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OZET

DENEYSEL TRAVMATIK BEYIN YARALANMASINDA

ERITROPOETIN VE KOK HUCRELERIN ETKIiSi

Tung Ata, Melek
Yiiksek Lisans Tezi, Fizyoloji ABD

Tez Yoneticisi: Prof.Dr.Giinfer Turgut

Ocak 2014, 74 Sayfa

Travmatik beyin hasar1 (TBH)’nda eritropoetin ve kok hiicrelerin iyilesmedeki
etkisini arastirmayr amaglayan bu cahsmada deney hayvam olarak ortalama
agirhgr 200-250 gram olan 6-8 ayhk 29 adet Wistar Albino cinsi sican
kullanilmistir. Deney hayvanlan rastgele ayrilarak 4 ayn c¢alisma grubu
olusturulmustur; Kontrol (K), Eritropoetin (EPO), Kok hiicre (KH), Kok
hiicre+Eritropoetin (KH+EPO). K grubuna sadece TBH yapilmistir. EPO grubuna
TBH’dan yarim saat sonra intraperitoneal (i.p.) 1000 U/kg EPO verilmistir. KH
grubuna hasar bolgesine 3x10° miktarinda CD34+ kok hiicre siispansiyonu
verilmistir. KH+EPO grubuna ise TBH’dan yarim saat sonra i.p. olarak 1000 U/kg
EPO ve hasar bolgesine 3x10" miktarinda CD34+ kok hiicre siispansiyonu
uygulanmistir. TBH olusturmadan once ve hasar olusturduktan sonra yedi
haftahk takip boyunca sicanlarin motor Kkoordinasyon ve performans
degerlendirmesi rotarod performans testi ve egik diizlem testi ile yapilmistir. Yedi
haftalik iyilesme takibi sonunda beyin dokular1 radyolojik ve histopatolojik acidan
degerlendirilmistir. TBH sonrasinda gruplar arasinda rotarod performans test
sonuclart degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh
farkhiik bulunmamistir. KH+EPO grubunda K, KH ve EPO grubuna gore, KH
grubunda K ve EPO grubuna gore, EPO grubunda ise K grubuna gore egik
diizlem test sonuclar1 degerlendirildiginde gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamhdir. KH+EPO grubunda K, KH ve EPO grubuna gore, KH
grubunda K ve EPO grubuna gore, EPO grubunda ise K grubuna hasar
iyilesmesinin daha iyi oldugu hem histolojik hem de radyolojik bulgularda
gorillmiistir. Bu c¢aliymanin sonucunda KH ve EPO ayn ayn verilmesinin
norolojik fonksiyon ve hasar iyilesmesi iizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugunu
soyleyebiliriz. Buna ilaveten bulgularimiz birlikte verilmelerinin iyilesmedeki
olumlu etkilerinin tek tek verilmelerinden daha giiclii oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Travmatik beyin hasari, kok hiicre, eritropoetin
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ABSTRACT

EFFECT OF ERYTHROPOIETIN AND STEM CELLS AT
EXPERIMENTAL TRAUMATIC BRAIN INJURY

Tung Ata, Melek
M. Sc. Thesis in Physiology
Supervisor: Prof.Dr.Giinfer Turgut

January 2014, 74 Pages

In this study, we aimed to investigate the effect of healing of erythropoietin and
stem cells in traumatic brain injury (TBI), Twenty nine wistar albino rats who had
the average weight 200-250 g in 6-8 month were used. The experimental animals
were randomly divided into four different working groups: Control (C),
Erythropoietin (EPO), Stem cells (SC) and Stem cell + Erythropoietin (SC+EPO).
K group was created only TBI. In EPO group, 1000 U/kg EPO was given
intraperitoneally at the 30 minutes after TBI. Immediately after formation TBI
amount of 3x10" CD34+ stem cell suspension was injected directly onto the defect
area. Immediately after formation TBI in an amount of 3x10* CD34+ stem cell
suspension to the defect area+half an hour after TBI i.p. 1000 U/kg EPO were
injected. Before creating TBI and after damage during seven weeks experimental
damage period to rats for the measurement of motor coordination- performance
was performed rotarod performance and inclined plane test. At the end of the
seven-week experimental period brain tissues evaluated in the sense of were
radiological and histopathological. Rotarod performance test did not change
remarkably even after the injury. KH+EPO group compared to K, EPO and KH
groups, KH group compared to K, EPO groups, EPO group compared to K, the
were found positively statistically significant differences in the inclined plane test
results and healing damage. As a result of this study we can say that separately
given KH and EPO have positive effect on the healing damage and neurological
function. Furthermore, our findings suggests that their administration is more
powerfull than their coadministration in the positive effects in healing.

Keywords : Traumatic brain injury, stem cell, erythropoietin
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1. GIRIS

Oliimlerin en sik nedenleri icerisinde vaskiiler hastaliklar ve kanser ilk iki siray1
almakla birlikte {iglincii en sik sebep trafik kazalaridir. Motorlu tasitlarin daha yaygin
olarak kullanilmasi, siddet olaylarmin daha sik goriilmeye baslamasit nedeniyle
travmatik beyin hasar1 (TBH) olan hasta sayis1 giin gectik¢e artmaktadir ve buna bagh
olarak da éliimler gergeklesmektedir (Lynge 1984, Okten vd 1997, Dawodu 2008 ).

TBH ‘na bagl gelisen 6liimlerin yaklasik %901 ilk 48 saat i¢inde ger¢eklesmekte ve
bunun kontrolsiiz kafa i¢i basing artisma bagh oldugu diistiniilmektedir (Gentry 1994,
Eugene vd 2008 ). TBH; direkt darbe, delici bir alet veya bir patlamadan kaynaklanan
dalgalar sonucu olusan dis etkinin neden oldugu beyin hasarini iceren heterojen bir
hastaliktir. Bu etkilerin kaynagi, yogunlugu, yoni ve siiresi hasarmn seklini ve

sonuglarmi belirler (Maas vd 2008).

Travmatik beyin yaralanmalarinda asil 6liim sebebi kafa travmasi ile birlikte olan
primer yaralanmadir ve travma sonrasi birka¢ dakika veya saatler icinde gelisen
sekonder yaralanma ile mortalite ve morbidite artmaktadir. Kafa travmasmin akut
etkilerini ya da ge¢ sekonder hasarmni azaltmak i¢cin yeni ufuklar acgabilecek ve yol
gosterici olacak tedavi stratejilerini arastirmak i¢in mekanik beyin yaralanmasini temsil

eden hayvan modelleri gelistirilmistir (Bontke ve Boake 1996).

Gliniimiizde kafa travmasindan sonra ortaya c¢ikan TBH medikal ve cerrahi
tedavideki gelismelere karsin hala 6nemli bir saglik problemi olmaya devam etmektedir.
Travma sonucu santral sinir sisteminde ilk olarak primer beyin hasar1 ortaya ¢ikmakta,
primer beyin hasari; deri yaralanmasi, kafatas1 kiridi, diffiiz aksonal hasar (DAH) ve
intrakraniyal kanamalar1 igermektedir. Ancak kafa travmasi sonucu olusan hasardan
sadece primer hasar sorumlu degildir. Primer beyin hasarini takiben ortaya ¢ikan birgok
karmasik fizyopatolojik olaylara bagl olarak saatler veya giinler sonra sekonder beyin

hasar1 olugsmaktadir (Maas vd 2008).
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TBH yiiksek oranda gengleri etkilemesi ve hayatta kalanlarda ileri fonksiyonel
kisitlamalarin goriilmesi nedeniyle, ayn1 zamanda 6nemli bir sosyal saglik problemdir.
TBH ‘nin fonksiyonel kisitlilik veya psikososyal morbidite en belirgin sonucunu
olusturur ve kendine bakim, sosyal entegrasyon, is bulma ve ailesel sorunlar gibi
problemler ise uzun donem ekonomik ve sosyal sonuglardir (Dikmen vd 2003).

Norotravmali hastalarin ilk yardim, bakim ve tedavisindeki ilerlemelerin sonucunda
son yirmi yildir TBH gegiren hastalarin hayatta kalma oranlar1 giderek yiikselmistir.
TBH zamanin baslangicindan bu yana 6liim ve sakatliga sebep olmaktadir. Ancak kalp
hastaligi, felg, meme kanseri veya diyabet gibi hastaliklarin aksine klinik bakim ve
arastirmanin ilgi alanma ¢ok geg girebilmistir. Ileri bilgi ve tecriibeye dayah girisimlerin
gerekli oldugu ve yiiksek beklentilerin bulundugu bu alanda bilgi birikimi ve gelisimi
halen erken ddnemlerindedir. Ozellikle uygulanan tedavi ve girisimlerin etkinligini

degerlendiren ¢alismalar olduk¢a smirlidir (Gordon vd 2006).

Bu bilgiler 1s1ginda c¢alismamizda TBH olusturulmus sicanlarda kok hiicre ve
eritropoetinin (EPO) motor performans ve hasar iyilesmesi tizerindeki olumlu etkilerini

gormeyi amagladik.
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2. KURAMSAL BiLGILER VE LITERATUR TARAMASI
2.1. Kafa Travmalan

TBH; fiziksel, biligsel ve psikososyal fonksiyonlarda bozulma ile neticelenen bir
yaralanmadir (Okie 2005). Bu yaralanmalarla sinir liflerinin harabiyeti, beyin
dokusunun hasari, beyin sap1 yaralanmalar1 ve beyin 6demi olugsmaktadir (Krych ve

Ashley 1995, Ozyurt ve Uzan 1997, Secer vd 2007 ).

TBH cogunlukla trafik kazas1 ve diismelere bagli olarak goriilmektedir (Ozyurt ve
Uzan 1997, Xydakis vd 2005). Bas agrisi, biling kaybi, bulanti, motor ve bilissel
etkilesimler yaninda depresyon, duygusal ve davramigsal degisiklikler yaygm olarak
goriilmektedir (Secer vd 2007). Bu hastalarda 6grenme, anlama, iletisim, hareket,
giinliik aktiviteler, kisisel bakim, sosyal davranislar gibi giinliik rutin aktiviteleri iceren
fiziksel ve zihinsel fonksiyonlar etkilenmektedir (Corrigan ve Deming 1995). Ortaya
¢ikan bulgular, yaralanma siddeti ve kisilik 6zelliklerine gore degisiklik gostermektedir.
Bulgularin ¢esitliligi tedavinin uzun siireli olmasma yol agmaktadir (Liebenberg vd
2005). TBH’Ii hastalarin tedavisinde diger medikal cerrahi tedavilerin yaninda
rehabilitasyon uygulamalari 6nemli bir yer tutmaktadir (Katz ve Alexander 1994,
Zafonte vd 1997, Bogner vd 2001). Motorlu tasitlarin daha yaygin olarak kullanilmasi,
siddet olaylarmin daha sik goriilmeye baslamasi ve yaslanma siiresinin uzamasiyla
diismelere bagl olarak TBH’li hasta sayis1 giin gegtikce artmaktadir. Norotravmali
hastalarin ilk yardim, bakim ve tedavisindeki ilerlemelerin sonucu olarak son yirmi
yildir TBH geciren hastalarin hayatta kalma oranlar1 giderek yiikselmis ve bu hastalar
rehabilitasyon {initelerinde daha sik goriiliir hale gelmistir (Gordon vd 2006).

2.1.1. Kafa Travmalarmin Siniflandirilmasi

TBH terimi, beyinde bir dis kuvvetin etkisiyle olusan tiim hasarlar1 tanimlamak icin
kullanilmaktadir. Eskiden kullanilan kafa travmasi gibi terimlerin artik kullanilmamas1
hastalarda beyin yaralanmast olmadan kafa travmasi ya da kafada hasar olmadan beyin
yaralanmasi1 gelismesinden ileri gelmektedir (Newbery 2003). Travmatik beyin hasari;
kapali kafa yaralanmasi, agik kafa yaralanmasi ve penetran kafa yaralanmasi seklinde

smiflandirilabilir. Kapali ve agik kafa yaralanmasi terimleri kafa ile delici bir cisim
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arasinda olan ¢arpigsmalar1 tanimlar. Kapali kafa travmasi beyin zarinin saglam oldugu
ve mekanizmast daha ¢ok akselerasyon-deselerasyon sonucu meydana gelen diffiiz
aksonal hasar (DAH)’dir (Anderberg vd 2007). Agik kafa travmasi ise beyin zarmin
acildig1 yaralanmalar1 tanimlar. Penetran kafa travmasi yabanci bir cismin beyin zarini
delerek beyne girdigi atesli silah yaralanmalar1 veya bigakla yaralanma seklinde olusan

yaralanmalardir (Newbery 2003).
2.1.2. Kafa Travmalarinin Fizyopatolojisi

Kafa travmalarinin fizyopatolojisi birincil ve ikincil hasar olmak tizere ikiye ayrilir.
Birincil hasarlar ¢arpma sirasinda meydana gelen hasarlar olup ikincil hasarlar, bu
stirecin sonucunda ortaya ¢ikan hasarlardir. Birincil hasarlar, beyin metabolizmasinda,
iyon dengesinde, kafa i¢i kan akimimda, beyin sivi boliimlerinde ard arda ikincil

degisikliklerin olusmasini tetikler (Erdogan vd 2004).
2.1.2.1. Birincil Hasarlar

Primer yaralanma serebral hasar, intrakranial hematom (epidural, subdural,
subaraknoid), aksonal yaralanma ve akselerasyon-deselerasyon sonucu meydana gelir
(Greenwald vd 2003). Primer beyin hasarinda makroskopik diizeyde bakildiginda beyaz
madde yollarinda kopma, fokal hasarlar, intraserebral diffiiz veya ekstra serebral
hematomlar ve diffiiz 6dem goriilebilir. Hiicresel diizeyde ise, ilk hasardan dakikalar ya
da saatler sonra, membranlarda kiigiik deliklerin olusmasi, iyon kanallarindan sizintilar
ve proteinlerde yapisal degisiklikler gibi erken sinir hasar1 bulgular1 ortaya ¢ikar.

Siddetli yirtilmalar mikro kanamalara neden olabilir (Maas vd 2008).

