tespit etmistir. 1960 senesinde HBOT ile kangreni basariyla
tedavi etmis ve 1961'de HBOT'nin kalp cerrahisinde ilk kez uygulandigim

duyurmustur (Carney, 2013).
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Ayn1 zamanda 1960'larin ortalarinda HBO'nun anesteziyle beraber kullanilmasi da
arastirthiyordu.  Basing  odalarinda  ameliyat yapilmasimin  yararlar1  olarak
oksijenlenmenin artis1 ya da nitr6z oksitin tek basina anestezik ajan olarak
kullanilmasma destek oldugu ifade edilmistir. Nitréz oksitin dokularda yiiksek
oranda ¢oziliniirliigli, yangin tehlikesi, anestezik ajanin kalp ve akcigerlere giden kan
akig1 iizerindeki etkileri HBO'da anestezinin dezavantajlari olarak belirtilmistir

(Carney, 2013).
2.10.2. Oksijenin Organizmadaki Fizyolojik Rolii

Hiicresel solunumu desteklemek ve hiicreye enerji saglamak icin oksijene gereksinim
duyulur. Oksijen iletiminin azalmasi hiicrelerin hayatta kalmasini olumsuz yonde
etkileyebilir (Edwards, 2010). O2 viicudumuza iki farkli yolla girer: gazlarin
cevreden brong agacina tagindigi ventilasyon ve alveol boslugu ile kan arasindaki O2
dagiliminda bir dengelenmenin saglandigi difiizyon (Ortega ve ark., 2021).
Yaralanma ya da hastalik viicudun dokulara oksijen tasima kapasitesini azaltir,
dokularin oksijen ihtiyacimi artirir. Oksijenin kilcal damarlardan hiicreye ulasmak
icin kat etmesi gereken mesafe artabilir. Enfeksiyonlar ve doku iyilesmesi oksijen
gereksinimini artirabilir. Odem, perfiizyonda azalma ve mikrotromboz, oksijenin

kilcal damarlardan hiicrelere gitmesi gereken mesafeyi etkileyebilir (Edwards, 2010).
2.10.3. Hiperbarik Oksijen Tedavisinin Prensipleri

HBOT, saf oksijenin artirilmis basing altinda verilmesinden olusur (Ortega ve ark.,
2021). Hiperbarik oksijenasyonun terapdtik temelini ii¢ ana faktér olusturur.
Bunlardan birincisi 100% O, solundugunda, pozitif bir gradyan olusur ve bdylece
hiperoksijenli akcigerlerden hipoksik dokulara difiizyonu kolaylastirir. Ikinci olarak
yiiksek basing nedeniyle, kandaki O2 konsantrasyonu Henry Yasasi'na gore yiikselir.
Ugiincii olarak Boyle-Mariotte Yasast ve Henry Yasasi uyarinca kandaki gaz
kabarciklarinin blyiikligini disirir (Jones ve Wyatt, 2019). Saf oksijenle
hiperbarik bir ortam olusturulmasi, Hb'nin katkis1 olmaksizin dahi kana
(Hiperoksemi) ve dokulara (Hiperoksi) oksijen tedarikinde kayda deger bir artisa izin
vermektedirBu sayede, HBOT organizmada doku hipoksisini, kronik hipoksemiyi

diizeltmek ve yara iyilesmesi, nekroz ya da reperflizyon yaralanmalar1 gibi farkli
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patolojik siireglerin tedavisine destek olmak i¢in kullanilabilecek ¢oklu etkiler saglar

(Ortega ve ark.,2021).

Molekiiler diizeyde incelendiginde dokularda yiiksek miktarda bulunan PO2,
ozellikle reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) {iretimini
artirarak hiicresel sinyalizasyonda 6nemli etkilere neden olabilir. Bu etkiler, biiyiime
faktorlerinin sentezi neovaskiilarizasyonun iyilestirilmesi veya immiinomodiilatér
Ozelliklerin gosterilmesi gibi klinik etkinligini ortaya koymaktadir (Comperessi ve
Bosco, 2014; Thom, 2011). Ustelik HBOT, ROS/RNS ve Hiicre Dis1 Diizenlenmis
Kinazlar (ERK1/ERK?2) yolag: ile HIF'i upregiile eder. Aynmi sekilde, hiperoksiye
bagli asirt ROS ve RNS iiretimi oksidatif stres, DNA hasari, metabolik bozukluklar,
endotel disfonksiyonu, akut pulmoner hasar ve norotoksisitenin goriilmesine neden
olabilir (Amir ve Shai, 2020; Chen ve ark., 2019; Longobardi ve ark., 2021).

