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1. OZET

MATERNAL KANDAN iZOLE EDILEN FETAL MIiKROKIMERIK
HUCRELERIN BEYIN HASARINA ETKIiLERININ FAREDE
ARASTIRILMASI

Fetal kokenli hiicrelerin az miktarda maternal dolasimda ve maternal dokularda
bulunmasi fetal mikrokimerizm olarak tanimlanmaktadir. Fetal mikrokimerik
hiicrelerin (FMH) hamilelik sirasinda plasentay1 gegerek maternal dolasima katildigi
ve maternal dokulara go¢ ettigi bilinmektedir. Ayrica, hamilelik sonrasinda fetal
mikrokimerik hiicreler, maternal kan ve dokularda tespit edilebilmistir. Maternal
dokuda hasar olustugu durumlarda ise hasara yonelerek burada fonksiyonel hiicrelere
dontistiigii ve hasarli bolgenin onarilmasina katkida bulunduklart diisiiniilmektedir.
Iskemik beyin felci diinyada &liim nedenleri arasinda &n siralarda gelmekte,
fonksiyonel ve psikolojik aktivitelerde bozulmaya yol agmaktadir. Uygulanabilir tek
tedavisi doku plazminojen aktivatori (tPA) olmasina ragmen, tedavi uygulamasindaki
zaman kisitlamasi nedeniyle ¢ogu hasta bu tedavi i¢in elverisli degildir. Bu durum
FMH’leri iskemi beyin felci tedavisinde yeni bir yaklasim olabilecegini akla
getirmistir. FMH’lerin iskemik beyin felci iizerine etkilerini anlayabilmek igin,
insanda beyin felci hastalarinin %80’ine yakininin etkilendigi iskemik beyin felci olan
orta serebral arter okliizyonu modeli kullanilmistir. Tedavi olarak uygulanan
FMH’lerin maternal ortam disinda kan-beyin bariyerini gecebildikleri, kisa donemde
(72 saat) iskemik hasarda ndronal sagkalimi artirip O0demi azaltarak tedavi
potansiyeline sahip olduklar1 goriilmiistiir. Ayrica, FMH’lerin, immiin sisteminden
saklanarak uzun donemde (30 giin) hayatta kalabildikleri goriilmiistir. FMH’lerin
hasar sonrasi uzun donemde iskemik beyin bolgesine gog¢ ettigi biyoliiminesans
tomografi teknigi kullanilarak gosterilmistir. Ayrica yapilan immiinfloresan
boyamalarla bu hiicrelerin hasarli beyin alaninda nérona farklilastig1 tespit edilmistir.
FMH’lerin fetal ve maternal doku disinda baska bir canlinin immiin sistemini asarak
uzun donem hayatta kalmasi, kan beyin bariyerini gegmesi ve hasara yonelmesi hiicre

tedavisi temelli translasyonel ¢aligsmalarda kullanilmasi i¢in umut vadetmektedir.

Anahtar Kelimeler: Fetal mikrokimerizm, Hiicre tedavisi, Hiicre gecisi, Iskemik

beyin hasari, Serebral iskemi



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF FETAL MICROCHIMERIC
CELLS ISOLATED FROM MATERNAL BLOOD ON BRAIN INJURY IN
MICE

The presence of fetal-derived cells in small amounts in the maternal circulation and
maternal tissues is defined as fetal microchimerism. Transition of fetal microchimeric
cells (FMC) into the maternal circulation by crossing the placenta during pregnancy,
migration of them to maternal tissues is already known. FMCs are also detectable in
maternal blood and tissues after pregnancy. In cases where the maternal tissue is
damaged, it is thought that FMCs head towards to damaged tissues, turn into functional
cells and contributes to the repair of the damaged area. Ischemic stroke is the leading
causes of death in the world, and it leads to deterioration in functional and
psychological activities. Although the only applicable treatment is tissue plasminogen
activator (tPA), most of the patients are not eligible for this treatment because of time
limitation of it. This suggests that FMCs can be a new approach in the treatment of
ischemic stroke. In order to understand the effects of FMCs on ischemic stroke, the
middle cerebral artery occlusion model, in which up to 80% of human stroke patients
are affected, was used. It has been observed that FMCs applied as treatment can cross
the blood-brain barrier and have therapeutic potential by increasing neuronal survival
and reducing edema in ischemic damage in the short term (72 hours) outside the
maternal environment. In addition, it has been observed that FMCs can survive in the
long term (30 days) by hiding from the immune system. Migration of FMCs to the
ischemic brain region was shown via bioluminescent tomography technique in the
long-term after ischemia. Moreover, it was detected that FMCs were differentiated into
neurons in the damaged brain area by immunofluorescent staining. The long-term
survival of FMCs by exceeding the immune system of another organism other than
fetal and maternal tissue, their ability to cross the blood-brain barrier and tend to
migrate damaged area are promising for their use in cell therapy-based translational

studies.