Patofizyolojik olarak primer beyin hasari, fokal ve diffliz olarak ikiye ayrilmaktadir.
Fokal beyin hasarinda kubbe ve kaide kiriklar1 gibi kafatas1 kiriklari, hasar ve
hematomlar goriiliir (Maas vd 2008). Diffliz aksonal yaralanma, TBH nedenlerinin
%40-50’sidir. Travmadan sonra suur kaybinin en 6nemli nedenidir (Warner vd 2010,
Sharp vd 2011 ). Diffiiz aksonal yaralanma, genellikle motorlu ara¢ kazalarindan sonra
fokal ve diffiiz beyin travmasinda travmanin siddetinden bagimsiz olarak olustugu gibi
iskemi sonucu da ortaya cikabilir (Fork vd 2005). Beyin ve beyin sap1 boyunca
aksonlarda morfolojik ve fonksiyonel hasarla karakterizedir ve beyaz cevherde diffiiz
dejenerasyona yol agar (Aarabi 2003). Travmay1 takiben gelisen primer beyin hasarinda

DAH’nin karakteristik 6zellikleri olarak, sisen aksoplazmaya ait belirgin bir sekle sahip
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olmayan ve retraksiyon toplar1 olarak adlandirilan, beyaz cevher icerisine dagilmis
aksonal pargalanmalar goriilir (Bakir vd 2005). Travmatik diffiiz aksonal yaralanma,
serebral atrofi ile iliskilendirilse de beyaz madde hacmi ile afferent ve efferent aksonal
yollarin travmatik aksonal yaralanma ile iligkisi bilinmemektedir. Aksonal hasar i¢in
0zgil immunohistokimyasal belirtecler, gelismis goriintiileme teknikleri ve serum
biyobelirteglerinin kullanilmasi ile beyaz cevher hasarinin ilerleyen ve gecikmis
dejeneratif bir siire¢ oldugu orta ve siddetli TBH da olusabilecegi gdsterilmistir. \Warner
ve ark. yapmis oldugu calismanin sonucu, travmatik aksonal yaralanmanin post
travmatik atrofinin birincil mekanizmasi olabilecegini gostermektedir (Warner vd

2010).
2.1.2.2. ikincil Hasarlar

Kafa travmalarida ikincil hasarlar, travmayi takiben ilerleyen dakikalar, saatler veya
giinler igerisinde primer travmaya cevap olarak gelisen kafa i¢i basing artisi,
hipoksi/iskemi, beyin 6demi ve dokunun fazla kanlanmas1 olarak goriilebilen bir¢ok
fizyopatolojik olay1 takiben gelisen beyin harabiyetini ifade eder (Tisdall ve Smith
2007, Werner ve Engelhard 2007, Umamaheswara ve Radhakrishnan 2008). Noronal
harabiyet ve hiicre 6liimiine yol agarak klinik kotiilesme olusturur (Czosnyka vd 2001).
Kafa i¢i basing artigi, serebral perfiizyon basing azalmasi, noral hiicre membran
harabiyeti gibi olaylar goriilir (Greenwald vd 2003). Travmadan sonraki ilk 24 saat
icinde serebral kan akimi normal bireylerdekinin yarisina kadar inmekte ve iskemik
smirlara varmaktadir. Yapilan otopsilerde %80 oraninda post travmatik iskemik
lezyonlara rastlanmistir (Bakir vd 2005). Akut kafa travmasinda kafa i¢i basmciin
artmasi serebral kan akimini azaltir. Bunun sonucu olarak beyine gitmek {izere arkus
aorta ve karotid arterlerden gecen kan miktar1 azalir. Azalan kan akimina bagl olarak
aortik ark ve karotid siniiste bulunan baroreseptorlerden kalkan impulslar bulbusta
bulunan vazomotor refleksi uyararak kalpten pompalanan kani artirir. Boylece sistemik
arteryel kan basinci artarak serebral kan akimi gergekleserek beyin dokusunun
beslenmesi saglanir. Birincil mekanizmalar yaralanma aninda olustugu halde sekonder
yaralanma, birincil mekanizmalara organizmanin yanitidir ve her ikisi de fokal veya

diffiiz olabilir (Marmarou vd 1991).
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2.1.2.3. Iyonik Akislara Bagimh Hiicre Hasar

Travmatik beyin hasarinda ortaya ¢ikan noronal membran iyon gecirgenliindeki
degismeler hiicresel enerji ihtiyacini degistirir ve boylelikle metabolik siire¢ etkilenir.
Akut metabolik degisikliklere ek olarak noronal hiicrelere hasar veren veya hiicre
Oliimiine sebep olan ekstraselliiler-intraselliiler iyon dengesinde bozulmalar goriiliir

(Wolf vd 2001).
2.1.2.3.1. Kalsiyum

Beyaz ve gri cevherdeki sekonder hasarm ilerlemesinde, anormal kalsiyum dengesi
onemli rol oynamaktadir. Sinir hiicre hasari, eksitotoksik hiicre 6limii, programlanmig
hiicre dliimiiniin baglamasi1 ve postsinaptik reseptor modifikasyonlar1 ile iliskilidir.
Aksonal hasarda kalsiyum, aksonlar arasindaki baglantmin kesilmesi ile sonug¢lanan
olaylar siirecini baglatir. Hem sinir hem de aksonal hasarda fazla kalsiyum erken
mitokondriyal sisme ile iliskilidir (Wolf vd 2001). Mitokondri tarafindan fazla kalsiyum
tutulmas1 kendi membraninda depolarizasyona, membran permeabilite ge¢is porlarinin
acilmasina ve programlanmis hiicre 6liimii faktorlerinin saliniginin baglamasia neden
olur (Maxwell vd 1997). Mitokondriyal fonksiyonun kaybolmasi yalniz kalsiyum
tamponlama kapasitesini elimine etmez, ayn1 zamanda ATP bagimli iyon pompalarmin
bozulmasi ile sonuglanan kalsiyum akisma katkida bulunur. Beyaz cevherin sekonder
hasarinda 6nemli diger mekanizma aksonal membranin hiicre dis1 kalsiyumun gegisine
izin verir hale gelmesidir (Posmantur vd 1997). Aksonda kalsiyumun artmasi sonucu,
ana yapisal proteinleri indirgeyen enzimler uyarilir ve aksonun seklinin korunmasimdan
ve transporttan sorumlu proteinler zarar goriir. Tiim bu olaylar tasinmig proteinlerin
birikimine, aksonal ddeme ve sonunda iletimin bozulmasina neden olur (Huang ve
Wang 2001). Travmatik beyin yaralanmasinda yaralanmaya yanit olarak hiicresel
diizeyde glutamat salgilanmasi AMPA (amino-3-hydroxyl- 5-methyl-4-isoxazole
propionate) ve NMDA (N-Metil-D-Aspartat) reseptorlerini aktive ederek kalsiyum ve
sodyum nodronal gegisini artirir. Sodyum/potasyum oranimi saglayabilmek i¢in ndronal
enerji depolar1 bosalir, ndronal hiicre membraninin harabiyeti ile serbest radikaller ve
oksidanlar c¢ikar ve bunlar glutamatin artisina, dongiliniin devamma yol acar.
Intraselliiler kalsiyum artis1 ile kaspaz gibi enzimler ndronal apopitozise yol agar ve bu

durum TBH’de devam eden engel durumdur (Meythaler vd 2001, Blumenthal 2002).
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2.1.2.3.2. Magnezyum

Beyinde glikoliz ve oksidatif fosforilasyon, DNA ve RNA sentezi, hiicresel solunum
ve ATP gerektiren biitiin enzim tepkimelerinde yer alir. Magnezyum iyonlar1 noronal
kalsiyum kanallarindaki kalsiyum iyonu akigmni diizenleyerek noronal nitrik oksit
iretiminin  diizenlenmesine yardimec1 olur. Magnezyum intrasellilar sodyumun
devamint ve potasyum diizeyini diizenlemeye katkida bulunur ve kalsiyumun
“fizyolojik antogonisti” olarak adlandirilir. Magnezyumun NMDA reseptorleri tizerinde
agr1 iletimini inhibe edici etkisi vardr ve NMDA-aracili eksitotoksiteyi durdurabilir

(Lescot vd 2007).
2.1.2.3.3. Potasyum

Travmali beyin hasari takip ederek, intraserebral mikrodiyaliz ile ekstraselliiler siv1
icine hasarli norondan biiyiik potasyum ¢ikisi oldugu gosterilmistir. Bu birgok

muhtemel mekanizmalarla agiklanabilir. Bu mekanizmlar;

1) Beyinin Ozellikle hasar veya kanamalara maruz kalan bélgelerinde, plazma

membranlariin belirgin olmayan bozulmalari,

2) Noral dokunun kendisi i¢inde kendisi iginde deformasyonu néronal ateslenmeyle
sonuglanabildiginden, noronal bosalmalarla iliskili olan voltaj-kapil1 potasyum kanallar1

boyunca potasyum akisi,

3) Eksitator aminoasit reseptorlerinin yonlendirdigi ligand-kapili iyon kanallarinin
acilisini, bunlar da, yayilan depresyona, biling kaybma ya da siddetli kafa hasar1 sonrasi

goriilen otonomik fonksiyon bozukluguna katkida bulunur (Lescot vd 2007).

2.1.2.4. Eksitotoksisite

Eksitotoksisite terimi ilk kez 1969’da Olney tarafindan beyinde asir1 glutamat
varligina bagli ndronal yaralanmayr tanimlamak i¢in kullanilmistir (Olney 1969).
Glutamatin bir¢ok farkli noral sistemde ndrotransmitter olarak kullanildigina ve memeli
beyninde ¢cogu eksitatdr sinaptik transmisyona aracilik ettigine inanilir. Glutamat santral
sinir sisteminin en Onemli eksitatdr norotransmitteridir. Glutamat normal beyin
fonksiyonu i¢in gerekli olmasina karsimn, glutamatin asir1 miktarmin varligi eksitotoksik

hiicre Oliimiine yol acgabilir (Dumont vd 2001). Spesifik membran reseptorleri ile
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etkileserek duysal enformasyonun iletilmesi, motor aktivite, spinal reflekslerin
diizenlenmesi, hafiza ve 6grenme gibi bir¢ok fonksiyonda 6nemli rol oynar (Levi ve
Brimble 2004). Normalde sinaptik araliga salinan glutamat konsantrasyonu ¢ok yiiksek
seviyelere ¢ikabilmekte ancak bu kadar yiiksek konsantrasyon sadece birkag milisaniye
stirmektedir. Siire uzadiginda ise ndronal glutamat reseptorlerinin asir1 uyarilmasi
ndronlar1 Oldiirlicii bir eksitasyonla karsi karsiya birakmaktadir. Eksitotoksisitenin
serebral hasarlanmalardan sonraki harabiyetten sorumlu oldugunun fark edilmesi
hipoksi ve serebral etkilerinin arastirildigi calismalarin sonucunda elde edilmistir.
Deneysel hayvan ¢alismalarinda glutamat reseptér antagonistlerinin mikroenjeksiyonu
ile iskemiye bagli néronal hasarlanma Onlenebilmekte, glutamat ve aspartat gibi
eksitator transmitterlerin hiicre dis1 konsantrasyonlarinda artig goriilmektedir (Kumral

vd 2005).

Eksitator aminoasitlerin norotoksik etkilerini agiklamak amaciyla bir¢ok mekanizma
ileri siirtilmiistiir. Eksitotoksinler tarafindan tetiklenen hiicre 6liimii; akut ndronal
sismeye Onciiliik eden sodyum ve klorun ve daha sonra gecikmis hasara neden olan
kalsiyumun hiicre i¢ine girmesini saglayan 6zel reseptorler tarafindan yonetilir. Bu
reseptorler 3 ana gruba ayrilir. Bunlardan biri voltaja bagl olarak calisan NMDA
reseptorleri olup glutamik asit baglanmasi sonrasinda sodyum ve kalsiyumun hiicre
icine girisine, potasyumun hiicre disina ¢ikisma neden olur. Diger bir reseptor ise;
AMPA olup voltaj bagimsiz olarak ¢alisir. Bunun aktivasyonu ile sodyum hiicre igine,
potasyum hiicre disma dogru c¢ikar. Ugiincii grup reseptdrler ise; metabotropik
reseptorlerdir. Bunlar, aktive olduklarinda fosfolipaz-C’yi aktif hale getirerek hiicre
icinde baglh olarak bulunan kalsiyumun serbest hale getirilmesini saglarlar (Kumral vd
2005). Glutamat reseptor aktivasyonu erken evrede hiicre i¢i sodyumun artisina, bu ise
sitotoksik 6dem, intraselliiler asidoz ve lizise yol acar. Na-K ATPaz mekanizmasindaki
yetmezlik ise sodyum ve suyun hiicre i¢i birikimini arttirir. Bir sonraki asamada
kalsiyumun hiicre i¢ine akimi artar, bu ise kalsiyum bagimli proteaz ve lipazlarin
aktivasyonuna yol acarak hiicre membraninin ve noroflamanlarin hasarma neden olur.
Sonugta; hiicre i¢i kalsiyum birikimi santral sinir sistemindeki toksik hiicre 6limiiniin
son ortak yolu olarak belirtilmektedir. Glutamat ndrotoksisitesi ayrica lipid
peroksidasyonunun baglamasi, Na-K ATPaz aktivitesinin engellenmesi, mitokondriyal
solunum enzimlerinin engellenmesi, gliseraldehit-3 fosfat dehidrogenaz engellenmesi

gibi mekanizmalarla noronal Oliimii siddetlendiren, reaktif oksijen ve nitrojen
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iiriinlerinin meydana gelmesi ile sonuglanan birtakim olaylar zincirini baglatir (Dumont

vd 2001).

Rodent ve primatlarda glutamat antagonistlerinin kafa travmasinda néron koruyucu
oldugu bildirilmistir. Bu sonuca gore iskemi sirasinda ekstraselliiler yogun glutamat
birikimi glutamat reseptorlerini uyarmakta, bu da noronal 6lime neden olan bir dizi

reaksiyonun tetigini gekmektedir (Levi ve Brimble 2004).
2.2. Kok Hiicre

Kok hiicreler viicudumuzda biitiin doku ve organlar1 olusturan ana hiicrelerdir.
Heniiz farklilasmamis olan bu hiicreler sinirsiz boliinebilme ve kendini yenileme, organ
ve dokulara doniisebilme yetenegine sahiptir. Viicudumuzdaki hiicrelerin belli bir hedefi
vardir ve boliindiiklerinde yine kendileri gibi bir hiicre olustururlar. Kok hiicrelerin ise
bu sekilde belirlenmis bir gorevi yoktur. Aldiklar1 sinyale gore farkli hiicre tiirlerine
dontistirler. Bir kok hiicresinin hangi hiicreye doniisecegini hiicre ¢ekirdegindeki genler

belirler (Pamukcu vd 2007).

Bir hiicreyi kok hiicre olarak tanimlamak i¢in bes temel 6zellige sahip olmasi
gerekir; 1) Uzun zaman dilimleri boyunca bdliinebilme ve yenilenebilme yeteneginin
olmasi, 2) Ozellesmemis olmasi, 3) Kok hiicreden elde edilen yavru hiicre dzellesmis
hiicrelere kaynaklik edebilmesi (farklilasma), 4) Hasar goren aliciya nakil sonrasinda
kaynak dokuyu islevsel olarak tekrardan ¢ogaltabilmesi, 5) In vivo ortamda doku
hasarmin olmadig1 durumlarda bile farklilasmis kusaklara katki saglamasi (Karadz ve

Oval1 2004).