2.10.4. HBO tedavisinin yan etkileri

HBOT'nin ¢esitli avantajlart ve uygulamalarinin yani sira, bu prosediir esnasinda
goriilebilecek onemli yan etkiler de bulunmaktadir. HBOT esnasinda ortaya ¢ikan en
yaygin iki komplikasyon klostrofobi ve barotravmadir (Ortega ve ark., 2021). Kulak
barotravmast orta kulagi etkileyen durumlarin en sik goriileni olmakla birlikte
siniis/paranazal, dental veya pulmoner barotravma da bildirilmistir. Bunlara ek olarak
sinus agrist, myopi ve katarakt, oksijen krizi, genetik etkiler ve dekompresyon gibi

komplikasyonlara sebep olmaktadir.
2.10.5. HBO tedavisi ve norogenez

Beyin hastaliklari i¢in hayvan modelleri kullanilan ¢alismalarda, hayvanlarin biligsel
performanslarinda iyilesme gosterildi. Bu durum HBOT’nin bazi etkilerinin
mekanizmasinin anlagilmasina yardimei oldu. Apoptozun inhibisyonu, mitokondriyal
fonksiyonun iyilestirilmesi, kok hiicre proliferasyonu, antioksidan savunma
aktivitesinin arttiritlmasi, ndroinflamasyonun azaltilmasi1 ve noéroproteksiyon dahil

olmak iizere gesitli yollarin bu etkiye aracilik ettigi bulundu (Gottfried ve ark., 2021).

Biligsel iyilesme igin baska bir yol da kok hiicre proliferasyonu olabilmektedir.
HBOT sonrasinda kok hiicre ¢ogalmasi bir¢ok kez belgelenmistir. HBOT sonrasinda

noronal hiicre proliferasyonuna dair bulgular son yirmi yilda ortaya g¢ikmuistir.
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Yapilan bir calismada, hipoksik iskemik neonatal siganlar i¢in HBOT, SVZ’de ve
hipokampal DG’ta hem 5-bromo-2'-deoksiiiridin (BrdU) hem de doublecortin
artisiyla olgiildiigii tizere endojen noronal kok hiicrelerin nérogenezini tesvik etmistir
(Yang ve ark., 2008). Buna deney raporuna goére, HBOT, travmatik beyin hasarli
sicanlarda uzamsal 6grenme ve hafiza kabiliyetlerini artirmistir ve bu durum

hipokampal nronal aktivitede bir artis ile iliskilendirilmistir (Liu ve ark., 2013).

Bu bulgular, HBOT'nin hipokampal DG alaninda nestin ve BrdU artis1 ve SVZ'de
Wnt-3 ve nestin artis1 ile gosterildigi gibi noronal hiicre proliferasyonunu uyardigi
baska bir ¢alisma ile daha da desteklenmistir (Wang ve ark., 2007; Wei ve ark.,
2015). Yang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, HBOT'nin ndronal kok hiicre
proliferasyonunu ve lezyon bdlgesine gocli, ayrica vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF) ve reseptoriic VEGFR-2, Raf-1, Mitojenle aktive olan protein kinaz
(MEK1/2) ve fosfo-hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz (ERK) 1/2 protein
seviyelerini artirdigi bulunmustur. Sonu¢ olarak, HBOT'nin VEGF/ERK sinyali
yoluyla noronal kdk hiicre proliferasyonunu ve biiyiik olasilikla anjiyogenezi tesvik

ettigi ileri stiriilmiistiir (Yang ve ark., 2017).
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Demirbas malzemeler Aletler

Mikrotom

IHC boyama seti

Su banyosu

Kurutma tablast
Buzdolab1

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

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

Vorteks cithaz

Terazi

Cerrahi set

Etiv

Parafin Dispenser

Distile su cihazi



Ph metre

Manyetik karistirict

3.1.2. Sarf Malzemeler ve Kimyasal Maddeler

Saf oksijen gazi

Pikrik asit

Formaldehit

Asetik asit

96 alkol

Absol (Supelco)

Ksilol (Isolab)

Benzol (Merck)

Parafin (Tudamelt)

Ksilazin (Rompun)

Ketamin (Alfamin)

Metil benzoat (Merck)

Hidrojen peroksit (Thermo Scientific)
Protein blocking soliisyonu (Thermo Scientific)
Avidin biotin peroksidaz (Thermo Scientific)
Biotinli sekonder antikor (Thermo Scientific)
DAB kromojen (Thermo Scientific)
Hemotoksilen (Merck)

Eldiven (Tenty)

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

Lam (Menzel-Glaser)

Lamel (Menzel-Glaser)

Entellan (Merck)

Mikrotom bicagi (Thermo Shandon)

Pipet uclar1 (Isolap)

Ethanol 96 (isolab Chemicals)

Sodyum clorid (Merck)

Potasyum cloride (Merck)
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Potasyum dihidrojen fosfat (Merck)
Disodyum dihidrojen fosfat dihidrat (Merck)
Sodyum sitrat dihidrat (Merck)

Monoklonal mouse Nestin (Abcam)
Poliklonal rabbit Dcx (Ser47) (Abcam)
Poliklonal Rabbit Ki-67 (Abcam)
Monoklonal Mouse NeuN (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 No:
01.06.2022-22/120). Bu ¢alismada 28 adet Sprague-Dawley erkek sican (180-250

gr, 1 aylik) kullanildi. Tiim denekler Erciyes Universitesi Deneysel Arastirma ve