Key Words: Cell therapy, Cell transfer, Cerebral ischemia, Fetal microchimerism,

Ischemic brain injury



3. GIRIS VE AMAC

Bir bireyde baska bir bireye ait hiicre popiilasyonunun ya da kalitsal materyalin
az miktarda bulunmasi mikrokimerizm olarak adlandirilir (1). Mikrokimerizm kan
transflizyonu, organ transplantasyonu gibi iki farkli birey arasinda gergeklestirilen
transfer sonucu yapay olarak ortaya ¢ikabildigi gibi, dogal fizyolojik bir siire¢ olan
gebelik sirasinda da gozlemlenebilir (2). Hamilelik sirasinda ve sonrasinda fetal
kokenli hiicrelerin diisik miktarda maternal kanda ve dokuda bulunmasi fetal
mikrokimerizm olarak tanimlanmaktadir (3). Fetal mikrokimerik hiicrelerin plasental
bariyeri gecerek maternal dolasima katildigi sonrasinda maternal kemik iligi,
karaciger, kalp ve beyin gibi organlara go¢ ederek bu organlara entegre oldugu yapilan
caligmalarla gosterilmistir (4-8). Son yillarda bir¢ok farkli maternal dokuda bulundugu
gosterilen fetal mikrokimerik hiicrelerin, go¢ ettikleri hasarli maternal dokuda
fonksiyonel hiicrelere doniiserek hasarli dokunun yeniden modellenmesine katki

sagladig1 bildirilmistir (9, 10).

Iskemi beyin felci diinyada énde gelen 6liim sebepleri arasinda yer almasina
ragmen Amerika Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan onaylh tek tedavisi doku
plazminojen aktivatoriidiir (tPA) (11). Klinik ¢alismalarda test edilen ilaglarin kan-
beyin bariyerini gegmekte basarisiz olmasi, Klinik verinin yetersiz olmasi ve hastalik
hakkinda yeterli farkindaligin olmamasi; hastalig1 bu denli 6liimciil yapan faktorler
arasindadir (12). Bu durum arastirmacilari giivenilir, uygulanabilir, tedavi potansiyeli

yiiksek oldugu diisiiniilen hiicre temelli tedavi ¢alismalarina itmistir (13).

Bu tezde maternal kandan izole edilen fetal mikrokimerik hiicrelerin, orta
serebral arter okliizyonu yontemiyle iskemik beyin felci indiiklenen farelerde tedavi
amagl kullanmilmas1 amaglanmistir. Iskemik beyin felci indiiklenen farelere
reperfiizyon baslangicinda kuyruk arteri kaniilasyonu ile verilen hiicreler kisa donem
(72 saat) ve uzun donem (30 giin) olmak iizere farkli zaman dilimlerinde takip
edilmistir. Fetal mikrokimerik hiicrelerin kisa ve uzun donemde iskemik beyin hasari
parametreleri tizerine etkisi Ve biyoliiminesans {i¢ boyutlu in vivo hiicre goriintiileme

yontemi kullanilarak uzun dénemde dagilimini arastirmak amaglanmastir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Mikrokimerizm

Kimera, uzuvlarini {i¢ farkli canli olan aslan, kegi ve yilandan alan bir yaratig1
temsil etmek i¢in Yunan mitolojisinde kullanilan bir terimdir (14). Gliniimiizde Kalitsal
olarak birbirinden farkli hiicre popiilasyonlarinin bir arada bulunmas1 kimerizm olarak
adlandirilmaktadir (15). Bir bireye ait hiicre popiilasyonunun veya kalitsal materyalin

baska bir bireyde az miktarda bulunmasi ise mikrokimerizm olarak ifade edilir (2).

Sekil 4.1.1 Uzuvlarini ii¢ farkli hayvandan alan kimera

Onceleri ciftliklerde disi ve erkek olarak diinyaya gelmis bir ¢ift ikiz inegin disi
olaninin genellikle kisir oldugu bilinirdi. Lillie ve arkadaslari ikizlerin anastomoz
sayesinde uterusta kan dolagimini paylastiklarini, disi ikizin erkek ikizin dolagiminda
olan hormonlara maruz kalmasinin disi ikizde kisirliga yol agtigin1 gostermistir (16).
Arastirmact Owen’in 80’den fazla sigir ikizi iizerine yaptigr calisma ise ikizler
arasinda hormonlardan daha fazlasinin paylasildigi yoniindedir. Arastirmaciya gore
yetiskin hayvanin eritrositleri atalarindan gelen embriyonal hiicrelerdir ve bu hiicreler
ikizlere yerlesebilir, yagsam boyunca ikizlerde ihtiya¢ duyulan kan hiicresine kaynaklik
edebilir. Owen ve arkadaslarinin 1945 yilinda yaptiklar1 arastirma mikrokimerizmi
anlamaya yardimeci olmaktadir. Yapilan calismada ayni plasentaya sahip sigir ikizlerin
genetik olarak kendisine ait ve ikizine ait kirmizi kan hiicrelerine bir arada sahip
oldugu ve ilerleyen yasamlarina kadar uzanan kirmizi kan hiicresi kimerizmi

gosterdigi belirtilmistir (17, 18).



Son dénemde yapilan arastirmalar mikrokimerizmin otoimmiin hastaliklar basta
olmak iizere kanser ve yara iyilesmesi gibi bir¢ok konu ile ilgili iliskisini ortaya
koymaktadir. Bu baglanti mikrokimerizmi c¢alisma konusu olarak ilgi ¢ekici
kilmaktadir (15, 19, 20).