Kok hiicreler ¢ogalabilen ve ihtiya¢ duyuldugunda gorev yapacak olan hiicrelere
farklilagarak olgunlagsmasini saglayabilen hiicrelerdir. Bunun en iyi 6rnegi dollenmis
yumurtadir ki viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilme potansiyeli olan bu ilk embriyonel
hiicreye "totipotent" hiicre denmektedir. D6llenmenin yaklasik 5. giiniinde bu hiicreler
mezoderm, endoderm ve ektodermden koken alan ¢ok farkli hiicre ¢esidine
doniisebilme yetenegi olan "blastosist"e doniisiirler. Bu 6zellige sahip hiicrelere de
"pluripotent" hiicreler denir. Hayatm ilerleyen donemlerinde yerlestikleri dokunun
hiicre tipini lireten daha 6zellesmis eriskin tip kok hiicreler ortaya ¢ikar. Kemik iligi kok
hiicreleri gibi olan bu hiicrelere de "multipotent" hiicreler denir (Pittenger vd 1999, Ural
2006, Herzog vd 2003).
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Kisaca kok hiicreyi 3 grup altinda inceleyebiliriz; 1.Grup: embriyo kaynakli kok
hiicreler: embriyonik kok hiicre ve embriyonik germ hiicreler, 2-Grup: yeni dogandan
alinan kok hiicre: insan kordon kanindan elde edilen kok hiicre ve fetal kaynakli ndronal
kok hiicre, 3-Grup: yetiskinlerden elde edilen kok hiicre: periferik kan kaynakli kok

hiicre, kemik iligi kaynakli kok hiicre ve stromal (mezenkimal) kdk hiicreler.
2.2.1. Emriyonik Kok Hiicre

Embriyonik kok hiicreler (EKH), memeli blastosistindeki i¢ hiicre kitlesi (IHK) nden
elde edilen 6zel hiicrelerdir. Kok hiicre kaynaklar: i¢inde plastisitesi en yiiksek olandir.
Iki 6nemli 6zelligi vardir; pluripotent 6zelligi ve kendini tekrar yenileyebilme.
Dollenmeden sonra i¢i sivi dolu kiire seklindeki blastosist yapist bir dis hiicre tabakasi
bir de IHK’den olusur. Her 3 germ yapragindan hiicrelere farklilasabilme 6zelligine
sahiptir. In vitro olarak pluripotent 6zelligini kaybetmeden biiyiiyebilir (Pamukeu vd
2007, Sue O’Shea 2004, Marques-Mari vd 2009). Pek ¢ok bilim adam1 bedeni olusturan
tim hiicre ve dokulara doniisebilme kapasitesi olan EKH’lerin arastirmalar agisindan
ideal oldugunu belirtmislerdir. Fakat EKH’ nin elde edilebilmesi i¢in yaklagik 5 giinliik
embriyo kullanilmas1 gerekmektedir, bu da etik ve politik tartigmalarin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Bu sebeple alternatif kok hiicre kaynaklar1 arastirilmaktadir

(Pamukgu vd 2007).
2.2.2. Embriyonik Germ Hiicre

Diger pluripotent hiicre tipi ise embriyonik karsinoma ve embriyonik germ
hiicreleridir. Embriyonik karsinoma kok hiicreleri kiiltiirde yayilarak ¢ogalirlar ve ayrica
3 germ tabakasinin tiirevlerini in vitro ya da in vivo teratokarsinoma olusturarak
meydana getirirler (Sue O’Shea 2004). Genel olarak insanlarda ve memelilerde
premidal germ hiicreleri (PGC) olarak bilinen germ hiicreleri spesifik bir pluripotent
popiilasyondan kéken alirlar. insanda ilk PGC emriyonun disinda geligir. Daha sonra
gelisen embriyoda gonadal ¢ikintiya gd¢ ederler. insanda bu goc 4. ile 6. hafta arasinda
gerceklesir (Marques-Mari vd 2009).

2.2.3. insan Kordon Kanindan Elde Edilen Kok Hiicre

Bebek ile anne arasindaki besin-oksijen trafigini diizenleyen yap1 gébek kordonudur.

Dogumdan hemen sonra bebekle beraber gobek kordonu da rahim disina atilir. Kordon
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kani, kordon i¢inde kalan kandir. 1980’li yillarin baginda yeni dogan bebeklerin kordon
kaninda da kok hiicrelerin bulunmasiyla kordon kanmnin da tedavi amacgh

kullanilabilecegi fikri ortaya atild1 (Low vd 2008).

Kordon kanida bulunan kok hiicreleri; dogumda kordon kani bagisiklik sisteminin
bir reaksiyonu sonucu bazi organlarda fonksiyon bozuklugu ile seyreden kompleks bir
hastaligin gelisimi agisindan riski azaltir, alictya tasmabilir enfeksiyon riski oldukga
diisiiktiir (Ramirez vd 2006, Inan ve Ozbilgin 2009). Diger dokularda bulunan kok
hiicrelere gore sayica ¢ok fazla olmasi, elde edilmesinin diger kok hiicre tiirlerine gore
daha kolay olmasi, elde edilmesi ve saklanmasi sirasinda digerlerine goére daha az risk
tagimasi, olas1 hastaliklarda ailenin tiim fertleri i¢in kullanilma ihtimalinin daha yiiksek
olmas1 (yani doku uyum sorununun azligi), atilacak olan kordonun degerlendirilmesi
sebebiyle israfi engellemesi, kemik iligi gibi dokulardan elde edilen kok hiicrelere gore
farklilasma 6zelliginin daha fazla olmasi gibi sebepler kordon kani kok hiicrelerini diger
kok hiicrelere gore daha avantajli kilmistir. Kordonun rahimden atilmasindan sonraki
yaklagik 3 dakikalik siirecte kordon i¢indeki damarlarda kan akis1 devam eder. Eger bu
siirede kordon kani alinabilirse 6zel kosullarda dondurularak uzun yillar saklanabilir

(Giza vd 2009).

Kordon kani kok hiicreleri dogum sirasinda bebegi anneye baglayan kordondan elde
edilirler. Bu hiicreler, her ne kadar erken gelisim doneminde elde edilmis olsalar da
yetigkin hiicre smifina girmektedir ve farkli doku ve hiicre tipi olusturma ozellikleri

benzer sekilde siirlidir (Low vd 2008).

Kordon kani, hematopoetik kok hiicre (HKH)’lerinin nakledilmesi i¢in bir kaynak
olarak kabul edilmektedir. Hem dogum oncesi donemde hem de dogumda HKH’ler
fetal dolasimda bulunur, fakat dogumdan birkag saat sonra eritrosit, 16kosit ve trombosit
gibi tiim kan hiicrelerinin Onciilerini saglayan kemik iligine go¢ ederler. Yaklasik 100
ml kadar olan bu kan dogumla birlikte atilir (Baytur Biilbiil ve Cihat 2004). Yeni
doganin gobek kordonunda CD34+ ve CD133+ hiicreleri iceren yaklagik olarak 300.000
kok hiicre bulunmaktadir. 1988 yilindan bu yana gobek kordonu kani birgok hastaligin
tedavisinde kullanilmaktadir. Bu hastaliklar falconi ve aplastik anemisi, 16semi, meme
kanseri, prostat kanseri, over kanseri, aplastik anemi, immiin sistem hastaliklaridir. Ayni

zamanda kemik iligi onarimi1 amagh kullanilmaktadir (Ramirez vd 2006).
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2.2.4. Fetal Kaynakh Noronal Kok Hiicre

Kok hiicreler, kendiliginden sonlanmis ya da ebeveynlerin izni ile ilgili hekimlerce
yasal ve sistemli olarak sonlandirilmis gebeliklerin sonucu olan fetiislerden elde edilir.
Fetal kaynakli noronal kok hiicreler, serebral kotekste, hipokampiis, striatum, olfaktor
bulbus, subraventrikiiler alan ve spinal kordda yer alir. Fetiis kok hiicresi, farklilagsarak
kromozom sayisini yartya indirip yumurta ya da sperm hiicresine doniisebilir. Ancak tek
basima bir organizmay1 olusturma becerisine sahip degildir. Bu hiicreler farklilasmamig

hiicreler olarak, sinir sisteminin en az bulunan ve en onciil hiicreleridir (Gu vd 2010).

Noronal kok hiicrelerin tasimasi gereken oOzellikler su sekilde belirlenmistir;
multipotent hiicre olmalar1 ve sinir sistemi hiicrelerinde noron, astrosit ve
oligodentrositlerin biitiin alt tiplerine farklilagabilme, sinir sistemi hiicre tiplerine
farklilasabilme ve sinir sisteminin hasarlanmis bdlgelerinde yeniden c¢ogalabilme
yeteneginde olmali, seri olarak nakil edilebilmeli, kendi kendini yenileyebilme, ayni
potansiyel ve ozelliklere sahip yeni hiicreler liretebilme yetenegine sahip olmalidirlar.
Fetiisten elde edilen kok hiicreler dogum oncesi gelisimin daha geg¢ sathasinda elde

edildigi igin cogalma potansiyeli EKH’ye gore daha azdir (inan ve Ozbilgin 2009).
2.2.5. Periferik Kan Kaynakh Kok Hiicre

Periferik olgun kan hiicrelerinin iiretiminden kemik iligi kaynakli hemopoetik kok ve
progenitor hiicreler (HSPC) sorumludur. Yetiskin memelilerde, HSPC’in biiyiik bir
kism1 kemik iliginde yer alir. HSPC’in periferik dolasima gdg¢ii yorucu fiziksel egzersiz,
kemokinler ve hematopoetik biiylime faktorlerine yanit olarak ortaya c¢ikabilir. Bu
mobilizasyon interlokin—8 ve Graniilosit Koloni-Stimiilan faktoriin kullanilmasiyla

olusabilir (Winkler ve Levesque 2006).

Normalde kanda c¢ok az sayida kok hiicre bulunur. Ancak nakil i¢in hiicre
toplanmadan Once vericilere biiyiime faktorleri denen ve hormona benzeyen maddeler
verilerek kok hiicrelerinin daha hizli biiyiimesi ve kemik iliginden kana geg¢mesi
saglanir. Gilinlimiizde HSPC’in elde edilmesi i¢in kemik iligi kullanimi giderek
azalmaktadir. Kemik iligi yerine daha ylizeyel ve kolay bir yontem olan c¢esitli

sitokinlerle uyarilmig periferik kan kullanilmaktadir (Giilen 2009).
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Gliniimiizde, periferik kan kok hiicreleri hem otolog kok hiicre transplantasyonu hem
de allojenik kok hiicre transplantasyonu ic¢in neredeyse kemik iligi kaynakli kok
hiicrelerin yerini almistir. Baglica avantajlari; genel anestezi gerektirmemesi, ayaktan
yapilabilmesi, daha az travmatik olmasi gibi uygulama kolayliklari; aferez Oncesi
transflizyon gereksiniminin daha az olmasi, trombosit siispansiyonu gereksiniminin

daha az ve hastanede kalis siiresinin daha kisa olmasidir (Couban vd 2002).
2.2.6. Kemik iligi Kaynakh Kok Hiicre

Kemik iligi, kemiklerin i¢cinde bulunan siingersi bir doku olup dolasimdaki kan
hiicrelerinin iiretim merkezidir. Kan hiicrelerinin iiretimi kemik iligi i¢inde yerlesmis
bulunan 6zellesmis bir grup hiicre tarafindan saglanmaktadir. Bu hiicrelere 'kemik iligi
kok hiicreleri' denir. Kemik iligi kok hiicreleri gerektiginde cogalip farklilagarak kan

hiicrelerini olusturmaktadir (Bianco vd 2001).

Kok hiicrelerin klasik kaynagi kemik iligidir. Uzun zamandwr kemik iliginden,
vericiden anestezi altinda genelde kalga kemiginden igne yardimi ile kemik iligi
hiicreleri elde edilmektedir. Bu hiicrelerin her yiiz binde biri uzun vadede kan
elemanlarini olusturan kok hiicrelerdir, digerleri stromal hiicreler, stromal kok hiicreler,
kan progenitor hiicreleri ve olgun beyaz ve kirmizi hiicrelerdir. Giinlimiizde biiyiik ve
karisik bir hiicre grubu icinde az sayida bulunabilen kok hiicrelerin taninmasi veya
tespiti floresanla aktive hiicre ayrrma ydntemiyle miimkiin olmaktadir. Insan HKH’leri
icin tanimlanmis belirtecler; Lin, CD34, CD38, CD43, CD45RO, CD45RA, CDS59,
CD90, CD109, CD117, CD133, CD166, HLA-DR dir. Klinik ¢aligmalarda temel olarak
CD34 belirteci kullanilmaktadir. Bunun nedeni bu hiicrelerin potansiyel olarak daha
aktif hiicreler olmasidir. Kemik iligi, periferik kan, gébek kordon kan1t HKH kaynagi
olarak kullanilmaktadir. Bu hiicrelerin en 6nemli 6zellikleri kendi kopyalarin1 yaparak
yine bir kok hiicre olarak yollarina devam etme veya farklilasarak bir progenitor hiicre
dizisine doniiserek bir¢ok olgun hiicre olusturabilmeleridir. Ayrica gd¢ yapabilme ve
programli hiicre Sliimii yoluna girebilme 6zellikleri de vardir. Diger kok hiicreler gibi
HKH’ler de bir¢ok farkli tipte hiicre ve dokuya farklilasma kapasitesine sahiptir. Kemik
iligi hiicrelerinin sadece kan hiicrelerine degil kas, beyin, karaciger, deri, akciger,
bobrek, barsak ve pankreatik hiicrelere doniisebildikleri gosterilmistir (Sekiya vd 2002,
Gtilen 2009).
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2.2.7. Stromal (Mezenkimal) Kok Hiicreler

Bugiinkii manada ilk mezenkimal kok hiicre (MKH) tanimlamasi 1999 yilinda
Pittenger ve arkadaslar1 tarafindan "Kemik iliginden kdken alan ve uygun uyaranlarla {i¢
temel seri; osteoblastik, adipositik ve kondrositik seriye farklilasabilen fibroblastoid
hiicrelerdir" seklinde tanimlanmstir (Pittenger vd 1999). Eriskinlerde MKH i¢in en iyi
kaynak kemik iligidir. Kemik iligini inceledigimizde iki ayr1 sistemden olustugunu
gormekteyiz; hematopoetik doku ve stroma. Onceleri kemik iligi stromal hiicrelerin,
ozellikle MKH’ler hematopoezi indiiklemek amaciyla kullanima girerken daha sonralari
in vivo ve in vitro g¢alismalarla aralarinda kas, sinir kemik, kalp, bobrek gibi
hematopoetik olmayan dokularin parankimal hiicrelerine farklilastigi gosterilmistir
(Pittenger vd 1999). Friedenshtein ve ark. ilk kez fetal buzagi serumu igeren kemik
iliginin ortama yayilmasi sonrasinda kemik hiicrelerine ve adipositlere farklilasan ve
fibroblastlara benzeyen yapigkan hiicre kolonilerinin gelistigini  gOstermistir
(Fridenshtein vd 2008). Sonraki ¢aligmalar bu hiicreleri multipotent kok hiicre kaynagi
olarak belirledi ve bu baglamda hiicreleri temsilen bir¢ok isimlendirme kullanildi. Son
olarak bu hiicreler “’Multipotent Erigskin Progenitor Hiicreler’” olarak isimlendirildi.
Mezenkimal kok hiicrelerin gesitli merkezi sinir sistemi hastaliklarinda, nakillerden
sonra beyin dokusunda noral farklilasmaya karsin, bazi destek molekiiller de iireterek
yararl etkilerinin oldugu izlenmistir. Mezenkimal kok hiicre insanda genellikle siiperior
iliak kanattan alinan kemik iligi aspiratindan elde edilir (Digirolamo vd 1999, Deans ve
Moseley 2000). Ancak femoral ve tibial medullar kisimlardan, torasik ve lomber
vertebralardan da elde edilebilirler (Oreffo vd 1998, D'lppolito vd 1999, Murphy vd
2002).