Uygulama Merkezi'nde en uygun kosullarda barindirilmis ve standart yem ve su ile

beslenmistir. Deneysel siire¢c boyunca National Institute of Health (NIH) tarafindan

hayvan haklari ile ilgili belirlenen Laboratuvar Hayvanlari Bakim ilkeleri (Principles

of Laboratory Animal Care) esas alinmustir. Sicanlar rastgele ve esit olarak su 4

gruba ayrildi;

1. Saline Grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara 8. ve 15. giinlerde
intraperitoneal enjeksiyon yoluyla normal salin (%0,9 NaCl) verildi. 30. giin
sonunda sakrifiye edildi

2. Mtx Grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara deneyin 8. ve 15. giinlerinde
intraperitoneal enjeksiyon yoluyla MTX (25 mg/kg) verildi. 30. giin sonunda
sakrifiye edildi

3. Mtx + Hiperbarik oksijen Grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara deneyin 8.
ve 15. giinlerinde intraperitoneal enjeksiyon yoluyla MTX (25 mg/kg) verildi.
Ardindan, 15 gilin boyunca 2 atmosfer basing altinda giinde 1 saat hiperbarik
oksijen uygulandi. 30. giin sonunda sakrifiye edildi

4. Hiperbarik Oksijen Grubu (n=7): Bu gruptaki hayvanlara 30 giin boyunca
2 atmosfer basing altinda giinde 1 saat hiperbarik oksijen uygulandi. 30. giin

sonunda sakrifiye edildi (Sirichoat ve ark., 2019; Welbat ve ark., 2020).
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3.2.2. Hiperbarik Oksijen Tedavisi:

Erciyes Universitesi DEKAM’da hiperbarik iinitesinde 2 atmosfer basing altinda
giinde 1 saat olmak tizere hiperbarik oksijen gruba 30 giin boyunca, mtx-+hiperbarik
oksijen grubuna ise 15 giin boyunca, Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Akif BAKTIR

tarafindan hiperbarik oksijen tedavisi uygulandi.

3.3. Histolojik ve immiinohistokimyasal incelemeler i¢cin doku 6rneklerinin

alinmasi

Tim denemeler sonrasi ¢caligmada histoloji, immiinohistokimya analizleri i¢in her bir
gruba ait anestezi altindaki Saline, Mtx, Mtx + Hiperbarik oksijen ve Hiperbarik
oksijen gruplarina ait hayvanlar anestezi protokoliine uygun bicimde anestezi
uygulandi. Bouin tespit soliisyonu kullanilarak kardiyak perfiizyon uygulandi.
Perfiizyon bitiminde hayvanlarin beyinleri ¢ikarilarak Bouin soliisyonunda 14 saat
stireyle postfikzasyona maruz birakildi. Tespitten sonra tiim dokular sirasiyla %50,
70, 80, 96 ve absol alkoller ile metil benzoat ve benzol serilerinden sirasiyla

gecirilerek parafinde bloklandi.
3.3.1. 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
stireyle 37.0C’lik etlivde 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.

3.3.2. Iimmunohistokimyasal analiz (Strep-avidin Biotin Kompleks (Strept-

ABC) immiinoperoksidaz teknigi)

Immiinohistokimyasal incelemeler i¢in hazirlanan preparatlarin deparafinizasyonu
islemi ve rehidrasyon i¢in hazirlanan preparatlar 2’ser kez 5’er dakika ksilol
igerisinde bekletildi. Daha sonra dehidratasyon islemi icin sirasiyla absol alkol I,
absol alkol II, % 96 alkol, % 80 alkol ve % 70 alkol olmak fiizere dereceli alkol
serilerinden 3’er dakika siireyle gecirildi ve distile suda 3 dakika bekletildi.
Takibinde fosfat buffer salin (PBS) de yikandi. Takiben dokular sitrat bufferda (pH
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6,0) 600W’da 4x5 dakika siireyle mikrodalga firin icerisinde kaynatildi ve ayni
soliisyon i¢inde 20 dakika oda 1sinda sogutuldu ve doku antijeninin yeniden kazanimi
saglandi. Tekrar PBS ile dort kez yikamay1 takiben nonspesifik baglanmalar
onlemek i¢in kesitler 5 dakika protein bloklama soliisyonu, endojen peroksidaz
aktivitesini gidermek i¢in metanolde hazirlanmig % 3 liikk hidrojen peroksit (H,0;)
ile 15 dakika bekletilerek, PBS ile 4 kez 5“er dakika siireyle yikandi. Uygun
diliissyonlarda hazirlanmis primer antikorlar (anti-DCX, anti-Neun, anti-Nestin ve
anti-Ki67) kesitler tizerine eklendi ve bir gece inkiibasyon i¢in 4°C“de bekletildi.
Negatif kontroller olarak alinan prefrontal korteks oOrnekleri 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 konjugath
strepavidinde 15 dakika maruz birakildi. Tekrar 4 kez PBS ile yikanarak 5-10 dakika
kromojen soliisyonunda (DAB) bekletildi. Gill’in Hematoksilen’inde 5 dakika
boyandiktan sonra ¢gesme suyunda mavilesinceye kadar yikandi ve takiben dereceli
alkollerden ve ksilenlerden gegcirilip tlizerine yapistirict damlatilip lamelle kapatildi.
Kahverengi presipitasyonun goriilmesi sonucunda reaksiyon pozitif olarak
degerlendirildi ve 151k mikroskobunda (Olympus, BX51) incelenerek fotograflandi.