4.2. Mikrokimerizm Tiirleri

Bir bireyden bagka bir bireye ¢esitli yollarla gergeklesen hiicre, doku ve ya organ
transferi sonucu mikrokimerizm goézlemlenmektedir (21). Transfer sonrasinda iki
farkli hiicre popiilasyonu ya da kalitsal materyal ayni organizmada bir arada
bulunmaktadir. Bu durum disaridan bir miidahale ile gergeklesebildigi gibi dogal
kaynakli da ortaya ¢ikabilir (2). Mikrokimerizm, gergeklesen transferin kdkenine ve

nasil olduguna bagli olarak farkli alt bagliklarda siniflandirilmaktadir (21, 22).
4.2.1. Yapay olarak olusan mikrokimerizm

Dogal yollarla ger¢eklesmemis, disaridan bir miidahale sonucu ortaya g¢ikan
mikrokimerizm  yapay mikrokimerizm olarak adlandirilmaktadir.  Yapay
mikrokimerizmin gériildiigii durumlar genellikle kan transfiizyonu, organ veya kemik
iligi transplantasyonudur (23-25). Bu gibi durumlarda donér bireye ait hiicre ve/ veya
kalitsal materyal transferin yapildig1 alic1 bireye gegis yapmakta ve alici bireyde tespit
edilebilmektedir (26).

4.2.1.1. Kan Transfiizyonu ve mikrokimerizm

Kan transfiizyonu uzun yillardir gergeklestirilen rutin bir klinik prosediirdiir.
Kiigiik bir allojenik hiicre popiilasyonunun alicida godzlemlenmesi sebebiyle
mikrokimerizm kaynaklar1 arasinda gosterilmektedir. Polimeraz zincir reaksiyonu
teknigi gelistikce kan transfiizyonuna bagli mikrokimerizm hakkinda yeni bilgiler
edinilmistir (27). Yasam boyu kirmizi kan hiicresi transfiizyonuna bagimli talasemi
hastalarinda transfiizyon ile iligkili mikrokimerizm olustugu gozlemlenmistir.
Gozlemlenen mikrokimerizmin diizenleyici T hiicrelerinin ve dogal o6ldiiriicii
hiicrelerinin immiin yanitlariyla degiskenlik gosterdigi bildirilmistir (28). Kan
transfiizyonunun alicida immiin baskilayict etkileri oldugu bilinmektedir (29). Kan
transflizyonunun  bu  etkilerini  kullanmak amagli bazi  transplantasyon

operasyonlarindan dnce dondre dzgii kan transfiizyonu yapilmaktadir (30). Immiin



baskilayic1 bu etkinin altinda yatan mekanizmalar tam olarak aydinlatilamasa da
transfliizyon sonrasinda gelisen mikrokimerizmin immiin diizenleyici rol oynadigi

diistiniilmektedir (31).
4.2.1.2. Organ transplantasyonu ve mikrokimerizm

Organ transplantasyonu sonrasinda dondre ait az sayida hiicrenin transplante
edilen organ disina ¢iktig1, alicinin dolagimina katildig1 ve uzun siireler alicinin farkl
dokularinda tespit edilebilir oldugu gosterilmistir (32). Starlz ve arkadaslar1 saglikli
erkeklerden alinan karaciger transplantasyonu yapilan dokuz kadin hastanin 8’inde Y
kromozomuna rastladigi c¢alismayi literatiire kazandirmistir (25). Yine Starlz ve
arkadaslar1 bobrek transplantasyonu yapilan bes hastanin kaninda, lenf nodlarinda ve
derisinde donodre ait hiicreleri transplantasyondan yillar sonra tespit ettigini bildirmistir
(33). Transplantasyon yapilan hastalarda donérden gelen bu hiicrelerin olusturdugu
mikrokimerizmin ayn1 zamanda dondrden gelen organa karsi tolerans gelistirmeye

yardime1 oldugu ve organin reddini engelledigi diistiniilmektedir (34).

Organ transplantasyonlarinda alicinin donorden gelen organi reddetmesini
engellemeye yonelik immiin baskilayici ajanlar kullanilmaktadir. Her ne kadar immiin
baskilayici ajanlar donor organin alici bireyde reddini engellese de uzun siireli
kullanimlar1 alici hastada kardiyovaskiiler hastaliklarin ya da malignant timor
olusumlarinin tetiklenmesine yol agmaktadir (35, 36). Yasam boyu immiin baskilayici
ajan kullaniminin hastaya olan yan etkileri aragtirmacilari alici hastanin dondr organi
reddetmesini engelleyecek alternatif tedavi yontemlerini gelistirmeye yoneltmistir.
Alic1 hastada yapay kimerizm olusturarak donore 6zgii indiiklenmis immiin tolerans
olusturmak bu yontemlerden biridir (37). Son yillarda hematopoietik kok hiicre
transplantasyonu yapay kimerizm kaynagi olarak kullanilmaktadir (38, 39). Bir diger
yapay kimerizm kaynagi ise kemik iligi transplantasyonudur (40). Organ
transplantasyonu sonrasi immiin baskilayici ajan tedavisinin yaninda ayni1 donoriin
hematopoietik kok hiicreleri ya da kemik iligi de alici hastaya tedavi amagli verilir
(41). Bu tedavi yontemiyle organ transplantasyonu yapilan alict hastada dondre
hiicreleri ile kimerizm olusturulur. Boylelikle olusturulan kimerizm ile alicinin dondre
Ozgili immiin tolerans gelistirmesi saglanir ve transplante edilen organi reddetmesinin

ontine gegilir (32). Ayrica bu tedavi yontemi immiin baskilayici ajanlarin yasam boyu



kullanim1 yerine daha kisa siireli kullanilmasini saglamaktadir. Bu sebeple de immiin
baskilayic1 ajanlarin uzun siireli kullanimina bagli gelisen yan etkilerin ortaya

¢ikmasinin oniine gegmektedir (42, 43).