Mezenkimal kok hiicreler i¢in ana kaynak kemik iligi olmakla birlikte birgcok
dokudan izole edilebilecegi bilinmektedir. Bu dokularin baglhcalari; kas, kemik,
kikirdak, tendon, yag, fetal kemik iligi, karaciger, kordon kani1 ve matriksi, damar ve

periferal kan dokularidir (Karaéz ve Ovali 2004).

Mezenkimal kok hiicreler i¢in diger bir kaynak Wharton jeli olup, bu gobek
kordonundaki miikoz bir bag dokusudur. Wharton jelini ilkel kok hiicre kaynagi olarak
gdrmenin nedeni embriyogenezde primordial germ ve HKH nin embriyon ve fetiisteki
hedef dokular1 olusturmak amaciyla vitelliis kesesinden bu bolge aracilifiyla gog

etmeleridir. Kiiltiir ortaminda bu hiicreler uyarildiklarinda birka¢ saat i¢inde ndrit
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benzeri ¢ikintilara sahip yuvarlak hiicre govdelerinin olustugu tespit edilmistir. Ayni
zamanda bu hiicrelerin noron spesifik enolaz eksprese ettigi goriilmiisiir. Wharton
jelinden elde edilen ¢ok sayida hiicre olmasi, kolay elde edilebilmesi, kiiltiir
ortamlarinda uzun siire yagamasi, etik yonden tartismali olmamasi bu kaynagi cazip hale

getirmektedir (Karadz ve Oval1 2004).

Mezenkimal stromal hiicreler (MSC) gobek kordonun birka¢ kompenentinden elde
edilebilir. Bu kompenentler gobek kordon kani, gobek kordon ven subendoteliumu ve
wharton jelidir. Mezenkimal stromal hiicreler wharton jelinin belli belirsiz olan 3
tabakasindan elde edilir. Bu tabakalar perivaskiiler alan, intervaskiiler alan ve
subamniyondur. Wharton jel hiicreleri (WJC) kemik iligi stromal kaynakli hiicrelere ve
diger mezenkimal hiicrelere benzerler (Ma vd 2005, Troyer ve Weiss 2008). Nestin gibi
temel hiicre belirteglerini eksprese ederler. Wharton jel hiicreleri cesitli faktorlerle
indiiklendiginde adipoz doku, kemik, kikirdak, iskelet kasi, noronal ve kalp kasi

hiicrelerine, benzer hiicrelere doniisebilme 6zelligine sahiptir (Troyer ve Weiss 2008).
2.3. Eritropoetin

Eritrosit iiretiminin baslica diizenleyicisi olan EPO, glikoprotein yapida bir hormon
olup esas olarak bobreklerde tiretilir. Molekiil agirligi 34.000 daltondur. Eritropoetinin
etkinligi iinite (U) olarak belirtilir. Unite kavramy, ilk olarak siganda 5 pmol kobaltin
olusturdugu eritropoietik cevaba esdeger etki olusturan EPO dozu olarak tanimlanmigtir
(Noguchi vd 2007). Insan EPO’in protein agmwhgmin 1 miligram1 70.400 U, total
agirlmin 1 mg’1ise 50.000 U etkinlik gosterir. Idrarda EPO’nin saflastirilmasi, genomik
DNA’sinin izolasyonu ve klonlanmasmi saglamistir (Brines ve Cerami 2005).

Eritropoetinin gen lokusu 7. kromozom iizerindedir (Nagai vd 2001).

Doku hipoksisi, EPO iiretimi i¢in baslica fizyolojik uyaridir ve dolagan eritrosit
sayist ile iligkilidir (Arcasoy 2008, Cariou vd 2008 ). Eritropoetin yapimu ile eritropoez
arasinda negatif geri besleme mekanizmasi vardwr. Boylece kanda dolasan eritrosit
sayisinin kontrol edilmesi ile doku oksijenlenmesi belirli smirlar i¢inde dengede
tutulmaya calisilir. Normal bir insanda kanama veya hemoliz gibi eritrosit kaybi
durumunda, doku oksijenizasyonu azalir ve bobrek ile karacigerde EPO sentezleyen
hiicreler duyarl hale gelir, eritropoetin tiretimi ve plazmaya salmimi artar. Eritropoetin

kemik iliginde ‘colony forming unit-erythroid’ (CFU-E), proeritroblast ve bazofilik
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eritroblastlarin hiicre yiizeyinde bulunan, 72.000 kD molekiil agirligindaki spesifik
reseptoriine baglanarak etki eder. Kemik iliginde eritroid serinin Oncii hiicrelerinin
cogalma ve farklilagsmalarini saglayarak dolasan eritrosit sayisini fizyolojik sinirlarda
tutar. Dolasan kanda eritrositlerin artmasi ile doku oksijenlenmesi yeterli bir sekilde
saglanmis oldugundan, EPO iireten hiicrelerde iiretim yavaslar ve normal durumuna geri
doner (Genc vd 2004, Ribatti vd 2003, Kertesz vd 2004).

EPO esas olarak bobrek tubuluslarindan salgilanan ve kemik iliginde eritrosit dnciil
hiicrelerindeki reseptoriine baglanarak bu hiicrelerin yasamasini ve farklilagmasini
saglayan bir hormondur. Eritropoetinin, karaciger ve bobregin disinda beyin korteksi,
serebellum, hipokampus, hipofiz bezi, plesenta, testis, dalak gibi organlarda da minimal
olarak tretildigi gosterildi. Bircok ¢alismada spinal kord yaralanmasi sonrasinda EPO
ve EPO-R varligi, noronlarda ve glial hiicrelerde eksprese oldugu gosterildi (Matis ve
Birbilis 2009). Buradaki EPO artis1 hipoksiye verilen fizyolojik bir yanittir. Ayrica
arastirmacilar, beyaz madde icindeki kapiller damarlar iizerindeki motor ndronlarin
dentritik uzantilar1 ve sinir gévdelerinde EPO-R oldugunu gosterdiler (Siren vd 2009).
Omurilik travmasi ve TBH sonras1 morfolojik, fonksiyonel ve kognitif fonksiyonlardaki
iyilesmenin muhtemel makanizmalar1 EPO ve EPO varyantlarinin apopitozisi
engellemesi, anti-enflamatuvar etkisi, antioksidan etkisi, kan-beyin bariyerinin
yenilenmesi, nérogenesis ve angiogenesisin uyarilmasi ile agiklandi. Eritropoetinin anti-
apoptotik mekanizmas: tam olarak agiklanmasa da EPO’nin janus-tyrosin-kinaz—2
(JAK-2) ve niikleer faktor kappa p (NF-kB) kaskadlarinin ¢apraz olarak tetiklenmesi ile
apopitotik hiicre oliimiinii engelledigi disiiniilmektedir (Kontogeorgakos vd 2009).
Bobrekten salgilanmasinin uyarilmasinda hipoksinin indiikledigi Faktor-1 (HIF-1) rol
oynar. Ancak EPO ve EPO reseptoriiniin (EPO-R) kemik iligi disinda vaskiiler
endotelyal hiicreler, kalp kas1 hiicreleri, ndronlar, makrofajlar, leyding hiicreleri, kadin
genital traktusu gibi normal dokularda da bulundugu tespit edilmistir. Beyinde
ndronlarin iskemik hasardan korunmasinda 6nemli rolii oldugu gosterilmistir (Farrell ve
Lee 2004, Arcasoy vd 2008). Endometrial dokularda dstrojene bagli artisda EPO’nin
onemli rolii oldugu gosterilmistir. Kanser hiicrelerinde yapilan incelemelerde akciger,
meme, mide, malign melanom, prostat, bag-boyun tiimorleri, ndroblastom, glioblastom,
serviks, over, endometrium tliimorlerinde ve renal hiicreli karsinom ile hepatoselliiler

karsinomda EPO yapimi ve EPO-R varligi gosterilmistir (Kayse ve Gabius 1992,
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Yasuda vd 2002, Brower 2003, Ribatti vd 2003, Farrell ve Lee 2004, Acs vd 2004,
Arcasoy vd 2005).

Pluripotent kok hiicre, interlokin-1 varliginda "committed" kok hiicrelere (myeloid,
lenfoid, eritroid ve megakaryoid serinin Onciillerine) farklilagir. Eritroid seride bu
farklilagsma i¢in biiyiime faktorleri gereklidir. Sonraki farklilasma basamaginda,
ozellikle "CFUE" eritropoetine ihtiyag vardir. Eritropoetin, eritroid serinin ge¢ onciil
hiicreleri i¢in biiylime ve "canli kalma" faktorii olarak etki eder ve apoptozislerini onler,
bu hiicrelerin daha ge¢ farklilasma basamaklarmna tasinmasini saglar, sonugta olgun
eritrositler Ttretilir. Eritropoetin eritroid Onciil hiicrelerinin yilizeyindeki EPO-R

araciligiyla etkisini gosterir (Sugawa vd 2002, Lu vd 2005).

Eritropoetinin, karaciger ve bobregin disinda beyin korteksi, serebellum,
hipokampus, hipofiz bezi, plesenta, testis, dalak gibi organlarda da minimal olarak
iiretildigi gosterildi. Bir¢cok ¢calismada spinal kord yaralanmasi sonrasinda EPO ve EPO-
R varligi, noronlarda ve glial hiicrelerde eksprese oldugu gosterildi (Matis ve Birbilis
2009). Buradaki EPO artis1 hipoksiye verilen fizyolojik bir yanittir. Ayrica
arastirmacilar, beyaz madde icindeki kapiller damarlar iizerindeki motor ndronlarin
dentritik uzantilar1 ve sinir gévdelerinde EPO-R oldugunu gosterdiler (Siren vd 2009).
Omurilik travmasi ve TBH sonras1i morfolojik, fonksiyonel ve kognitif fonksiyonlardaki
iyilesmenin muhtemel makanizmalar1 EPO ve EPO varyantlarinin apopitozisi
engellemesi, anti-enflamatuvar etkisi, antioksidan etkisi, kan-beyin bariyerinin
yenilenmesi, ndrogenesis ve angiogenesisin uyarilmasi ile agiklandi. Eritropoetinin anti-
apoptotik mekanizmasi tam olarak agiklanmasa da EPO’nin janus-tyrosin-kinaz—2
(JAK-2) ve niikleer faktor kappa B (NF-kB) kaskadlarinin ¢apraz olarak tetiklenmesi ile
apopitotik hiicre 6limiinii engelledigi distiniilmektedir (Kontogeorgakos vd 2009).

2.3.1.Eritropoetin Reseptorii

Eritropoetin reseptorii ekstraselliiler, transmembran ve intraselliiler birimlerden
olusur. Amino terminali hiicre disinda, karboksi terminali hiicre i¢cinde bulunur. Tek bir
EPO molekiilii hiicre yiizeyindeki iki reseptore baglanir. Ligandin baglanmasi ile
intraselliiler birimdeki tirozinler fosforile olur ve hiicre ¢ogalmasi, apoptozun 6nlenmesi
ve farklilagmasini etkileyen bir dizi gen ekspresyonunu tetikler. EPO-R geni 19.

kromozomun uzun kolunda bulunur. Genin ekspresyonu ile 66 kD’luk 508 aminoasitli
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bir protein sentezlenir. EPO-R hiicre membranina girmeden once glikozilasyon ve
fosforilasyona ugrar (Zang vd 2001). Reseptoriin kendi kinaz birimi yoktur. Janus-kinaz
ailesinden bir tirozin protein kinaz olan JAK-2, EPO-R’nin sitoplazmik birimlerine
baglanir ve tirozin fosforilasyonunu yiiriitiir. Janus-tyrosin-kinaz—2 geni silinen
farelerde 12-13. giinlerde, tipki1 EPO ve EPO-R genlerinin silindigi modellerde oldugu
gibi agir anemiyle birlikte fetal 6liim goriilmektedir. Fosforile olan EPO-R, sinyal
molekiilleri i¢in bir baglanma bdlgesi haline gelir. Sinyal proteinleri arasinda ‘sinyal-
transducing activators of transcription (STAT) bulunur. STAT-1 ve STAT-5 fosforile ve
dimerize olduktan sonra ¢ekirdege giderek gen transkripsiyonuna neden olurlar. Sinyal
proteinlerinin ¢ekirdege tasinmasi, EPO-R’ne bagli sekilde birlesim seklinde de
olabilmektedir. EPO-R’nin tirozin birimlerinin her birinin fosforilasyonu ayri1 bir sinyal

peptidinin aktivasyonunu saglamaktadir (Cheung vd 1997, Divoky vd 2001).
2.4. Hipotez

Travmatik beyin hasarlarindan sonra uygulanan klinik tedavilerin tam bir iyilesme
icin yeterli olmamas1 nedeniyle deneysel ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmakta ve bu yonde
caligmalarin sayisi artarak devam etmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalarin 1s1g1nda
kok hiicre tedavisinin, hasarli dokularin ve organlarin tamirinde 6nemli rol oynadigi
disiiniilmekte ve tedavi i¢in umut vermektedir. Ayni1 zamanda apoptozisi Onleme
Ozelligi olan, beyin lizerinde 6nemli ndrodejeneratif kayiplarin geri kazanimina katki
sagladig1 bildirilen EPO’nin ileride tedavide kulanilabilmesi diisiiniilen hedef bir
ajandir. Bu baglamda biz bu ¢alisma ile TBH sonrasinda kok hiicre verilmesinin motor
performansi artiracagini ve doku iyilesmesinin daha iyi olacagini gormeyi hedefledik.
Yine bu calismada TBH’dan sonra KH+EPO’nun birlikte verilmesinin ayri ayri
kullanimlarindan daha iyi bir sekilde hem norolojik fonksiyonlari hem de hasar

iyilesmesini etkileyebilecegini diisiindiik.
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3. MATERYAL ve METOD

Arastrmamiz Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali ve
Pamukkale Universitesi Deneysel Arastirma Birimi’nde yapildi. Calismaya baslamadan
once Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan
caligmanin yapilmasinda etik a¢idan sakinca olmadigma dair onay alindi (PAUHDEK-
2012/027). Tiim ¢alisma boyunca deney hayvanlari ¢alisma etigine sadik kalind1.