Elde edilen goriintiiler semikantitatif ve kantitatif olarak degerlendirildi.
3.4. Immunohistokimyasal boyamanin Kalitatif 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 DCX, Nestin, Neun, ve Ki-67 boyanma
yogunluklari, 100x ve 400x biiyiitmelerde mikroskobik olarak degerlendirildi. Bu
yontem i¢in boyama yogunluklar1 su sekilde puanlandi: -, negatif (yiiksek biiylitmede
bile leke yok, 400X); +, zayif boyama (yalnizca yliksek biiylitmede, 400X goriiniir);
++, orta boyama (diisiik biiylitmede kolayca goriilebilir, 100X); ve +++, giicli
boyama (diisiik biiylitmede carpici Sekilde pozitif, 100X).
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3.5. Immiinohistokimyasal boyamanin kantitatif degerlendirmesi

Bu calismada DCX, Nestin, Neun ve Ki-67 kantitatif olarak asagidakilere gore
belirlendi: Jensen (2013) tarafindan agiklanan yonteme gore; NP'ler i¢in boyama
yogunluklarinin kantitatif analizleri, hipokampiislerinden elde edilen goriintiilerde
yapildi. Bu tiim goriintii i¢in immiin boyama yogunlugu 6l¢iildii (400X biiyiitme).
Bunun i¢in, her grup i¢in on iki goriintii kullanildi. i¢e aktardiktan sonra ilgili
gorintiiller yazillm Image]J 1.51 siirimiine eklendi (Java 1.8.0_112,
https://imagej.nih.gov/ij/), ardindan goriintiiler color deconvolution eklentisine
gonderildi, burada hematoksilen ve DAB boyamasi se¢ildi. Tek DAB, hematoksilin
ve arka plan igeren 3 farkli panel goriintii olustu. Ardindan, yalnmizca DAB
goriintlileri 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 alani ve yiizdesi her goriintii i¢in

Olcldii.
3.6. istatistiksel analiz

[statistiksel analiz GraphPad kullanilarak yapildi. Boyama yogunlugu verilerinin (%
boyama alani) kantitaif analizini yapmak i¢in elde edilen boyama alani yiizdesi
sonuclart GraphPad Prizm 7 (Windows i¢in Siiriim 7.04)’e aktarildi. Bundan sonra 4
grubun goriintii analizi miktarlarinda herhangi bir anlamli fark olup olmadigini
belirlemek 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

Hipokampiis’iin histolojik yapisinin incelenmesi amaciyla bu dokulara Nisll boyama

(Crezel violet asetat boyamasi) yontemi uygulandi.

Tiim gruplara ait sicanlarin beyinlerinde hipokampiisiin histolojik incelemesinde bu
beyin yapisinin kornu ammonis (CA) ve dentat girus (DG) olmak lizere iki ana
unsurdan olustugu belirlendi. Kornu ammonisin uzantist U veya V seklindeki dentat
girusun i¢ine dogru uzanirken kornu ammonis CA1, CA2 ve CA3 olarak adlandirilan
sikica paketlenmis piramidal noronlara sahip farkli alt bolgelere ayrilmisti. CA3’de
kendi iginde CA3a, CA3b ve CA3c olarak bilinen bolgelere ayrilarak analiz edildiler.

CA3c DG’a en yakin olan hilusa giren kisim olarak tanimlandi.

Ayrica, ventrikiiler yilizeyden itibaren dentat girusa gire kadar CA’nin histolojik
olarak; 1. Di1s pleksiform katman, 2. Stratum oriens, 3. Stratum pramidale, 4. Stratum
radiyatum, 5. Stratum lakunozum ve Stratum molekiilere katmanlarindan olustugu
belirlendi. Dentat grusta da 1. Molekiiler katman 2. Graniiler hiicre katmani ve

Polimorfik katman olmak tizere 3 belirlendi.

Bu boyamada gruplar arasinda belirgin bir fark gozlenmedi.



Sekil 4.1. Hipokampiisiin histolojik genel goriiniimii. DG; Dentat girus, CA; Kornu
ammonis, M; Molekiiler katman, G; Graniiler hiicre katmani; P; Polimorfik katman,
Nisll boyamasi, Bar; 200 pm.

Sekil 4.2. Hipokampiiste Dentat girusun (DG) histolojik genel goriiniimii. CA; Kornu
ammonis, M; Molekiiler katman, G; Graniiler hiicre katmani, P; Polimorfik katman,
H; Hilus, Nisll boyamasi, Bar; 100 um.
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Sekil 4.3. Hipokampiiste Dentat girusun (DG) yakin histolojik genel goriiniimii. M;
Molekiiler katman, G; Graniiler hiicre katmani, P; Polimorfik katman, Nisll
boyamasi, Bar; 20 pm.