Organ transplantasyonu sonrasi yapay olarak indiiklenen kimerizm karigik ve
tam kimerizm olarak adlandirilmaktadir. Karisik kimerizm hem donériin hem de
alicinin hematopoietik hiicrelerinin bir arada bulundugu durumdur (44, 45). Tam
Kimerizm tanimi ise yalnizca dondr hematopoietik kok hiicrelerinden farklilasan
hematopoietik hiicrelerin alicida goriildiigii kimerizmi tanimlamak i¢in kullanilir (42,
46). Organ transplantasyonunda kimerizm hiicrelerin saptanabilirligine gore de
isimlendirilir. Alici hastada dondre ait hiicreler eger yalnizca polimeraz zincir
reaksiyonu gibi hassas yontemlerle saptanabiliyorsa ya da akis sitometrisi yontemiyle
alicida %1°den daha az tespit ediliyorsa bu kimerizm mikrokimerizm olarak ifade
edilmektedir. Bunun yan1 sira karisik ve tam kimerizm, makrokimerizm olarak ifade
edilir (42).

4.2.2. Dogal olarak olusan mikrokimerizm

Disaridan bir miidahale olmaksizin, bireyler arasinda fizyolojik olarak
gerceklesen hiicre veya kalitsal materyal degisimiyle ortaya ¢ikan mikrokimerizm
dogal olarak kazanilmis mikrokimerizm olarak adlandirilmaktadir (2). Dogal olarak
olusan mikrokimerizm, fetal mikrokimerizm, maternal mikrokimerizm ve ikizler
arasinda goriinen mikrokimerizm olmak {izere ii¢ ana grupta incelenebilir (47, 48). Bu
ana bagliklarin yaninda grandmaternal mikrokimerizm, gebelikte diigiige ya da kiirtaja
bagli mikrokimerizm ve cinsel birliktelik sonrasi ortaya ¢ikan mikrokimerizm de

fizyolojik olarak olugsan dogal mikrokimerizm olarak kabul edilmektedir (49-51).
4.2.2.1. Fetal mikrokimerizm

Gebelik sirasinda anne ile fetilis arasinda maternal, fetal ve plasental hiicrelerin
cift yonli fizyolojik hareketi bilinmektedir (52). Bu siirecte fetal kokenli hiicrelerin
maternal dokuda goézlemlenmesi fetal mikrokimerizm ya da fetomaternal

mikrokimerizm olarak ifade edilmektedir (53).

Patolog Georg Schmorl’un 1893 yilinda eklampsi tanisi ile hayatin1 kaybeden

17 kadin hasta iizerinde yapti§1 otopsi sonucunda fetiisten anneye hiicre gecisi



konusunda merak uyandiran bulgularla karsilasmistir (54). Yaptigi otopsi sonrasinda
Schmorl, maternal pulmoner damarlarda plasental kdkenli trofoblast hiicrelerine
rastladigini raporlamistir (55). Daha sonra trofoblastlar maternal dolasimda da
goriilmistiir (56). Bunun yani sira yapilan arastirmalarda maternal dolasimda fetal
kokenli lenfosit, eritroblast, mezenkimal ve hematopoietik oncii hiicreler gibi bir¢cok
farklt hiicre grubunun varligi gosterilmistir (57-60). Asil amaci preeklampsi ve
eklampsinin patofizyolojisini anlamak olan Schmorl zaman igerisinde siirekli gelisen

hiicre gegisi ile ilgili bilgi birikiminin temellerini olusturmustur (61).

Fetomaternal hiicre gegisini anlamak icin plasenta anatomisini, plasentanin fetal
ve maternal dolasimla olan etkilesimini anlamak gerekmektedir. insan ve fare
plasentas1 maternal kanin dogrudan koryon trofoblastlarinin fetomaternal etkilesim
halinde oldugu hemokoryal 6zellik gostermektedir. Fetal ve maternal kan dolasima,
plasental bolgede zigot kdkenli hiicrelerle sinirlandirilmis; farede labirent, insanda ise
fetal plasenta diye bilinen kanallar igerisinde gergeklesmektedir (62). Trofoblast
hiicreleri fetal ve maternal dolasim arasinda plasental bir bariyer olusturmaktadir.
Farede tek bir trofoblast katmani maternal dolasim ve fetal dokulari birbirinden
ayirirken insanda bu {i¢ katmanli olarak goriilmektedir. Fetal kan umbilikal kordda
bulunan ven ve arter araciligiyla labirent ya da fetal plasentaya girer ve ¢ikar. Maternal
kan ise utero-plasental dolasim ile labirent ya da fetal plasentaya giris ¢ikis yapar (62,
63). Fare ve insan plasenta anatomisinde ve plasental dolasimdaki benzerlikler fetiis
ve maternal geciste plasentanin yerini anlayabilmek adina fare ¢aligmalarin1 6nemli

bir yere koymaktadir (1, 64).
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Sekil 4.2.2.1.1 Fetal ve maternal kan dolasim1

Her ne kadar plasenta fetal ve maternal dolagim arasinda bir bariyer olustursa da
hem farede hem de insanda fetal hiicrelerin gebelik sirasinda maternal dolagima gectigi
gosterilmistir (65). Plasenta bariyeri boyunca gergeklesen fetomaternal hiicre gegisinin
mekanizmasi tamamen anlasilamamakla beraber arastirmacilarin bu konuyu
aydmlatmak adma ortaya koydugu birtakim hipotezler bulunmaktadir (66, 67).
Trofoblast hiicre atiklarmin plasentadan maternal kana birakildigi ve sonrasinda
uterustan uzaklastirildig: siiregte fetal hiicrelerin ya da kalitsal materyalin maternal
kana geg¢isi olasilig1 bu hipotezlerden biridir. Bir diger hipotez ise bu gecisin plasental
kan damarlarinda travmaya bagli mikro yirtiklar ile hasar olugsmasi sonucu
gerceklestigi yoniindedir (68). Hiicrelerin aktif adezyon mekanizmalarini kullanarak

plasenta bariyerini gegtikleri de bir baska hipotezdir (1, 69).