3.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlamsi

Caligmada deney hayvani olarak ayni yas grubundan ortalama agirligi 180-250 gram
olan 6-8 aylik, erkek, 29 adet eriskin wistar albino cinsi sigan kullanildi. Si¢anlar altlar1
plastik, {iist kisimlar1 tel olan, su ve besinlere kolaylikla ulasabilecek sekilde
diizenlenmis kafesler icerisine konuldu. Kafeslerin icine talas serpildi. Kafesler haftada
4 Kkez temizlendi. Hayvanlara pelet adi verilen yem verildi. Hayvanlar yem ve su
aliminda serbest birakildi. Yem ve su kaplari stirekli kontrol edilerek hayvanlarin yeterli
miktarda su ve yem almalar1 saglandi. Hayvanlarin tamami ¢alisma siiresi boyunca oda
sicakliginda (ortalama 22 derece) % 50 nem ortaminda 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
siklusu bulunan odalarda bakima alindi. Hayvanlara yapilan tiim islemler hijyenik

kurallara uygun olarak veteriner hekim kontroliinde gerceklestirildi.
3.2. Deneyin Yapilisi

Travmatik beyin hasari olusturmadan O6nce calismaya alman tiim si¢anlara egik
diizlem testi (Sekil 3.1) ve rotarod performans testi (Sekil 3.2) iizerinde bir hafta
boyunca giinde bir defa yiirlime ve alistirma amagh egzersiz yaptirildi. Gruplardaki tim
sicanlar rotarod sistemi iizerinde ii¢ dakika siireyle yiiriimeyi, ¢ift yonli egik diizlem
testinde ise egik diizlem iizerinde durmayi 6grendikten sonra rastgele ayrilarak 4 ayri

calisma grubu olusturuldu.
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Sekil 3.1 Cift yonlii egik diizlem testi

Sekil 3.2 Rotarod performans testi

Grup 1: Bu gruptaki siganlara sadece TBH olusturuldu ve bu si¢anlar kontrol grubu
olarak belirlendi (K, n=7).

Grup 2: Bu gruptaki siganlara TBH olusturulduktan yarim saat sonra intraperitoneal
(i.p.) 1000 U/kg dozunda rekombinant insan eritropoetini enjekte edildi. Bu siganlar

eritropoetin grubu olarak belirlendi (EPO, n=7).

Grup 3: Bu gruptaki sicanlara TBH olusturulduktan hemen sonra 3 x10% miktarinda
CD34+ kok hiicre siispansiyonu enjektdr yardimiyla hasar alaninin tizerine direkt olarak

enjekte edildi ve bu siganlar kok hiicre grubu olarak belirlendi (KH, n=8).
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Grup 4: Bu gruptaki sicanlara TBH olusturulduktan hemen sonra 3x10* miktarinda
CD34+ kok hiicre siispansiyonu hasar alanina enjekte edildi. Hasardan yarim saat sonra
i.p. 1000 U/kg dozunda rekombinant insan eritropoetini enjekte edildi. Bu sicanlar kok

hiicre+eritropoetin grubu olarak belirlendi (KH +EPO, n=7).

Travmatik beyin hasar1 olusturulduktan sonra hayvanlara 7 haftalik deney siiresinde
1.,2,3.,4.,5., 6., ve 7. haftalarda arka bacaklarin kuvvet ve lokomotor fonksiyonuna
yonelik rotarod performans ve ¢ift yonlii egik diizlem testi yaptirildi. Deneyin 1., 3., 5.
ve 7. haftalarinda hasar alanindaki iyilesmenin radyolojik gbézlenmesi amagl olarak

sicanlarin beyin MR’lar1 ¢ekildi.

Yedi haftalik deneyin sonunda tiim sicanlara i.p. verilen ketamintksilazin altinda
servikal dislokasyon yapildi. Daha sonra kraniyektomi yapilarak sicanlarin kafatasi
acilld1 ve beyinleri biitiin olarak c¢ikarildi. Cikarilan beyin dokular1 histopatolojik

inceleme i¢in %10’luk formalin soliisyonu igerisine yerlestirildi.
3.3. Rotarod Performans Testi

Rotarod performans testi, hayvanlarm motor koordinasyon ve performanslarinin
degerlendirildigi davranigsal bir testtir. Test cihazinin ¢alisma prensibi hayvanlar1 belirli
bir yiikseklikte belirli bir hizda (10 devir/dk) elektrik enerjisiyle donen bir mil {izerinde
belirli bir siire igerisinde yiirliyebilmesi ve asagiya diismemesi esasima dayanir (Okano

vd 2005).

Bu testte kullanilan cihazda birbirine bitisik dort kabin bulunmaktadir. Bu kabinlerin
genigligi 15 cm, derinligi 30 cm ve duvar yiiksekligi 50 cm’dir. Hayvan asagiya
diismemek i¢in milin dondiigli yoniin tersi yoniinde yiiriimeye ¢alisir. Operasyon dncesi
deneye katilacak olan tiim hayvanlara rotarod iizerinde bir hafta boyunca giinde bir defa
yiriime ve alistrma amagli egzersiz yaptirildi. Gruplardaki tiim si¢anlar rotarod sistemi
iizerinde Uli¢ dakika siireyle yiirlimeyi 6grendi. Calismanin baglangicinda siganin
calismaya dahil edilebilmesi i¢in rotarod sistemi iizerinde en az 180 saniye kalabilmesi
gerekmektedir. Bu testler operasyon sonrasinda 1., 2., 3., 4., 5., 6., ve 7. haftalarda
tekrar edildi. Calismada 180 saniye rotarod sistemi lizerinde kalabilen sigan normal
olarak degerlendirildi. Hayvanlarda motor koordinasyonun bozulmasi durumunda
hayvanin yiirliyemedigi ve mil iizerinden diistiigli gozlendi. Asagiya diisen si¢anlar

tekrar donen mil {izerine konuldu. Gruplar1 olusturan tiim siganlara 3 defa yliriime sansi
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verildi ve siganlar yere diistigli anda siire durduruldu. Mil iizerinde kalabildigi en uzun

stire rotarod performans degeri olarak kaydedildi.
3.4. Rivlin Ve Tator’un Egik Diizlem Testi

Hayvanlarin motor kuvvetinin ve performansmin degerlendirilmesinde kullanilan
diger bir test egik diizlem testidir. Test cihazi, yaninda agidlger bulunan {ist kismi agili
olarak yiikseltilebilen bir tabladan olusmaktadir. Calismamizda 1., 2., 3., 4., 5., 6., ve 7.
haftalarda dencklerin bas yukari ve bas asagi pozisyonda egik diizlemde bes saniye
stireyle kalabildikleri a¢1 siganlarm egik diizlem performansi olarak kaydedildi (Rivlin

ve Tator 1978).
3.5. Travmatik Beyin Hasarinin Olusturulmasi

Calismamizda sicanlara anestezi i¢cin 5 m/kg ksilazin hidrokloriir+100 mg/kg
ketamin 1.p olarak verildi. Sicanlar 4-5 dakika i¢cinde derin anesteziye girdikten sonra,
yliz iistli pozisyonda operasyon tablasma alinarak tespit edildi ve deneklerin kafalar
tirags edilip operasyon bdlgesi killardan temizlendi. Tiras edilen bolge polyvinyl
pyrolidone iod kompleksi ile temizlendi. Daha sonra yiiksek devirli drill kullanilarak sol
paryetal bdlgeye hasar yapilacagi motor alana denk gelecek sekilde hasar yapilacak
koordinat alanin1 igerecek kadar kraniyektomi yapilarak caligma sahasi olan beyin

dokusu ortaya konuldu (Sekil 3.3).

Sekil 3.3: Yiiksek devirli drill ile kraniyektomi (A), Kraniyektomi sonrasi beyin dokusu (B)
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Travmatik beyin hasari, stereotaksi cihazi kullanilarak bregmay1 merkezi nokta kabul
ederek motor kortekse, A: 1,2-3,5 mm, B: 1,2-1,7 mm, C: 3,7-3,5 mm koordinatlarinda

mindr bir hasar yapildi ve bu hasar 1,5 mm derinligindedir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4 Hasarin olusturulacagi alanin koordinatlar1

Hasar alanindaki beyin bolgesi steril lanset yardimi ile c¢ikarildi ve kraniyektomi
sirasinda ¢ikan kemik pargasi yeniden yerine konularak siganlarin kafa derisi dikildi ve

bdylece travmatik beyin hasar1 islemi tamamlanmis oldu (Sekil 3.5).

Sekil 3.5 Stereotaksi cihazi ile hasarin olusturulmasi (A), Hasar sonrasi otolog
kemiklerin yerine yerlestirilmesi (B)
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3.6. Yeni Dogan Gobek Kordon Kaninin Alinmasi

CD34+ hematopoetik kok hiicre eldesi yeni doganin gébek kordon kanindan alindi.
Bu amagla, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dali’na dogum amagli yatirilan bir gebeye ve esine dogum Oncesi gobek bagi
kesildikten sonra bebegi ve plasenta arasinda bulunan kordon bagindan, yapacagimiz
tibbi arastirma nedeniyle kan alinacagi ve bu alinan kanin deneysel travmatik beyin
hasar1 olusturulmus si¢anlarda kullanilacagi, yapilacak bu islemin dogum sonrasinda
bebege ve kendisine herhangi bir zarar1 olmayacagi, alinan kan 6rneginin baska bir
caligma ya da herhangi bir amagla kullanilmayacagi anlatilip goniilli onam formu
imzalatildi. Onamin alinmasini takiben, gebenin dogumu sonrasi bebegin gobek
kordonu kesilip plasentaya yakin olan kismmdan heparinize edilmis 20 ml’lik enjektor

yardimiyla gobek venden yaklasik 50 ml kordon kan1 alinda.
3.7. Kordon Kanindan CD34+ Kok Hiicre Elde Edilmesi

Almmis olan kordon kami soguk zincirde Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Fizyoloji Anabilim Dali laboratuvarma getirilerek CD34+ hematopoetik kok hiicre
izolasyonu yapildi. Bu islem yedi basamakta gerceklestirildi.

Sekil 3.6 Gobek kordon kanindan CD34+ hematopoetik kok hiicre eldesi
Ok, santrifiij sonrasi kok hiicrelerin bulundugu bolgeyi gostermektedir
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1.Basamak: 5 ml kordon kani direk olarak Sml ficolle yayilarak 3250 rpm’de 25 dk
stireyle santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 ficolle plazma arasinda kalan bulutsu kisim

(Sekil 3.6) 5 ml kapasiteli 12x75 ml boyutundaki polystyrene iceren tiipe toplandu.

2. Basamak: Tiipe konulan hiicre siispansiyonu iizerine steril otomatik pipet ile her 1
ml hiicre i¢in 100 pl insan CD34+ seleksiyon kokteyli ilave edildi (Easysep Human
CD34+ Selection Coctail, StemCell Technologies, Catolog number 18056). lyice
karistirilmis olan karisim oda 1sisinda 15 dakika bekletildi.

3. Basamak: Hiicre-monoklonal antikor karigimi iizerine magnetik nanopartikiiler
(EasySep Magnetik Nanoparticles 1 ml, Stem Cell Tecnologies, Catolog number 18056)
steril otomatik mikropipet yardimiyla her 1 ml hiicre i¢cin 50 pl ilave edildi ve karisim

iyice karistirilarak oda 1sisinda on dakika siire ile bekletildi.

4. Basamak: Tiip i¢indeki siispansiyon, kitte dnerilen besiyeri recomend medium ile
2.5 ml’ye tamamlanarak karisim steril bir pipet ile yukar1 asagi dogru
hareketlendirilerek karistirildi ve tiip magnet (StemCell Tecnologies, Catolog number

18000) icerisine yerlestirilerek, bes dakika siireyle bekletildi.

5. Basamak: Tiip magnetin igerisinden c¢ikarilmadan siipernatant kisim atildi.
Boylece tiipte yalnizca seleksiyonu istenen hiicreler kaldi. Bu islem 3-4 sn’de yapildi.

Daha sonra tiip ve miknatis tekrar diiz pozisyona getirildi.

6. Basamak: Tiip miknatistan ¢ikarildi ve 2,5 ml recomend medium ilave edildi. Elde
edilen karisim pipetle 3-4 kez karistirildi. Tip miknatisa tekrar kondu ve 5 dakika
stireyle bekletildi.

7. Basamak: 4, 5, 6. basamaklar tekrar edildi ve 5. basamak bir kez daha tekrar
edildi. Boylece tiipte kalan hiicreler en az iki kez kiiltiir soliisyonu ile yikanarak uygun
hiicre silispansiyonu elde edildi. Bu islem sonrasi pozitif seleksiyonla elde edilmis

CD34+ hiicreler kullanima hazirlanmis oldu.
3.8. Elde Edilen CD34+ Kok Hiicrelerin Sayim

Elde edilen pozitif seleksiyon ile se¢ilmis olan hiicrelerden 100 pl ¢ekilerek 400 pl
PBS (phosfat buffer saline) ve 1 pl tripan blue ile muamele edilerek 151k mikroskobu
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altinda thoma laminda sayim yapildi. Hiicre siispansiyonunun 60 pl ortalama 3x10”

hiicre oldugu gozlendi.
3.9. Histopatolojik Inceleme

Deney sonunda %10’luk formol i¢inde alman beyin dokular1 ayni giin icinde
Pamukkale Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda hem hasarli alan1 hem
de hasarsiz alani i¢ine alacak sekilde kesilerek kasetlere yerlestirilip bir giinlilk doku
takibine alind1 (Sekil 3.7). Doku takibi sonrasi parafine gémiilen dokulardan mikrotom
yardimi ile 3 mikron kalinliginda kesitler alinarak preparatlar hazirlandi ve bu islemden
sonra dokular hematoksilen-eosin (HE), Ki-67, CD34, S100, glial fibrillary acidic
protein (GFAP) antikorlar1 ile boyandi. Boyama isleminden sonra preparatlar
mikroskop altinda incelemeye alindi. Bu incelemede hasar alani, hasarli alanin boyanma

orani, hasar alanindaki proliferatif hiicre varligi ve damarlanmaya bakildi.

Sekil 3.7 Beyin dokusu

3.10. Radyolojik inceleme

7 haftalik deney siiresinin 1., 3., 5. ve 7. haftalarinda tiim siganlarin Pamukkale
Universitesi Tip Fakiiltesi Radyoloji AD’da MR ’lar1 gekildi ve hasar alaninda meydana

gelen iyilesme radyolojik olarak incelendi.
3.10.1. Radyolojik Goriintiileme

MR incelemesi 1.5 tesla siiperiletken magnet (Signa Excite HD, GE Healthcare,

Milwaukee, WI) ile 8 kanalli nérovaskiiler sarmal kullanilarak elde edildi. Kullanilan
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MRG cihazinin gradiyent giicii her eksende 33 mT/m, maksimum gradiyent giiciine

ulagim zamani 275 ms ve “slew rate” degeri 120 mT/m/ms idi.