Sekil 4.4. Hipokampiiste Dentat girusun (DG) histolojik genel goriiniimii. CA; Kornu
ammonis, Nisll boyamasi, Bar; 100 pm
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Sekil 4.5. Hipokampiiste CA3b (Kornu ammonis) bdlgesinde néronlar (siyah oklar),
Nisll boyamasi, Bar; 20 um.

Sekil 4.6. Hipokampiiste CA3a (Kornu ammonis) bdlgesinde ndronlar, Nisll
boyamasi, Bar; 20 um.
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Sekil 4.7. Hipokampiiste CA1 (Kornu ammonis) bdlgesinde ndronlar (siyah oklar),
Nisll boyamasi, Bar; 20 um.

4.2. immunohistokimyasal bulgular

4.2.1. Nestin immunreaktivitesi

Sican beyin hipokampiislerinin girus dentatus ve kornu ammonis boliimlerinde nestin
immunreaktivitesini ortaya koymak bu dokulara anti-nestin primer antikorlari

uygulayarak Strept-avidin immunoperoksidaz boyama gergeklestirlmistir.

Yapilan boyamalar sonucunda hem kontrol gruplarinda hem de MTX ve MTX + HB
deney gruplarindaki hayvanlarin hipokampiislerinin girus dentatus ve kornu
ammonis boliimlerindeki ndronlarin sitoplazmalarinda nestin pozitif reaksiyon
gbzlendi. Immunohistokimyasal boyamalar sonucunda, nestin immunreaktivitesinin
MTX grubundaki ndronlarin sitoplazmalarinda MTX + HB ve diger kontrol
gruplarina gore daha az yogun boyandigi oldugu dikkati ¢ekti.

Arastirma mikroskobu ile elde edilen goriintiilerin Image J programi ile de
degerlendirlmesi sonucunda si¢anlarin hipokampiislerinin girus dentatus ve

hipokampus boliimlerindeki yapilarinin incelenmesinde kontrol gruplart ve MTX +
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HB grubuna gore MTX grubunda alan boyanma yogunlugu agisinda anlamli bir
degisiklik belirlendi (P<0,05). Ayrica hipokampiislerin girus dentatus ve kornu
ammonis boliimlerindeki noéronlarin incelenmesi sirasinda kontrol gruplarina gore
MTX gruptaki hayvanlarin bu hipokampiis bolgelerindeki yapilarda nérodejeneratif
noronlar ile dark ndron olarak tabir edilen normal goriiniimlii olmayan sinir

hiicrelerinin sayisinin daha fazla oldugu dikkati ¢ekti.

Calismada nestin immunoreaktivitesinin kontrolii i¢in pozitif kontrol olarak sican

bobrek dokusu drnekleri kullanilmastir.

200 umi'

Sekil 4.8. Saline kontrol grubuna ait bir siganin hipokampiisiin’de nestin
immunreaktivitesi, DG; Dentat girus, CA; Kornu ammonis, Strept-avidin
immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 200 pm.
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\

50 um

Sekil 4.9. Saline kontrol grubuna ait bir siganin hipokampiisiin’de nestin

immunreaktivitesi, DG; Dentat girus, CA; Kornu ammonis,

immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50 um.

3 ’ -~

Strept-avidin

20 m

Sekil 4.10. Saline kontrol grubuna ait bir sicanin hipokampiisiin’de nestin
immunreaktivitesi, DG; Dentat girus, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi,

DAB, Bar; 20 pm.
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Sekil 4.11. Saline kontrol grubuna ait bir sicanin hipokampiisiin’de nestin
immunreaktivitesi, DG; Dentat girus, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi,
DAB, Bar; 20 pm.

Sekil 4.12. Saline kontrol grubuna ait bir sicanin hipokampiisiiniin CA3 bdlgesinde
nestin immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50
pum.
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Sekil 4.13. Hiperbarik kontrol grubuna ait bir siganin hipokampiisiin’de nestin
immunreaktivitesi, DG; Dentat girus, CA; Kornu ammonis, Strept-avidin
immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 200 um.

Sekil 4.14. Hiperbarik kontrol grubuna ait bir sicanin hipokampiisiin’de nestin
immunreaktivitesi, DG; Dentat girus, CA; Kornu ammonis, Strept-avidin
immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 100 um.
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Sekil 4.15. Hiperbarik kontrol grubuna ait bir sicanin hipokampiisiin’de CA2
bolgesinde nestin  immunreaktivitesi, CA; Kornu ammonis, Strept-avidin
immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50 um.

Sekil 4.16. MTX grubuna ait bir siganin hipokampiisiin’de nestin immunreaktivitesi,
DG; Dentat girus, CA; Kornu ammonis, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi,
DAB, Bar; 200 pm.
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Sekil 4.17. MTX grubuna ait bir sicanin hipokampiisiin’de CA2 bolgesinde zayif
nestin immunreaktivitesi, DAB, Bar; 50 um.

Sekil 4.18. MTX grubuna ait bir sicanin hipokampiisiin’de CA2 bolgesinde zayif
nestin immunreaktivitesi, DAB, Bar; 20 pm.
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Sekil 4.19. MTX + HB grubuna ait bir siganin hipokampiisiin’de CA3 bdlgesinde
nestin immunreaktivitesi, DAB, Bar; 20 um.