Fetal mikrokimerik hiicrelerin patofizyolojik rollerini anlayabilmek i¢in
maternal dokuya nasil, ne zaman ve hangi bdlgeye gecis yaptiklarini anlamak
onemlidir (61). Fetal mikrokimerizm genellikle insanlarda, kemirgenlerde ve
maymunlarda caligilmaktadir (70, 71). Fetomaternal hiicre trafiginin insanlarda
gebeligin 4’lincii ile 6’nc1 haftalarda basladigi, kemirgenlerde bu trafigin 11’inci

glinden 1itibaren goriilmeye basladigi, maymunlarda ise 4’ilincii haftadan sonra



gozlemlendigi yapilan calismalarda belirtilmistir (70, 72, 73). Gegis yapan fetal
hiicrelerin az sayida olmalarina ragmen gebelik sirasinda maternal periferik kanda
tespit edilebilir oldugu gosterilmistir (72). Maternal kanda tespit edilen fetal kokenli
bu hiicrelerin trofoblast, monosit, eritrosit, hemotopoietik 6ncii hiicre, B ve T
lenfositleri oldugu belirtilmistir (61). Cogu fetal kokenli hiicre gebelikten sonraki ilk
haftalarda maternal immiin sistem trafindan elimine edilerek maternal dolasimdan
kaybolmaya baslamaktadir (74). Ancak maternal dolasima katilan fetal hiicrelerin
uzun yillar sonra dahi maternal kanda tespit edilebilir oldugu arastirmacilar tarafindan
raporlanmistir. Bianchi ve arkadaslari fetal hiicrelerin dogum gergeklestikten 27 yil
sonra bile maternal kanda kalabilecegini gosteren calismalarini ile ilk defa fetal
hiicrelerin maternal kanda uzun siireli yasayabildigini kanitlamigtir (75). Sonrasinda
fetal mikrokimerizmin olugmasi igin canli dogumun sart olmadigini, gebelik sonlansa
da maternal dokuda fetal mikrokimerizmin olustugunu géstermistir (76-78). Plasenta
bariyerini gecerek maternal dolagima giren, dogumdan sonra da maternal immiin
sistemden kurtulan fetal hiicrelerin hayatta kalabilecekleri farkli maternal dokulara
dogru gog ettigi bilinmektedir. Bu hiicreler dogum gergeklestikten sonra da maternal
dokularda tespit edilebilmistir (8, 79). Hayvan modelleri kullanilarak yapilan
caligmalarda fetal hiicrelerin kemik iligi, hipofiz bezi, deri, akciger, karaciger ve beyin

gibi birgok organa gog ettigi ve bu organlara entegre oldugu gosterilmistir (4).
4.3. Fetal Mikrokimerizm ve Maternal Saghk

Anne ve yavrunun birbiri iizerine olan etkisi, her iki tarafin da saglikli olarak
hayatta kalmasini saglamak olacak sekilde bir is birligi i¢erisinde devam etmektedir.
Ancak yapilan arastirmalarda fetal hiicreler ve maternal saghk olumlu sekilde
iliskilendirildigi gibi literatiirde fetal hiicrelerin maternal sagligi olumsuz yonde
etkiledigi ile ilgili yayinlara rastlamak da miimkiindiir (19, 80). Bu iki farkli etkinin

anne ve yavrunun ¢ikarlari dogrultusunda gelistigi diistiniilebilir (81).

Fetal hiicrelerin maternal dokudaki islevlerini anlayabilmek icin daha fazla
aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Literatiirde fetal hiicrelerin anne sagligi lizerine
etkisi hakkinda birbirinden farkli {i¢ ana hipotez bulunmaktadir. Bu hipotezlerden ilki
fetal hiicrelerin anne sagligina zararli oldugu yoniindedir. Bu hipoteze gore fetal

hiicreler maternal doku hasarina katkida bulunabilen inflamatuar bir tepkiye katkida
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bulunur (21, 81). Otoimmiin hastaliklar kadinlarda erkeklerden daha yaygindir.
Hormon degisimleri, fetal mikrokimerizm gibi gebelikle ilgili faktorlerin maternal
otoimmiin hastaliklar1 tetikleyebilecegi diisiiniildiigii i¢in fetal mikrokimerizm siklikla
otoimmiim hastaliklarla iliskilendirilmektedir (82). Khashan ve arkadaslar1 bir grup
hastada yaptiklar1 ¢alismada, ilk gebeliklerinden sonra sezaryen ve vajinal dogum
yapmis kadinlarin hi¢ gebelik gecirmemis kadinlara gore daha fazla otoimmiin
hastaliga yakalanma riski oldugunu bildirmistir. Calismada sezaryen ile dogum
yapanlarin ise vajinal dogum yapanlara gore daha riskli durumda olduklar
belirtilmistir. Yine ayni ¢alismada gebeligi sonlandirilan kadinlarin sezaryen ile
dogum yapanlara kiyasla daha riskli grup oldugu raporlanmistir. Yazarlara gore bu
durum sezaryen ve kiirtaj gibi durumlarda ortaya ¢ikan fetomaternal hemoraj sirasinda
daha fazla fetal hiicrenin maternal dolagima gegisinden kaynaklanmaktadir (83).
Maternal kanda sezaryen dogum sonrasinda vajinal doguma kiyasla daha fazla fetal
mikrokimerizm goriildiigiinii agiklayan bir baska calisma bu durumu kanitlar
niteliktedir (82, 84). Daha 6nce dogum yapmus sistemik sklerozu bulunan kadinlarin
deri lezyonlarinda ve diger organlarinda mikrokimerik fetal kok hiicrelere rastlanirken
dogum yapmamis kontrol grubunda bu hiicrelere rastlanmamistir. Yazarlar hi¢ dogum
yapmamis kadin ya da sistemik skleroz hastalarinda bu hastaligin goriilmesini ise
maternal mikrokimerik hiicrelerle agiklamislardir (85). Hasimato hastalarinda tiroid
bezinde nodiiler goiter bulunan hastalara gore fetal mikrokimerizmin daha yaygin
oldugunu gosteren bir baska calisma ise Hasimato hastaliginin gelisiminde fetal
mikrokimerizmin rol oynayabilecegini belirtmistir. Fetal mikrokimerizm otoimmiin
hastaliklarin diginda oto immiin olmayan hepatit C ve kanser ile de iliskilendirilmistir
(21). Cha ve arkadaglar1 yaptiklar ¢alismada servikal kanser patogenezinde fetal