Sagittal ve aksiyal T1 agirhikli (T1A) “Fast Gradient Echo” lokalizer goriintiiler
iizerinden, bobreklerin pozisyonuna gore, ¢ekim protokoliimiizdeki sekanslarin
planlamas1 yapildi. Ik olarak yag baskilama teknigi ile T2 agirlikli (T2A) “Single Shot
Fast Spin Echo” sekansi kullanilarak tekrarlama zamani (TR) 645 msn, eko zamani
(TE) 90 msn, TR/TE=645/90 msn]| aksiyal goriintiiler elde edildi. Goriintiileme
parametreleri; bant genisligi (“bandwidth” = BW) 83,33 kHz, goriintiileme alan1 (“field
of view” = FOV) hastanin viicut biiyiikliigiine gore 20x10 cm ile 30x30 cm, kesit
kalinlig1 5 mm, kesit aralig1 I mm, veri toplama sayis1 (“number of excitations” = NEX)
1 ve matriks 384x160 olarak belirlendi. Daha sonra aksiyal planda “Fast Imaging
Employing Steady State Acquisition” (FIESTA) sekansi (TR/TE=4,1/1,8 msn)
kullanilarak goriintiileme yapildi. Goriintiiler BW 83,33 kHz, FOV viiciit biiytlikliigiine
gore 20x10 cm ile 30x30 cm, kesit kalmnlig1 4 mm, kesit aralig1 0,5 mm, NEX 1, matris
256x224 parametreleri kullanilarak elde edildi. Daha sonra koronal planda T1A “Liver
Acquisiton Volume Acceleration” (LAVA) sekansi (TR/TE=4,3/2 msn) kullanilarak
goriintiileme yapildi. Gortintiiller BW 62,5 kHz, FOV viicut biiyilikligline gore 20x10
cm ile 30x30 cm, kesit kalinlig1 1.2 mm, kesit araligi 0,6 mm, matriks 288x160, NEX

0,7 parametreleri kullanilarak elde edildi.
3.10.2. Radyolojik Degerlendirme

Elde bulunan tiim goriintiiler is istasyonuna (Advantage Workstation 4.3; GE
Healthcare) aktarildi. Konvansiyonel MR gériintiilerinde serebral patolojik sinyal

alaninin aksiyal kesitte en biiylik uzunlugu 6lciilerek kayit edildi.
3.11. istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 18.0 paket programiyla analiz edildi. Stirekli degiskenler ortalama+
standart sapma (Ort£S.S), nitelik degiskenler say1 (ylizde) olarak verildi. Bagimsiz grup
karsilastirmalarinda Kruskal Wallis Varyans Analizi kullanildi. Farklilik ¢ikan
degiskenlerde ikili karsilastirmalar i¢in Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi
kullanildi. Bagimli grup karsilastrmalarinda ise Friedman Testi kullanildi. Farklilik
cikan Olglimlerde ¢oklu Kkarsilastirmalar i¢in Bonferroni Diizeltmeli Wilcoxon

Eslestirilmis iki Ornek testi kullanild.
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4.1. Egik Diizlem Testi Bulgular
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Calismamizda ¢ift yonlii egik diizlem testinde yedi hafta boyunca haftalik, sicanlarin

bas asag1 ve bas yukar1 pozisyonda bes saniye siireyle kalabildikleri ag1, o hayvann ¢ift

yonlii egik diizlem performansi olarak kaydedildi. Gruplara ait yedi haftalik egik

diizlem testi ortalamalar1 karsilastirilmasi istatistiksel agidan degerlendirildi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 Gruplara ait yedi haftalik egik diizlem test sonug¢larinin karsilastirilmasi

(Ort£S.S.)
Grup
K (n=7) EPO (n=7) KH (n=8) KH+EPO(n=7) | p degeri
Hafta
L

1.Hafta 37.87+5,64 38+25 40,12 +2,36 39,87 +£2.7 >0.05
(Derece)
2 Hafta 37,623,347 38,5+ 1,659 | 43.1241,36%% | 42,7542, 87°0 <0.001
(Derece)
3.Hafta 38+ 1,8 3925+ 1,9 4225+2,55% | 42,62+320% <0.01
(Derece)
4.Hafta 40 +1,15% 41,25+ 2,43 4437 +2.67% 44 +3 34 <0.05
(Derece)
5_Hafta 37’29 + l’llaaa,bbb 42’12 + 1’89333,00 42’25 + 1,83bbb 46 + 1’91aa,bb,cc <0.001
(Derece)
6.Hafta 38,29 + 1,5%00P 43 +1,63% 4425+ 1,83"° | 47,43 +0,79%" | <0.001
(Derece)
7.Hafta 39’57 :t 1’62888 41’14 :t 1’21bbb 45 :l: 1’07aaa,bbb,ccc 49 :l: 0,82 aa,bb,ccc <0.001
(Derece)

p: Coklu gruplar arasindaki anlamlilig1 ifade eder (Kruskal Wallis).

aabbecdd, Avny satirda, aym harfi tastyanlar arasidaki fark istatistiksel olarak p<0.01 diizeyinde
anlamlidir (Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U).

aaa,bbb,ccc,

diizeyinde anlamlidir (Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U).

. Aymi satirda, aym harfi tasiyanlar arasindaki fark istatistiksel olarak p<0.001
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Birinci hafta egik diizlem oOl¢iimleri incelendiginde 4 grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamustir. ikinci hafta dlciimleri incelendiginde; K grubu ile
KH grubu (p<0.01), K grubu ile KH+EPO grubu (p<0.01), EPO ile KH grubu
(p<0.001), EPO ile KH+EPO grubu (p<0.01) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmustur.

Egik diizlem sonuglarmm ftgiincli hafta 6lgtimleri incelendiginde; K grubu ile KH
grubu (p<0.01), K grubu ile KH+EPO grubu (p<0.01) arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmustur.

Egik diizlem sonuglarinin dordiincii hafta 6l¢iimleri incelendiginde; K grubu ile KH

grubu (p<0.01) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

Egik diizlem sonuglarinin besinci hafta 6l¢timleri incelendiginde; K grubu ile EPO
grubu (p<0.001), K grubu ile KH grubu (p<0.001), K ile KH+EPO grubu (p<0.001),
EPO ile KH+EPO grubu (p<0.01) ve KH grubu ile KH+EPO grubu (p<0.01) arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

Egik diizlem sonuglarinin altinci hafta dlgimleri incelendiginde; K grubu ile EPO
grubu (p<0.001), K grubu ile KH grubu (p<0.001), K grubu ile KH+EPO grubu
(p<0.001), EPO ile KH+EPO grubu (p<0.001) ve KH grubu ile KH+EPO grubu

(p<0.001) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

Egik diizlem sonuglarinin yedinci hafta dlgiimleri incelendiginde; K grubu ile KH
grubu (p<0.001), K grubu ile KH+EPO grubu (p<0.001), EPO ile KH grubu (p<0.001),
EPO ile KH+EPO grubu (p<0.001) ve KH grubu ile KH+EPO grubu (p<0.001) arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.

K grubundaki siganlardan alinan egik diizlem sonuglarinin haftalar arasi degisimi
incelendiginde yedi hafta boyunca alinmis olan Slglimler arasinda istatistiksel olarak

anlamli farklilik bulunmamustir (Sekil 4.1).
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1. Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4.Hafta 5.Hafta 6.Hafta 7.Hafta
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Sekil 4.1 Kontrol grubunun yedi haftalik egik diizlem sonuglarinin karsilagtiriimasi

EPO grubundaki siganlardan alinan egik diizlem sonug¢larmin haftalar arasi degisimi
incelendiginde tiim haftalar arasinda egik diizlem sonuglar1 agisindan istatistiksel olarak
anlaml fark bulunmustur (p<0.001). Yedi hafta boyunca alinmis olan egik diizlem ikili
degerleri haftalar olarak karsilastirildiginda 2. ve 6. hafta arasinda istatistiksel olarak

anlaml farklilik bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.2).

*

1. Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4.Hafta 5.Hafta 6.Hafta 7.Hafta
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Sekil 4.2 Eritropoetin grubunda yedi haftalik egik diizlem sonuglarinin
karsilastirilmasi

": 2. ve 6. haftalar arasindaki anlamlilig1 (p<0.05) ifade eder (Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney U).
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KH grubundaki siganlardan alman egik diizlem sonuglarinin haftalar arasi degisimi
incelendiginde yedi hafta boyunca alinmis olan Sl¢iimler arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik gézlenmistir (p<0.001). Yedi hafta i¢in alinmig olan dlgiimler ikiserli
olarak incelenmistir. 1. ve 6. haftalar (p<0.01) ve 1. ve 7. haftalar arasindaki farkin

istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0.01) (Sekil 4.3).

** **

1. Hafta 2.Hafta 3.Hafta 4.Hafta b5.Hafta 6.Hafta 7. Hafta
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Sekil 4.3 Kok hiicre grubunda yedi haftalik egik diizlem 6l¢iim sonuglarinin

karsilastirilmasi
**

: 1. haftanin, 6. ve 7. hafta ile arasindaki anlamliligi (p<0.01) ifade eder
(Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U).

KH+EPO grubundaki siganlardan alman egik diizlem sonuglarinin haftalar arasi
degisimi incelendiginde yedi hafta boyunca alinmis olan Olglimler arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.001). 1. ve 6. haftalarin (p<0.05), 1. ve 7. haftalarin
(p<0.01) ve 2. ve 7. haftalarin egik diizlem degerlendirmeleri karsilastirilmasi

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Kok hiicreteritropoetin grubunda yedi haftalik egik diizlem
sonuglarmin karsilastirilmasi

*: 1. haftanin, 6. ve 7. hafta ile arasindaki anlamlilig1 ifade eder (Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U) *: (p<0.05), **: (p<0.01).

* 2 ile 7. hafta arasindaki anlamlihgi (p<0.05) ifade eder (Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U).

4.2. Rotarod Performans Testi Bulgulan

Yedi  haftalilk  deney  siliresince  deneklerin  lokomotor  sistemlerinin
degerlendirilmesine yonelik, haftalik olarak her gruba rotarod performans testi yapildi.
Siganlarin rotarod performans degerleri Tablo 4.2°de verilmistir. Rotarod performans
testi agisindan istatistiksel acidan yapilan degerlendirmede hem gruplar arasinda
haftalar agisindan hem de grup i¢i haftalar arasinda Ol¢limler arasinda farklilik

bulunmamistir (p>0.05).
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Tablo 4.2 Gruplara ait yedi testi

karsilagtirmasi (Ort+S.S.)

haftalik rotarod performans sonuglarinin

Grup K (n=7) EPO (n=7) KH (n=8) KH+EPO(n=7) p
Hafta degeri
1.Hafta(sn) | 127,57+ 50,99 142,86+ 2,61 142,125+ 5,11 144,71+ 5,5 >0,05
2.Hafta(sn) || 130,86 + 50,34 | 142,86 £2,61 | 145,375+3,02 146,29 + 3,68 >0,05
3.Hafta(sn) 140 £ 2,38 143+ 3 141,25+ 4,03 143 +3,92 >(,05
4.Hafta(sn) | 142,14 +£241 140,29 + 1,89 141 £ 4,04 142+ 4.4 >0,05
5.Hafta(sn) 141,29+ 1,5 143,86 £ 6,84 | 144,125+ 6,03 145,86+ 5,46 >0,05
6.Hafta(sn) | 143,29 + 3,25 142,29 £ 1,5 142,375+ 5,32 145,43 £4,79 >0,05
7.Hafta(sn) || 141,86+ 1,21 141,43+ 2,15 | 144,875+3,14 143,29+ 4,07 >0,05

p: Tiim gruplar arasindaki anlamlilig1 ifade eder (Kruskal Wallis).

4.3. Histopatolojik Bulgular

Cerrahi islemden yedi hafta sonra aliman beyin dokularmin histopatolojik
degerlendirilmesi HE, GFAP, CD34, Ki-67 ve S100 antikorlar1 ile yapildi. Burada
kullanilan HE boyasi beyin dokusunda meydana getirdigimiz hasarin tespiti amaciyla
kullanildi. Hasar alaninda hasara bagli gelisen inflamatuvar hiicreler HE boyasi ile
boyanarak hasar alanimizi ortaya ¢ikarmustir. Gruplara ait HE preparatlar1 mikroskop

altinda incelendiginde gruplara ait hasar alanlar1 tespit edildi ve goriintiilendi (Sekil

4.5).
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Sekil 4.5 K (A), EPO B), KH (C), KH+EPO (D) gruplarima ait hematoksilen eozin
preparat goriintiilerinin karsilastiriimasi (10X biiyiitme)
Oklar hasar bdlgesini gostermektedir

Gruplara ait GFAP preparatlar1 mikroskop altinda incelendiginde hasar alanindaki
glia hiicrelerinin boyanma oranlar1 tespit edildi ve goriintiilendi. Hasarli alanlarda
GFAP boyamasmin daha diisiik oranda, hasarli olmayan kisimlarmn ise glial hiicre

varligindan 6tiirii daha koyu boyandig: goriilmistiir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 K (A), EPO (B), KH (C), KH+EPO (D) gruplarina ait GFAP preparat
goriintiilerinin karsilastirilmasi (10X biiyiitme)
Oklar hasarsiz alan ve hasarl alanlar1 gostermektedir

Hasar alanina ait yapilan 0 ve 1 diisiik derece, 2 ve 3 yiiksek derece skorlamasi ile
gruplardaki tim GFAP preparatlar1 skorlamaya alindi. Bu skorlama ile gruplar
arasindaki GFAP skorlar1 istatistiksel agidan degerlendirildi (Tablo 4.3). Hasar alanina
ait GFAP boyamalar1 niikleardir.



48

Tablo 4.3 Gruplara ait GFAP skorlama sonuglarinin karsilastirilmasi

Gruplar Skor Diisiik Yiiksek
Grup ici % % 85,7 % 14,3
K
GFAP ici % % 37,5 % 7,7
Grup ici % % 71,4 % 28,6
EPO -
GFAP i¢i % % 31,3 % 15,4
Grup ici % % 50,0 % 50,0
KH
GFAP ici % % 25,0 % 30,8
Grup i¢1 % % 14,3 % 85,7
KH+EPO GFAP ici % % 6,3 % 46,2

0-1: Diisiik derece boyanma, 2-3: Yiiksek derece boyanma

Gruplara ait GFAP boyanma skorlama verileri incelendiginde yiliksek derece
boyanma yiizdesinin KH+EPO grubunda K grubuna gore ¢ok daha iyi derecede oldugu

bulunmustur.

Gruplara ait Ki-67 preparatlar1 mikroskop altinda incelendiginde hasar alanindaki
hasara bagli ¢cogalan hiicrelerin proliferatif indeks oranlar1 tespit edildi ve bu hiicreler

goriintiilendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 K (A), EPO (B), KH (C), KH+EPO (D)
goriintiilerinin karsilagtirilmasi (20X biiylitme)
Oklar proliferatif hiicreleri gostermektedir

Hasar alanmna yakin bdlgelerdeki ¢ogalan hiicreler sayilarak istatistiksel agidan

degerlendirildi (Sekil 4.8).
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K EPO KH KH+EPO

Sekil 4.8 Gruplar arasinda hasarli alanda sayilan Ki-67 pozitif hiicre
Say1 ortalamalarinin karsilagtiriimasi
**: KH+EPO ile diger gruplar arasindaki anlamlilig1 (p<0.01) ifade eder
(Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U).