B

Sekil 4.20. MTX + HB grubuna ait bir siganin hipokampiisiin’de CA2 bdlgesinde
nestin immunreaktivitesi, DAB, Bar; 20 um.
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4.2.2. Doublekortin immunreaktivitesi:

Sican beyin hipokampiislerinin girus dentatus ve kornu ammonis boliimlerinde DC
immunreaktivitesini ortaya koymak bu dokulara anti-DC primer antikorlar

uygulayarak Strept-avidin immunoperoksidaz boyama gergeklestirlmistir.

Yapilan boyamalar sonucunda hem kontrol gruplarinda hem de MTX ve MTX + HB
deney gruplarindaki hayvanlarin hipokampiislerinin girus dentatus ve kornu
ammonis bolimlerindeki noéronlarin  sitoplazmalarinda DC pozitif reaksiyon
gbzlendi. Immunohistokimyasal boyamalar sonucunda, nestin immunreaktivitesinin
MTX grubundaki ndronlarin sitoplazmalarinda MTX + HB ve diger kontrol
gruplaria gore daha az yogun boyandig1 oldugu dikkati gekti.

Arastirma mikroskobu ile elde edilen goriintiilerin Image J programi ile de
degerlendirilmesi sonucunda siganlarin hipokampiislerinin girus dentatus ve kornu
ammonis boliimlerindeki yapilarinin incelenmesinde kontrol gruplart ve MTX + HB
grubuna gére MTX grubunda alan boyanma yogunlugu acgisinda anlamli bir
degisiklik belirlendi (P<0,05). Ayrica hipokampiislerin girus dentatus ve kornu
ammonis bolimlerindeki noronlarin incelenmesi sirasinda kontrol gruplarina goére
MTX gruptaki hayvanlarin bu hipokampiis bolgelerindeki yapilarda nérodejeneratif
noronlar ile dark ndron olarak tabir edilen normal goriiniimlii olmayan sinir

hiicrelerinin sayisinin daha fazla oldugu dikkati ¢ekti.

Calismada doublekortin immunoreaktivitesinin kontrolii i¢in pozitif kontrol olarak

sigan testis dokusu 6rnekleri kullanilmistir.
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Sekil 4.21. Saline kontrol grubuna ait bir siganin hipokampiisiin’de doublekortin
immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 200 um.

Sekil 4.22. Saline kontrol grubuna ait bir sicanin hipokampiisiiniin DG’da
doublekortin immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB,
Bar; 100 pm.
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Sekil 4.23. Saline kontrol grubuna ait bir siganin hipokampiisiinin DG’da
doublekortin immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB,
Bar; 50 um.

Sekil 4.24. Saline kontrol grubuna ait bir siganin hipokampiisiinin DG’da
doublekortin immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB,
Bar; 20 um.
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Sekil 4.25. Hiperbarik kontrol grubuna ait bir sicanin hipokampiisiinde doublekortin
immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 200 um.

Sekil 4.26. Hiperbarik kontrol grubuna ait bir siganin hipokampiisiinde GD’da
doublekortin immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB,
Bar; 20 pm.
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Sekil 4.27. MTX grubuna ait bir sicanin hipokampiisiinde GD’da doublekortin
immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 100 um.

Sekil 4.28. MTX + HB grubuna ait bir siganin hipokampiisiinde GD’da doublekortin
immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50 pm.
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4.2.3. Ki67 immunreaktivitesi

Sican beyin hipokampiislerinin girus dentatus ve kornu ammonis boliimlerinde Ki67
immunreaktivitesini ortaya koymak bu dokulara anti-Ki67 primer antikorlar

uygulayarak Strept-avidin immunoperoksidaz boyama gergeklestirlmistir.

Yapilan boyamalar sonucunda hem kontrol gruplarinda hem de MTX ve MTX + HB
deney gruplarindaki hayvanlarin hipokampiislerinin girus dentatus ve kornu
ammonis boliimlerindeki ndronlarin  sitoplazmalarinda Ki67 pozitif reaksiyon
gbzlendi. 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 goriintillerin Image J programi ile de
degerlendirlmesi sonucunda siganlarin hipokampiislerinin girus dentatus ve kornu
ammonis boliimlerindeki yapilarinin incelenmesinde kontrol gruplar1 ve MTX + HB
grubuna gére MTX grubunda alan boyanma yogunlugu acisinda anlamli bir
degisiklik belirlendi (P<0,05). Ayrica hipokampiislerin girus dentatus ve kornu
ammonis bolimlerindeki noronlarin incelenmesi sirasinda kontrol gruplarina goére
MTX gruptaki hayvanlarin bu hipokampiis bolgelerindeki yapilarda nérodejeneratif
noronlar ile dark ndron olarak tabir edilen normal goriiniimlii olmayan sinir

hiicrelerinin sayisinin daha fazla oldugu dikkati ¢ekti.

Calismada Ki67 immunoreaktivitesinin kontrolii i¢in pozitif kontrol olarak sican

akciger ve kalp dokusu 6rnekleri kullanilmigtir.
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Sekil 4.29. Saline kontrol grubuna ait bir sicanin hipokampiisinde Ki67
immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 200 um.