mikrokimerizmin rolii oldugunu diisiindiiklerini dile getirmistir (86).

Fetal hiicrelerin anne sagligina etkisi lizerine diger hipoteze gore fetal hiicreler
koruyucudur. Fetal 6ncii hiicreler maternal dokuya entegre olarak dokuyu onarmaya
ve korumaya yardimci olmaktadir (21, 81). Bu hipoteze gore fetal kdkenli hiicreler
otoimmiin hastaliklar1 tetiklemez, yalnizca bu hastaliktan etkinen maternal dokuda
toplanirlar (53). Nelson ve arkadaslar1 gebeligin romatoid artirid tizerine iyilestirici bir
etkisi vardir. Yaptiklari arastirma sonucunda bu iyilestirici etkinin fetal mikrokimerik

kok hiicre goriilme siklhigiyla bir korelasyon icinde oldugunu belirtmislerdir (87).
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Florim ve arkadaglar1 ise bobrek biyopsisinde fetal mikrokimerizme rastlanan
hastalarin bobrek fonksiyonlarinin mikrokimerizm rastlanmayan hastalara gore da iyi
oldugu yoniinde yayin yapmistir (88). Otoimmiin olmayan meme kanseri, tiroid kanser
gibi hastaliklarda da fetal mikrokimerik hiicrelerin koruyucu etkisi oldugunu gosteren
calismalar bulunmaktadir. Yapilan kontrollii bir calismada saglikli kadinlarda meme
kanseri kadinlara oranla fetal mikrokimerik hiicrelere daha sik rastlanmistir (89). Elli
yedi papilar tiroid kanseri hastasi kadin ve 49 saglikli kadin arasinda yapilan bir
calismada papilar tiroid kanseri olan kadinlarda daha az fetal kokenli kalitsal materyale
rastlandigin1 gosteren bulgular elde edilmistir. Yayimlanan makalede bulgular fetal
hiicre kimerizminin tiroid kanseri iizerine koruyucu etkileri oldugu yoOniinde
yorumlanmigtir (90). Biitiin bunlarin yani sira solid tiimdrleri, hasar bolgelerini
inceleyen bir¢ok arastirma incelendiginde fetal hiicrelerin bu boélgelerde yogunlastig
goriilmektedir. Son zamanlarda arastirmacilar hiicrelerin bu bolgelere gogme
sebeplerini ve bu bolgelerdeki islevlerini anlamaya calismaktadir (91, 92). Fetal
hiicrelerin hasarli dokuya gb¢ ederek bu dokuya entegre oldugu ve hatta dokuya 6zgii
hiicrelere farklilasabildigi gozlemlenmistir (59). Bu durum ortaya atilan ana
hipotezlerin yani sira fetal mikrokimerik hiicrelerin hasarli maternal dokuya
yerlestikten sonra farklilagarak hasari onarmaya yardimci kok hiicre ya da oOncii
hiicreler oldugu yoniindedir (59). Fetal kokenli mezenkimal hiicrelerin maternal
dolagima katildiktan sonra maternal kemik iligine yerlestigi ve bu dokuya uyum
saglayarak dokuda yasamini yillarca devam ettirdigi gosterilmistir (93). Daha 6nce kan
transfiizyonu olmamis ve bir erkek ¢ocuk diinyaya getirmis iki kadin hastanin kalbinde
kardiyak kokenli olmayan, erkek kalitsal materyaline sahip kardiyomiyositlere
rastlanmistir. Arastirmacilar bu durumu kadin hastalarin kalbinde kolonize olmus ve
mikro-gcevreden gelen uyaranlarla kardiyomiyositlere farklilasmis fetal oncii hiicreler
ile aciklamaktadir (94). Ayrica farelerle yapilan caligmalarda fetal mikrokimerik
hiicrelerin ~ beyinde perivaskiiler ~makrofajlara, noronlara, astrositlere ve

oligodendrositlere doniisebildigi gosterilmistir (10).