Hasar bdlgesi civarinda tiim gruplardaki sicanlarda sayilan proliferatif hiicre indeksi
istatistiksel analizi sonucunda, KH+EPO grubunun diger gruplarla arasinda anlamlilik
bulunmustur. K grubu ve KH+EPO grubu arasinda (p< 0.001), EPO grubu ve KH+EPO
grubu arasinda (p<0.01) ve KH ve KH+EPO grubu arasinda (p<0.01) anlamli farklilik
bulunmustur. KH+EPO grubunda Ki-67 hiicre indeksi en fazla, K grubunda ise en az

olarak bulunmustur.

Gruplara ait CD34 preparatlar1 mikroskop altinda incelendiginde hasar alanindaki
mikrodamarlarm yogunlugu tespit edildi ve goriintilendi. KH+EPO grubundaki
sicanlarda hasar civarinda gozlenen mikrodamar yogunlugunun diger gruplara gore
daha fazla oldugu fakat bunun istatistiksel agidan bir anlam1 olmadig1 bulundu (Sekil

4.9).
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goriintiilerinin karsilastirilmasi (20X biiytlitme)
Oklar damarlanmay1 gostemektedir

4.4. Radyolojik Bulgular

7 haftalik deney siiresinin 1., 3., 5. ve 7. haftalarinda elde edilen tiim goriintiiler
incelendi ve MR goriintiilerinde serebral patolojik sinyal alaninin aksiyal kesitte en
bliylik uzunlugu Olgiilerek kayit edildi. Tiim gruplarin ilk ve son haftalarina dair

goriintiileri Sekil 4.10°de verilmistir.
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Epo 1.hafta Epo 7.hafta

kék h. 1. hafta kok hiicre 7.hafta

kék h.+ epo 1.hafta

Sekil 4.10 Gruplara ait 1. ve 7. hafta MR goriintiilerinin karsilagtiriimasi



53

Bu oOl¢iimlere gore verilerin istatistiksel analizi yapilarak hasar boyutunun gruplar ve

haftalar arasindaki fark degerlendirilmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4 Gruplara ait hasar ol¢iim karsilagtirmalar1 (Ort+S.S.)

Hafta
Gr K (n=7) EPO (n=7) KH (n=8) KH+EPO (n=7) p
ol degeri
1.Hafta 2,04+ 0,75 1,77 £ 0,45 1,74+ 0,76 1,81+ 0,65 >0.05
(mm)

3.Hafta | 1,94 +0,36%™ | 1,825+0,45% | 1,2 +0,32 0,625 + 0,532 | <0.001
(mm)

5.Hafta 1,57 +0,98% 1,525 +£0,72% 0,65 +0,7 0,11 + 0,3%0P <0.01
(mm)
7.Hafta | 1,72+ 0,22%% | 036+0,61% | 0,71 +0,66™ 0,11+ 0,3% <0.01
(mm)

p: Coklu gruplar arasindaki anlamlilig1 ifade eder (Kruskal Wallis).

aabbeedd. Ayny satirda, ayni harfi tastyanlar arasindaki fark istatistiksel olarak p<0.01
diizeyinde anlamlidir (Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U).

asabbbecc. A vny satirda, aym harfi tastyanlar arasindaki fark istatistiksel olarak p<0.001

diizeyinde anlamlidir (Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U).

Hasar ol¢iimlerinin 1. haftasinda; gruplar arasi yapilan karsilastirmada istatistiksel

acidan anlamli fark bulunmamuistir.

Hasar 6l¢iimlerinin 3. haftasinda; K grubu ile KH grubu arasinda (p<0.01), K grubu
ile KH+EPO grubu arasinda (p<0.001), EPO grubu ile KH+EPO grubu arasinda
(p<0.001) istatistiksel agidan anlamli fark bulunmustur. Bu sonuglara gére KH+EPO
grubuna ait hasar Olclimleri en diisiik, K grubuna ait hasar ol¢limleri en fazla olarak

bulunmustur.

Hasar 6l¢iimlerinin 5. haftasinda; K grubu ile KH+EPO grubu arasinda (p<0.01),
EPO grubu ile KH+EPO grubu arasinda (p<0.01) istatistiksel agidan anlamli fark

bulunmustur.

Hasar 6l¢iimlerinin 7. haftasinda; K grubu ile EPO grubu arasinda (p<0.01), K grubu
ile KH grubu arasinda (p<0.01), K grubu ile KH+EPO grubu arasmnda (p<0.01)

istatistiksel agidan anlamli fark bulunmustur.
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Haftalar arasindaki 6l¢iim degerleri (Sekil 4.11) incelendiginde K grubunda farklilik
bulunmamistir. EPO grubunda 1. hafta-7. hafta, 3. hafta -7. Hafta, 5. hafta -7. hafta
arasinda fark bulunmustur (p<0.01). KH grubunda 1. hafta -5. hafta, 1. hafta-7. hafta
arasinda fark bulunmustur (p<0.01). KH+EPO grubunda 1. hafta-3. hafta, 1. hafta -5.
hafta, 1. hafta-7. hafta arasinda fark bulunmustur (p<0.001).

3,5

3 T *kxk

HH

1,5

**

Hasar boyutu/mm

- RS
K EPO KH KH+EPO

O1. Hafta ®3.Hafta @MS5.Hafta M@7. Hafta

Sekil 4.11 Grup iginde, 1, 3, 5, ve 7. haftalarda hasar boyutu karsilastirmasi

. 7 ile 1, 3, 5. haftalar arasindaki anlamlihgi (p<0.01) ifade eder (Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U).
: 1 ile 5. ve 7. haftalar arasindaki anlamliligi (p<0.01) ifade eder (Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U).
: 1 ile 3, 5, 7. haftalar arasindaki anlamlilig1 (p<0.001) ifade eder (Bonferroni
diizeltmeli Mann Whitney U).

#H#

Fkk
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5. TARTISMA

Travmatik beyin hasarmin iyilesme mekanizmalar1 tam olarak bilinmese de bazi
teoriler yaygin olarak kabul gormektedir. Bunlarin en 6nemlisi ndronal rejenerasyon ve
reorganizasyon ile agiklanan beyin plastisitesidir. Bunu agiklamada, noronal filizlenme
ve yeni noronal baglantilarin olusumu, sessiz olan bazi alanlarin igslev kazanmasi, yerine
gecme, reseptor duyarlihi@indaki degismelerden yararlanilmaktadir (Greenwald vd

2003).

Yapilan literatiir taramasinda TBH {izerine kok hiicrelerle birlikte farmakolojik bir
ajan olan EPO’nun birlikte kullanildig1 bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu anlamda kok
hiicreler ile birlikte TBH ile ortaya ¢ikan glukoz yoksunlugu ve hipoksinin indiikledigi
hiicre o6liimiinde noéronlar1 korudugu, eritroid Onciil hiicrelerin farkli tiir hiicrelere
dontistimiine etki ettigi ve bu hiicrelerin hayatta kalmalarmi saglamalar1 yaninda bu
hiicrelerin apoptozisini 6nledigi diisiiniilen EPO’nin kullanildig1 bu c¢aligma literatiirde
bir ilk olma 6zelligi tasimaktadir. Bu ¢alismamizin sonucunda KH+EPO’nin travmatik
beyin hasar1 olusturdugumuz siganlara verilmesi ile K grubuna gore hasar boyutunda
azalma ve norolojik fonksiyonlarda iyilesme c¢ift yonli egik diizlem testi ile

gorilmiistiir.

Yapilmis olan bazi ¢alismalar ile travmatik beyin hasari sonrasi norolojik fonksiyon
ve hasar boyutu {izerine olan iyilesmenin derecesi cesitli tedavi ajanlar1 (EPO,
nimodipin, simvastatin) kullanilarak ve hasar boyutu ve motor fonksiyonlar agisinda

pozitif yonde elde edilen verilerle sonug gosterilmistir (Neelima ve Chauhan 2010, Diiz

2011, Watanabe vd 2013).

Calismamizda motor koordinasyon ve performansin ¢lgiimii amaciyla kullandigimiz
cift yonlii egik diizlem testi, travmatik beyin hasarindan bir hafta dnce tiim sicanlara
alistirma amaciyla yapilmistir. Yedi haftalik deney siiresinin her haftasi boyunca da
haftalik degisimin degerlendirilmesi amaciyla tiim siganlar tekrar teste tabi tutulmustur.
Deney siiresi sonunda 1. hafta 6lctimleri istatistiksel agidan degerlendirildiginde anlamli
fark bulunmamistir. Bunun nedeninin hasarm heniiz ¢ok yeni olmasi ve tedavi amagh
verilen kok hiicre ve EPO’nin etkisini gostermeleri i¢in gerekli siirenin yetersiz

olabilecegi seklinde yorumlayabiliriz. Kok hiicre ile yapilan benzer ¢aligmalarda da ilk
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hafta, degerlendirilebilir bir sonu¢ almamamistir. Bundan sonraki haftalarda 6lgiimler
degerlendirildiginde gruplar arasindaki farkin anlam kazandigi goriilmistiir. Gruplar
arasi ikili karsilastirmalarda K grubuna gére KH+EPO, KH ve EPO gruplarindaki egik
diizlem ortalama sonuglar1 daha yiiksek ¢cikmistir. Ayni sekilde KH+EPO grubu ile KH
ve EPO gruplar1 arasinda da egik diizlem ortalamalar1 agisindan farklilik ¢ikmistir.
Buradan elde ettigimiz veriler KH+EPO uygulamasmin sicanlarin egik diizlem

sonuglarina ve norolojik performansa etkisinin daha iyi oldugunu géstermektedir.

Giliniimiize kadar yapilmis olan ¢calismalarda kok hiicreler kullanilarak bu hiicrelerin
motor performans lizerinde yaptig1 etkileri arastirmak i¢in birgok ¢alisma yapilmistir
(Lu vd 2002, Gordon vd 2006, Paula vd 2009, Diiz 2011, Zanier vd 2011). Birkag
calismada beyin hasari yapilmis siganlara kok hiicre verildiginde bu hiicrelerin sigan
serebral dokusuna gectigi ve fonksiyonel olarak motor performansta iyilesmenin oldugu
gosterilmistir (Marti vd 2000, Juul vd 2001, Kumral vd 2005). Bizim ¢aligmamizda
TBH sonras1 sadece kok hiicre verdigimiz gruptaki sicanlarin motor performanslarinda

K grubuna gore anlamli bir iyilesme goriilmiistiir.

EPO’nin da tek bagina motor performans {lizerine olumlu etki ettigini gosteren birgok
calisma mevcuttur (Anderson vd 2013, Schober vd 2013, Gaddam vd 2013). Ninga ve
ark. yaptig1 bir caligmada sicanlarda olusturulan travmatik beyin hasar1 sonrast EPO’nin
uzun stireli hem duysal hem de zihinsel iyilesmeyi sagladig1 gosterilmistir (Ninga vd
2011). Bizim c¢alismamizda TBH sonrasi sadece EPO verdigimiz gruptaki siganlarin
motor performanslarinda K grubuna gore anlamli bir iyilesme goriilmiistiir. Bu bilgiler
1s1¢inda KH ve EPO’nin ayr1 ayr1 norolojik fonksiyonlar iizerinde etkili bir iyilesme
gosterdiklerini KH ve EPO grubunun K grubuna gére daha iyi sonuglar vermesine

dayanarak soyleyebiliriz.

Yapmis oldugumuz calismamizda motor koordinasyon ve performansin 6lglimii
amactyla kullandigimiz diger bir test olan rotarod testi, egik diizlem testi gibi cerrahi
islemden bir hafta 6nce siganlara uygulanmis ve sicanlara en az 180 saniye boyunca
donen mil iizerinde yiiriime Ogretilmistir. Yedi haftalik deney siiresinin her haftasi
boyunca da haftalik degisimin degerlendirilmesi amactyla tiim siganlar tekrar teste tabi
tutulmustur. Istatistiksel agidan yapilan degerlendirmede gruplar arasindaki rotarod
ortalamalar1 arasinda anlaml farklilik ¢ikmamistir. Matthew ve ark. yaptigi caligmada

TBH olusturduklar1 siganlara kok hiicre verdiklerinde rotarod performans test sonuglari
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acisindan kontrol grubuna gore anlamli bir fark oldugu gosterilmistir (Matthew vd
2009). Farkli calismalarda TBH’li siganlarda norolojik fonksiyon degerlendirmesi igin
kullanilan rotarod sonuglarinda bizim sonucumuzdan farkli olarak iyilesme ydniinde
gruplar arasinda fark oldugu gosterilmistir (Diiz 2011, Yu vd 2012, Samini vd 2013).
Bunun nedeninin hasar modelinin faklilig1, hasarin derecesi ve boyutu olabilecegini
diisiinmekteyiz. Bunun yanmda rotarod testinde sicanlarin motor performanslarinda
meydana gelen giigsiizlik sicanlarn mil tizerinde donmelerine engel olacak kadar

yetersiz degildir diyebiliriz.

Calismamizda kullandigimiz motor performans testleri olan rotarod ve egik diizlem
testlerinde farkli sonuglar elde etmemizin nedeni bizce yapmis oldugumuz hasarin
mindr derecede olmasidir. Rotarodun major travmatik beyin hasarlarinda anlamli
sonuglar vermesi bizim c¢alismamizdaki farki aciklayabilir. TBH’li sigan rotarod
iizerinde ylriimeye calisirken hasarmi 6n ayaklarini kullanarak kompanse ediyor
olabilir fakat egik diizlemde durmaya galisan rat arka ayaklarindaki hasar1 egik diizlem
iizerinden diismemek i¢in 6n ayaklarini devreye sokarak kompanse edemez ciinkii egik

diizlem tlizerinde hareket kabiliyeti kisitlidir seklinde yorumlayabiliriz.

Calismamizda TBH’nin 1iyilesme derecesini gosterebilme adina yaptigimiz
histopatolojik degerlendirmede kullandigimiz boyamadan biri GFAP’dir. GFAP bize
astrosit farklilasmasini gostermektedir. GFAP proteininin ekspresyonunun bagslamasi
astrosit farklilagsmasinda anahtar rol oynamaktadir. Travmatik beyin hasar1 sonrasinda
GFAP’1n arttig1 bilinmektedir (Duman ve Yilmaz 2008). Hasar alanima ait yapilan 0 ve
1 diisiik derece, 2 ve 3 yiiksek derece skorlamasi ile gruplardaki tiim GFAP preparatlari
skorlamaya alindi. Bu skorlama ile gruplar arasindaki GFAP skorlar1 istatistiksel agidan
degerlendirildi. Gruplara ait GFAP boyanma skorlama verileri incelendiginde ytiksek
derece boyanma yiizdesinin KH+EPO grubunda K grubuna gore ¢ok daha iyi derecede
oldugu bulunmustur. Lee ve ark. yaptigi caligmada GFAP incelemesi morfolojik olarak,
Glushakov ve ark. yaptig1 calismada ise igaretli GFAP antikoru verilip isaretli hiicreler
sayilarak skorlamalar yapilmis ve kok hiicrelerin motor performans iizerinde olumlu
yonde etkisinin oldugu gosterilmistir (Lee vd 2009, Glushakov vd 2013). Kok
hiicrelerin mikroglia ve makrofa;j tipi hiicrelere doniisebildigi ve glial skar dokusunun
inhibisyonunu saglayarak serebral dokunun yapilanmasinda ndrotrofik faktorlerin

arttirilmas1 ile serebral dokunun yapilanmasini sagladigi, noral kok hiicrelerin
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proliferasyonunu arttirdig1 bildirilmektedir (Gordon vd 2006, Paula vd 2009, Layla vd
2011).