Sekil 4.30. Saline kontrol grubuna ait bir sicanin hipokampiisiinde Ki67
immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50 um.
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Sekil 4.31. Hiperbarik kontrol grubuna ait bir si¢anin hipokampiisiinde Ki67
immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50 pm.

100 pm

Sekil 4.32. MTX grubuna ait bir sicanin hipokampiisiinde Ki67 immunreaktivitesi,
Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 100 pm.
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Sekil 4.33. MTX grubuna ait bir sicanin hipokampiisiinde Ki67 immunreaktivitesi,
Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50 um.

Sekil 4.34. MTX + HB grubuna ait bir sicanin hipokampiisiinde Ki67
immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 200 um.
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Sekil 4.35. MTX + HB grubuna ait bir sicanin hipokampiisiinde Ki67
immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50 um.

4.2.4. NeuN immunreaktivitesi:

Sican beyin hipokampiislerinin girus dentatus ve kornu ammonis boliimlerinde NeuN
immunreaktivitesini ortaya koymak bu dokulara anti-NeuN primer antikorlar

uygulayarak Strept-avidin immunoperoksidaz boyama gergeklestirlmistir.

Yapilan boyamalar sonucunda hem kontrol gruplarinda hem de MTX ve MTX + HB
deney gruplarindaki hayvanlarin hipokampiislerinin girus dentatus ve kornu
ammonis boliimlerindeki noronlarin sitoplazmalarinda NeuN pozitif reaksiyon
gozlendi. Immunohistokimyasal boyamalar sonucunda, NeuN immunreaktivitesinin
MTX grubundaki ndronlarin 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
degerlendirlmesi sonucunda siganlarin hipokampiislerinin girus dentatus ve kornu
ammonis boliimlerindeki yapilarinin incelenmesinde kontrol gruplari ve MTX + HB

grubuna gére MTX grubunda alan boyanma yogunlugu acisinda anlamli bir
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degisiklik belirlendi (P<0,05). Ayrica hipokampiislerin girus dentatus ve kornu
ammonis bolimlerindeki noronlarin incelenmesi sirasinda kontrol gruplarina goére
MTX gruptaki hayvanlarin bu hipokampiis bolgelerindeki yapilarda ndrodejeneratif
noronlar ile dark ndron olarak tabir edilen normal goriiniimlii olmayan sinir

hiicrelerinin sayisinin daha fazla oldugu dikkati ¢ekti.

Calismada NeuN immunoreaktivitesinin kontrolii i¢in pozitif kontrol olarak fare

beyin dokusu 6rnekleri kullanilmistir.

Sekil 4.36. Saline Kontrol grubuna ait bir siganin hipokampiisinde NeuN
immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 200 um.
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Sekil 4.37. Saline Kontrol grubuna ait bir sicanin hipokampiisiinde NeuN
immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50 um.

Sekil 4.38. Hiperbarik Kontrol grubuna ait bir sicanin hipokampiisiinde NeuN
immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 50 um.
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Sekil 4.39. MTX grubuna ait bir siganin hipokampiisiinde NeuN immunreaktivitesi,
Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 100 pm.

() ~

Sekil 4.40. MTX + HB grubuna ait bir si¢canin hipokampiisinde NeuN
immunreaktivitesi, Strept-avidin immunoperoksidaz boyamasi, DAB, Bar; 100 um.
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5. TARTISMA VE SONUC

Hipokampal norogenezle iligkili bilissel bozukluklar1 kemoterapotik ilaglar
uyarmaktadir. Memeli beynindeki noéral Onciilerden yeni islevsel ndronlarin
tiretilmesi siireci olarak tanimlanan SGZ'deki hipokampal nérogenez yasam boyunca
devam eder. Yetiskin hipokampiisiinde yeni néron {iiretimi O6grenme ve hafiza
olusumunda etkilidir ve esas olarak yeni dogan hiicrelerin hayatta kalmasina baghdir

(Kempermann ve ark., 2015).

Kemoterapotik ilaglar potansiyel olarak hipokampal norogenezle iliskili biligsel
bozukluklar1 uyarmaktadir. Memeli beynindeki ndral onciillerden yeni fonksiyonel
noronlarin {iretilmesi olarak tanimlanan SGZ'deki hipokampal noérogenez siireci
yasam boyunca devam eder. Yetigkin hipokampiisiindeki yeni noron iiretimi,
O6grenme ve hafiza olusumunda rol oynar ve oncelikle yenidogan hiicrelerinin hayatta

kalmasina baglidir (Chen ve ark., 2014).