Aragtirmacilara gore bir diger hipotez ise fetal hiicrelerin maternal saglik {izerine

bir etkisi olmadig1 yalnizca maternal dokularda var oldugunu savunur (21, 81).
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4.4. Fetal Mikrokimerik Hiicreleri Tespit Etme Yontemleri

Fetal kokenli hiicreleri 6zellikle maternal kan ve dokuda c¢alismak birtakim
zorluklar1 beraberinde getirmektedir. Buradaki zorluklardan en 6nemlisi ¢ok diisiik
sayida hiicreyi tespit etmeye calismaktir. Bir diger zorluk ise hiicrelerin maternal
kokenli mi yoksa fetal kokenli mi oldugunu ayirt etmektir (81). Fetal mikrokimerizmi
tespit etmeye yonelik floresan in situ hibridizasyon (FISH), cinsiyet belirleyici SRY
geni amplifikasyonu i¢in kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu gibi bir¢ok teknik Y
kromozomunu hedef almaktadir (95, 96). Maternal dokudaki mikrokimerik hiicreler
erkek yavrulardan geldigi gibi disi yavrulardan da gelmektedir. Y kromozomunu hedef
alan teknikler disi yavrulardan gelen fetal hiicreleri tespit edememektedir (97). Erkek
yavrulardan gelen hiicreleri tespit eden bu yontemlerin disinda insan 16kosit antijeni
(HLA) tiplemesi ile maternal dokuda hem disi hem de erkek yavruya ait hiicreler
basariyla tespit edebilmektedir (98). Yapilan in vivo calismalarda genellikle yapay
olarak floresan protein ifade edebilen transgenik hayvanlar kullanilmaktadir. Bu
hayvanlardan gecis yapan hiicrelerin tespiti ise akis sitometrisi ve/veya immiinfloresan

tekniklerle yapilmaktadir (10, 99).
4.5. Fetal Mikrokimerizm ve Kok Hiicre Tedavisi

Kok hiicreler doku ve organlarin gelisimi ve rejenerasyonundan sorumlu
hiicrelerdir. Bu hiicreler kendilerini yenileyebildikleri gibi bir¢cok hiicre grubuna
farklilasabilme ozelligine sahiptir (100). Kok hiicreler hasarli bolgeye direkt
transplante edilerek uygulanabilirken doku miihendisliginde uygun bir iskeleye ekilen
hiicreler ihtiya¢ duyulan doku veya organa entegre edilerek kullanilabilmektedir (101,
102). Kok hiicre transplantasyonu ¢esitli hematolojik ve onkolojik maligniteler i¢in
kullanilan terapdtik potansiyeli yiiksek bir tekniktir (103). Norolojik hastaliklar,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve metabolik hastaliklar gibi siklikla goriilen hastaliklarda
da bu terapdtik potansiyelden faydalanmak adina arastirmalar devam etmektedir (104-
106).

Fetal kokenli kok hiicrelerin immiin diizenleyici sinyalizasyonda gorev aldigi,
yetigkin hiicrelere gore daha uzun telomerlere sahip oldugu, bu sebeple de gecis yaptigi
maternal dokuda yillarca yasamlarin siirdiirebildikleri diisiiniilmektedir. Ayrica fetal

kokenli kok hiicrelerin tedavi potansiyellerinin ifade ettikleri Nanog, Oct4, Rex1 gibi

13



embriyonik kok hiicrelerin puliripotent olmalarinda rol oynayan markorlerden
kaynaklandigini belirten ¢calismalar bulunmaktadir. Bu markérler sayesinde fetal kok
hiicreler ¢esitli doku ve organa entegre olarak bu doku ve organa 6zgii hiicrelere

farklilasabilecek potansiyele sahip olmaktadir (107).
4.6. Iskemik Beyin Felci

Beyin felci beyni besleyen kan damarlarinin tikanmasi ya da yirtilmasi ile
karakterize norolojik bir hastaliktir. Beyinde olusan pihtilar kan damarlarinin
tikanmasina ve/veya damarlarin zedelenerek kanamasina sebep olarak beyinde diizenli
kan akigsin1 bozmaktadir. Diizenli kan akisinin bozulmasi beyin hiicrelerinin oksijen

eksikligine bagli ani 6liimiine yol agmaktadir (108, 109).

Beyin felci en yaygin serebrovaskiiler hastalik olmakla beraber diinya genelinde
en ¢ok Oliime neden olan ikinci hastaliktir. On ti¢ milyondan fazla insani etkileyen
beyin felci neredeyse bes milyondan fazla insanin oliimiine yol agmaktadir (108).
Beyin felci sonrasi hayatta kalan hastalarin temel ihtiyaclarini yerine getiremedikleri
bilinmektedir. Bunun yani sira bu hastalarin motor aktiviteleri gerceklestirmekte
giicliik ¢ektikleri, norolojik ve psikolojik bozukluklar yasadiklari, hayatlarin
bakimlarini gergeklestirecek bir baska bireye bagli olarak idame ettirmeye calistiklar
goriilmektedir (110). Hastalarin tedavileri, tedavi sonrasi ihtiya¢ duyduklari bakim ve
gereksinimler diisiiniildiigiinde beyin felci lilke ve hasta ekonomisine olan maliyeti
oldukga yiiksek bir hastaliktir (111). Diinya genelinde saglik harcamalarinin %34’
beyin felcine yonelik kullanilmaktadir (112). Oldukga yaygin goriilen, hasta ve iilkeler
icin maliyeti yiliksek olan bu hastaligin tedavisi i¢in kullanilabilen Amerika Gida ve
Ilag Idaresi (FDA) onayli tek ilag doku plazminojen aktivatdriidiir (tPA). Ancak tPA
kullanim araligt sinirli bir ilagtir. Hastalar bu ilaca beyin felci sonrasi 3,5 ile 4 saat
arasinda ulagsmalidir; aksi taktirde ilag toksiktir. Bu nedenle hastalarin bircogu beyin

felci tedavisinde tPA’den yararlanamamaktadir (113).