Bunun yaninda EPO ile yapilan ¢calismalarda TBH dahil bir¢ok merkezi sinir sistemi
hastaliklarinda noral koruyucu oldugu, reaktif oksijen molekiilleri ve glutamatin
iretimini smirlandirarak, apoptozu azaltarak, inflamasyonu diizenleyerek ve

noroprotektif etki gosterdigi bilinmektedir (Genc vd 2004, Lucido vd 2013).

Bizim ¢alisgmamizda KH+EPO grubundaki GFAP boyanma oram1 K grubuna gore
anlaml olarak artmistir. Skorlama sonucunda siddetli boyanma skorunu alan tek grup
KH+EPO grubudur. Tek basina EPO ve KH verilen gruptaki boyanma skorlamasinda
ise KH skoru EPO skoruna gore daha yiliksek olarak bulunmustur. Bu bilgiler 1s18inda
tedavi amagl verdigimiz kok hiicrelerin hasar alanindaki iyilestirici etkisinin EPO
tarafindan desteklendigi ve ortaya tek tek kullanimlarma gore daha pozitif bir etkinin

ortaya ¢iktig1 sonucuna varilmistir.

Calismamizda TBH’nin 1yilesme derecesini gosterebilme admna yaptigimiz
histopatolojik degerlendirmede kullandigimiz antikorlardan biri de Ki-67dir.
Proliferatif indeksi gostermek amaciyla kullanilan bu antikor, hiicrelerin onarimi
sirasinda salgilanir (Sezgin vd 2003, Rola vd 2004). Gruplara ait Ki-67 preparatlari
mikroskop altinda incelendiginde hasar alanindaki hasara bagli ¢ogalan hiicrelerin
istatistiksel degerlendirmesi sonucunda gruplar arasinda anlamlilik bulunmustur. Bu
anlamlilig1 olusturan ikili gruplar; K grubu ve KH+EPO grubu, EPO grubu ve KH+EPO
grubu, KH ve KH+EPO grubu olarak tespit edilmistir. Fakat bu anlamlilik en yiiksek K
ve KH+EPO gruplar1 arasinda ¢ikmistir. KH ve EPO’nin tek tek verildigi tedavi
gruplart arasinda K grubuna gore cogalan hiicre sayist anlamli olmasa da bir artis

gostermistir.

Disaridan verilen EPO’nin beyinde iskemik alanlari, endotelyal koruma saglayarak
ve farklilasma sonucu olusan kok hiicrelerin apoptotik olimiinii engelleyerek azalttig
tespit edilmistir (Ghezzi ve Brines 2006). Noéronal EPO-R aktivasyonu, NMDA
indiiksiyonu veya JAK-2 ve NF«kB arasindaki etkilesimin tetiklenmesiyle aciga ¢ikan
NO araciligiyla olan apoptozdan koruma saglar (Genc vd 2004).

Kok hiicrelerin hasarli lezyon alanina transplante edildiginde oligodendrisit ve

astrositlere farklilagma olabildigi ve aksonlarda yenilenme ile hasarli aksonlarda
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remiyelinizasyon yapabildigi belirtilmistir (Ishii vd 2001, Dezawa 2002, Nakamura ve
Toyama 2003, Nishio vd 2006).

EPO ve kok hiicrelerin omurilik kesisi yapilan sicanlardaki motor koordinasyon,
performans, hafiza ve bellekteki olas1 diizelmeyi 6lgebilme adina yapilan bir ¢alismada
EPO ve kok hiicre verilen grubun tek tek verildikleri gruplar ve kontrol grubu ile
karsilastirilmast sonucunda, KH+EPO grubundan alinan sonuglarin diger gruplara gore
anlamli olarak farkli oldugu gosterilmistir (Kizilay 2010). Kizilay’in ¢aligmasinda
omurilik kesisi yapilan si¢anlardaki sonuglarma benzer sekilde, bizim arastirmamizda
da TBH sonrast siganlarda KH+EPO kombinasyonunun iyilesme iizerine etkisi daha
fazla bulunmustur. Bu veriler tizerinden EPO’nin noronal kok hiicrelerin proliferasyon
ve farklilagsmasinin kontroliinde rol sahibi olabilecegi ve farklilagsma sonucu olusan kok
hiicrelerin apoptoz siirecine engel olarak ve hayatta kalmalarina destek olarak iyilesme

derecesini arttirmis olabilecegini diisiinmekteyiz.

Yapmis oldugumuz bu calismada TBH’nin iyilesme derecesini gosterebilme adina
kullandigimiz diger bir histopatolojik antikor CD34’tiir. CD34, lezyonlardaki artmis
mikrodamar yogunlugunun tespiti i¢in kullanilan bir antikordur (Erdogan vd 2010, Lia
vd 2012). Gruplara ait CD34 preparatlart mikroskop altinda incelendiginde hasar
alanindaki mikrodamar yogunlugunun K grubu ile kiyaslandiginda morfolojik olarak en
fazla KH+EPO grubuna ait oldugu gorilmistir. KH grubunda mikrodamar
yogunlugunun yaklasik olarak EPO ile ayn1 oldugunu fakat her iki gruptaki mikrodamar
yogunlugu morfolojik ac¢idan degerlendirildiginde K grubuna gore daha fazla oldugunu

sOyleyebiliriz.

Yapilan literatiir taramasinda TBH’da KH+EPO’nin tedavi ajan1 olarak kullanilmasi1
ile mikrodamar yogunlugunun gosterildigi bir calismaya rastlanmamistir. Bu veriler
bize yeni néron olusumunu tetikleyerek hasar bolgesindeki doku iyilesmesini saglayan
kok hiicrelere, yeni damar formasyonu ile hedef hiicrenin oksijen alimini ve beyinde
iskemik alanin smir bolgesinde kan akimimi ve doku oksijenizasyonunu arttiran
EPO’nin destek sagladigini géstermektedir. Hasar bolgesinde hayatta kalmaya calisan
yeni ndronal hiicrelerin ihtiyact olan oksijen ve besin EPO’nin mikrodamar olugumunu
tetiklemesi ile saglanmaktadir diye diisiinmekteyiz. EPO’nun kok hiicrelere sagladigi

destek ile kok hiicrelerin biiylime ve farklilagsmasi hasarli bolgede iyilesmeye giden
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slire¢ hasar bolgesine dogru olan mikrodamar olugsumuna dolayli yoldan fayda saghyor

diye diistinmekteyiz.

Calismamizda TBH’nin iyilesme derecesini gosterebilme adma yaptigimiz
histopatolojik degerlendirmede kullandigimiz antikorlardan biri de S100°diir. S100
proteini hasar sonrasi ortaya ¢ikan ve ndronlarin hayatta kalmasini saglayan bir beyin
hasar1 belirtecidir. Hasar sonrasi prognozu tahmin etmeye yonelik kullanilir (Duman ve
Yilmaz 2008). Caligmamizda hasar sonrasi ortaya ¢ikan S100°tin hasarin iyilesmesi
yoniindeki boyanma oranmna bakilmistir. Calismamizda S100°e bakmamizin nedeni
S100’tn hasarli bolgede bulunma siiresinin kok hiicre kaynakli bir degisime ugrayip
ugramayacagiydi. Fakat gruplara ait S100 preparatlar1 mikroskop altinda incelendiginde
morfolojik a¢idan K, EPO, KH ve KH+EPO gruplar1 arasinda fark ifade edebilecek bir
goriintiiye rastlanmamistir. S100°tin 60 dakikalik bir yar1 dmrii vardir, hizli ve gegici bir
artig gosterir (Duman ve Yilmaz 2008). Bizim calismamizda da bu nedenden 6tiirti bir
farkin olmadigini diistinmekteyiz. Ciinkii S100 hasar iyilesmesi byunca degil hasarin
basladiktan kisa bir siire i¢inde sentez edilir. Deney siiresinin daha erken donemlerinde
S100°e bakilmasmin, S100 acisindan degerlendirilebilir bir sonu¢ elde edilebilecegi

kanaatindeyiz.

Calismamizda 1., 3., 5. ve 7. haftalarda sicanlarin ¢ekilen MR goriintiilerinde hasar
boyutunun dl¢iimii yapilmistir. Bu &l¢iim, Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan
belirlenen, Solid Tiimorlerde Yanit Degerlendirme Kriterleri (RECIST) baz alinarak
yapilmistir. Bu 6lglimde MR ya da baska tiir goriintiilleme yontemleri ile elde edilmis
timor, lezyon, hasar Olgiimleri, Ol¢iilebilen lezyonlar basligi altinda en biiyiik cap
alinarak hesaplanmaktadir (Eisenhauer vd 2009, Coche 2013). Biz de ¢alismamizda bu
kriterleri kullanarak hasarm en uzun c¢apmi hesaplayarak istatistiksel agidan
degerlendirdik. Bu degerlendirme sonucunda haftalar arasindaki ve gruplar arasindaki

Olctim degerleri incelendiginde kontrol grubunda farklilik bulunmamastir.

Gruplar arasindaki K grubu harig,farkin 3., 5. ve 7. haftalarda K grubu ile KH+EPO
grubunda anlamli olarak devam ettigi, 3. haftaki 6l¢iimlerde K ile KH grubu, EPO ile
KH+EPO grubu arasinda, 5. haftaki dlglimlerde EPO ile KH+EPO grubu arasinda, 7.
haftaki dl¢iimlerde K ile KH ve K ile EPO arasinda anlamli fark bulunmustur. Bu
haftalar i¢inde en anlamhi fark K ile KH+EPO grubu arasindadir. Yani KH+EPO

grubuna ait sicanlarda hasar alanini boyutu diger gruplara gore azalmistir.
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Yapilan literatiir taramasinda RECIST kriterleri kullanilarak TBH 6l¢iimii yapilan
baska bir caligmaya rastlanmamistir. Bu konuda TBH olusturulmus sicanlarda verilen
isaretli kok hiicrelerin hasar alanina gog ettigini gosteren bir takim ¢aligmalar mevcuttur
(Delcroix vd 2009, Hung vd 2010, Guo vd 2012). Bu galisma sonuglarmnm iyilesme
yoniinde pozitif bir etki gosterdigi ve calismamizla uyumlu oldugu goriilmiistiir.
Yapmis oldugumuz calismamizda kullandigimiz MR cihazinin ¢oziiniirlik ve
duyarliligmin diisiik olmasi hasar Olglimlerinin yeterli hassasiyette olmasina neden
olmustur. Bu anlamda ¢6ziiniirliik ve hassasiyetin daha yiliksek oldugu bir MR cihazinin
kullanilmasi 6l¢timlerin daha duyarli yapilmasi adina oldukca dnemlidir. Elde ettigimiz
veriler dogrultusunda KH+EPO’nin yapilan hasar O6l¢iim sonuglarina gore hasar

iyilesmesi lizerine olumlu etki gosteren bir kombinasyon oldugunu sdyleyebiliriz.
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6. SONUC
Bu arastirmamizda;

1. Egik diizlem sonuglarmin 7 haftalik 6l¢iimleri incelendiginde 1. hafta dlgtimlerinde 4
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistwr. 2., 3., 4., 5., 6., 7. hafta
Olciimleri incelendiginde 4 grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
Gruplar arasindaki bu fark tedavi gruplarinda kullanilan kok hiicre ve EPO’nin motor
performans iizerine olan olumlu etkilerine bagli olarak gerceklesmistir diyebiliriz.
Istatistiki degerlendirmede farklarin 1. hafta hari¢ diger tiim haftalarda olustugu ikili
grubun K ile KH + EPO grubu olmasi, iki tedavi ajanin kombinasyonunun iyilesme

anlamindaki olumlu etkisinin daha fazla oldugunu gostermistir diyebiliriz.

2. Yedi haftalik deney stiresince deneklerin lokomotor sistemlerinin istatistiksel agidan
degerlendirilmesi sonucunda hem gruplar hem de haftalar arasindaki 6l¢timler arasinda
farklilik bulunmamistir. Bu verilere dayanarak uygulamis oldugumuz kok hiicre ve
eritropoetinin hem ayr1 ayr1 hem de birlikte verilmesinin arka ayak hareketlerine bir
etkisinin olmadigini sdyleyebiliriz. Bunun nedeni olarak donen mil iizerinde yliriimeye
calisan sicanlar arka ayak hareketlerinde her ne kadar bir gii¢siizliik olsa da bunu 6n

ayaklarmi kullanarak telafi ediyor olabilir diyebiliriz.

3. Gruplara ait GFAP preparatlar1 mikroskop altinda incelendiginde yliksek derece
boyanma yiizdesinin KH+EPO grubunda K grubuna gore ¢ok daha iyi derecede oldugu
bulunmustur. Bu verilere dayanarak tedavi amagh uygulamis oldugumuz KH+EPO
kombinasyonunun iyilesme iizerindeki olumlu etkisini GFAP boyamasi ile gostermis

bulunmaktay1z.

4. Gruplara ait Ki-67 boyamalar1 mikroskop altinda incelendiginde hasar alanindaki
hasara bagli cogalan hiicrelerin proliferatif indeksleri tespit edildiginde ve hasar bolgesi
civarinda tiim gruplardaki siganlarda sayilan proliferatif hiicre sayismin istatistiksel
analizi yapildiginda KH+EPO grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel anlamda
farklilik bulundu. Bu verilere dayanarak KH+EPO kombinasyonunun hasar alaninda

yeni hiicrelerin olusumunu tetikledigi ve iyilesmeyi arttirdigi sdylenebilir.
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5. Gruplara ait CD34+ preparatlart mikroskop altinda incelendiginde hasar alanindaki
mikrodamarlarm  yogunlugu morfolojik agidan degerlendirildiginde KH+EPO
grubundaki sicanlarda hasar civarinda gozlenen mikrodamar yogunlugunun diger
gruplara gore daha fazla oldugu tespit edildi. KH ve EPO’nin birlikte, ayr1 ayri

uygulanmalarma gore mikrodamar olusumunu daha fazla arttirdigin1 soyleyebiliriz.

6. Yedi haftalik deney siiresinin 1., 3., 5. ve 7. haftalarinda elde edilen tim MR
goriintiilerinde KH+EPO grubuna ait hasar alanlarinda ilk haftadan son haftaya dogru
ciddi bir azalma saptanmistir. Bu veriler bize KH+EPO kombinasyonunun noéronal
tyilesmeyi sagladigi, yeni hiicre olusumunu tetikledigi ve hasari iyilestirici yonde etki

ettigini gostermektedir.
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