Bu calisma, hiicre boliinmesi, hayatta kalma ve olgunlasmamis noronlar1 6lgmek i¢in
sirastyla Ki-67, Nestin, DCX ve NeuN immiin boyama kullanilarak hipokampal
norogenez ile iliskili olan MTX kaynakli hafiza eksikligini azaltmada hiperbarik
oksijen tedavisinin avantajlarin1 belirlemek igin tasarlanmigtir. Bu ¢alismanin
sonuglart MTX'in hipokampiisiin SGZ'sinde Ki-67, Nestin, DCX ve NeuN pozitif
hiicrelerin sayisin1 azalttigini gostermektedir. MTX'in sigan hipokampal DG'sinin
SGZ'sinde hiicre cogalmasi, hayatta kalmasi ve farklilasmasinda azalmaya neden
olmas1 muhtemeldir (Seigers ve ark., 2008; Seigers ve ark., 2009; Lyons ve ark.,
2011). Proliferasyondaki bu azalma, folat metabolizmasinda dihidrofolat rediiktaz
(DHFR), timidin sentaz (TS) ve aminoimidazol karboksamid riboniikleotid (AICAR)
transferazin inhibisyonu yoluyla gergeklesir. Bu enzimlerdeki azalmalar folatin
tetrahidrofolat aside (THFA) doniisiimiiniin artmasina neden olur, bu da piirin ve

pirimidin sentezini azaltir, apoptozu indiikler ve norogenezi inhibe eder (Genestier ve
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ark., 2000). Ayrica MTX, mikroglia aktivitesi ve sitokin kinaz salinimi yoluyla
hipokampiise kan akisinin azalmasima neden olarak ndronal inflamasyon, hiicre
Oliimii ve reaktif oksijen tlirlerinin (ROS) ¢ogalmasina yol agar. Bu olumsuz etkiler
hipokampal hiicre ¢ogalmasini ve farklilasmasini biiyiik olgiide engeller. MTX
sadece hipokampiisteki ndrogenezi olumsuz etkilemekle kalmaz, ayni zamanda
uzamsal, uzamsal olmayan ve epizodik hafizay1 da bozar (Genestier ve ark., 2000;
Seigers ve ark., 2008).

MTX'in hafiza bozuklugunu tetikledigi ana mekanizma, hiicre i¢i aktive edilmis
folatlarin azalmasi yoluyla olabilir, bu da DNA, RNA ve protein sentezinin
bozulmastyla sonuglanir. Buna goére MTX, yeni iiretilen hipokampal noronlarin

iiretimini baskilayabilir ve biligsel bozulmaya yol acabilir.

Ayrica MTX kemoterapisinden sonra hipokampusun SGZ'sinde hiicre ¢ogalmasi,
hiicre hayatta kalmasi ve yeni dogan ndronlarin sayisinda azalmalar bulduk; bu da
MTX'in  hipokampal norogenezde azalmalara neden oldugunu kuvvetle
diistindtiriiyor. Endojen bir protein belirteci olan Ki-67, hiicre boliinmesi sirasinda
(G1, S, G2 ve mitoz asamalar1) eksprese edilir ve yetigkin beyninde yeni néronlarin
{iretiminin baslatilmasina yardimei olur. ilging bir sekilde DCX, hiicre ¢ogalmasi
seviyeleriyle iliskilidir ve 0Ozellikle olgunlasmamis noronlarda eksprese edilir

(Kremer ve ark., 2004).

Norogeneze iligkin sonuglarimiz, hipokampal norogenezin MTX kemoterapisi
tarafindan  baskilandigi  onceki birkag c¢alismanin  bulgulariyla  paralellik
gostermektedir. Bir c¢alisma, MTX uygulamasindan sonra hipokampal hiicre
cogalmasinin azaldigini buldu ve bir digeri, MTX ve 5-FU kombinasyonunun
uygulandigr sicanlarda DCX eksprese eden olgunlasmamis ndronlarda bir azalma
buldu, Ek olarak, MTX ile tedavi edilen sicanlarda hiicre cogalmasinda, hiicre
hayatta kalmasinda ve olgunlasmamis néronlarin sayisinda azalmalar bulunmustur.
Bu bulgular, yeni dogan noéronlarin iiretiminin, hipokampusa bagli anilarin olusumu
icin gerekli oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, hiperbarik oksijenin MTX ile
birlikte uygulanmast durumunda hipokampal norojenezdeki bu bozukluklarin

diizeldigini bulduk; bu da hiperbarik oksijenin yetiskin sicanlarda MTX
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kemoterapisinin neden oldugu hiicre ¢ogalmasi, hiicre sagkalimi ve olgunlasmamis

noron sayisindaki azalmalari 6nledigini gosteriyor (Brown ve ark., 2003).

Sonug olarak; metotreksat verilen grupta salin ve hiperbarik oksijen verilen gruba
gore tiim antikorlar i¢in immunohistosal boyanma yogunlugunun azaldigi
goriilmiistiir. Buna karsin Mtx + hiperbarik oksijen uygulanan grupta metotreksat
grubuna gore immunohistosal boyanma yogunlugunun salin kontrol ve hiperbarik

kontrol grubuna benzer oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen bulgular 1s181nda yapilan ¢alismayala hiperbarik oksijen uygulamasinin
metotreksat kullanimini gerektiren hastalik durumlarinda hastaya destek tedavi
olarak olumlu etkileri olabilecegi, ileride olusabilecek bazi noérodejeneratif
hastaliklarin Onlenebilmesi i¢in yeni bir alternatif tedavi yoOnteminin Oniinii

acabilecegi diistiniilmektedir.
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