Iskemik beyin felci diizensiz perfiizyon sonucu beyne yeterli kan ve oksijen
iletilememesinden kaynaklanmaktadir. Beyin felci hastalarinin %85’ini olusturan
iskemik beyin felci beyinde trombotik ve embolik durumlar meydana getirmektedir
(114). Tromboz durumunda kan akigi, ateroskleroz sebebiyle daralan kan

damarlarindan etkilenmektedir. Plak olusumu ile daralan damarlar trombotik iskemiye
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sebep olmaktadir. Embolik iskemi ise kan pihtis1 ya da hava sebebiyle beyinde azalan
kan akis1 sonucu meydana gelmektedir. Azalan kan akisi stres yaratarak nekrotik hiicre
Oliimiine yol a¢gmaktadir. Plazma membraninin bozulmasi, organellerin sismesi ve
hiicre i¢i yapilarin ekstraseliiler bolgeye sizmasi nekrotik hiicre Sliimiinii takip

etmektedir. Bu siirecin sonunda ise beyin hiicreleri fonksiyonlarini yitirmektedir (115).
4.7. iskemik Beyin Felci Patofizyolojisi

Diizenli olarak kan akiginin saglanamamasi ihtiya¢ duydugu oksijen ve glikozun
beyne iletilemedigi anlamina gelmektedir. Yetersiz oksijen ve glikoz beyin i¢in gerekli
enerjinin iretilmesine engel olur. Enerji eksikligi membran potansiyelinin
kaybolmasina, néron ve glialarin depolarize olmasina neden olur. Bu durum pre-
sinaptik néronda bulunan voltaj bagimli Ca*? kanallarinin aktive olmas1 ve sinaptik
araliga glutamat salinmasiyla sonuglanir. Enerji ile geri alimi saglanabilen glutamat,
ortamda yeterli enerji olmadigindan geri alinamaz ve sinaptik boslukta birikir. Bu da
glutamat reseptorlerinin gereginden fazla aktive olmasina sebep olmaktadir.
Gereginden fazla aktive olan glutamat reseptérleri hiicre i¢inde ve disinda Ca*?, Na*,
Cl, K" iyonlarinin yer aldigi iyonik dengeyi bozar. Boylece hiicre iginde ve disinda
iskemik beyin felci patofizyolojisini olusturan, Sekil 4.7.1’de gosterilen bir dizi olay
baslamus olur (116). iskemik beyin felci patofizyolojisini olusturan bu énemli olaylar
glutamat ekzitotoksisitesi, artmis hiicre i¢i kalsiyum seviyesi, oksidatif stres,
inflamasyon ve peri-infarkt bolgede goriilen depolarizasyon olarak siniflandirilabilir
(117-119).
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Sekil 4.7.1 Iskemik kosullarda beyin hiicrelerinde meydana gelen patolojik

olaylar

4.7.1. Ekstraseliller alanda meydana gelen glutamat birikimine bagh

ekzitotoksisite

Beyin dokusu enerji {iretiminin ¢ogunu oksidatif fosforilasyon ile
gerceklestirdigi i¢in diger dokulara kiyasla daha fazla oksijen ve glikoza ihtiyag
duymaktadir. Serebral kan akisinin bozulmasi iyonik gradyanlarin korunmasi igin
gereken enerji tliretiminde kullanilan oksijen ve glikoz gibi 6nemli maddelerin beyne
iletimini engellemektedir (120, 121). Enerji iretimi i¢in ihtiya¢ duyulan oksijen ve
glikozun beyne iletilememesi, beyinde enerji eksikligine yol agmaktadir. Yetersiz
enerji durumunda membran potansiyeli kaybolur, néronlar ve glialar depolarize olur
(122). Boylece voltaj bagimli Ca*? kanallar1 aktive olmaya baslar ve ekstraseliiler
bolgeye eksitator aminoasitler salinir. Bu asamada enerjiye ihtiya¢ duyulan hiicresel
stireglerden biri olan eksitator aminoasitlerin geri alinimi enerji eksikliginden dolay1

gerceklestirilememektedir. Eksitatdor aminoasitlerin geri alinamamasi ekstraseliiler
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alanda glutamat birikimine yol acar. Bu birikim iyonotropik ve metabotropik glutamat
reseptorlerinin gereginden fazla aktive olmasi ile sonuglanir. Glutamat, reseptorlerine
baglanarak iyon kanallarimin agilmasini, dolayisiyla iyonik gradyanin bozulmasina
neden olur. Iyonotropik glutamat reseptdrlerinden N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptoriiniin fazlaca aktive olmasi hiicre ici Ca*? birikimini, sonrasinda da buna baglh
fosfolipaz C sinyalizasyonunu tetikler (123). Ayrica, glutamat aracili agir1 aktivasyon,
glutamat reseptorii olan alfa-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropiyonik asit
(AMPA\) aktivasyonu ile agilan kanallardan Na* ve Cl" iyonlarinin ndronlara girisine
neden olmaktadir. Na* ve CI iyonlarinin néronlara girisi K* iyonunun ¢ikigindan daha
fazla oldugundan bu durum ndéronlarin i¢ine pasif olarak su girigini dolayistyla da

6demin olugmasini saglamaktadir (124).
4.7.2. Hiicre ici kalsiyum artisimi takip eden oksidatif stres

Hiicre igerisinde ikincil haberci Ca*? artis1, doku hasarma yol agan bir dizi
sitoplazmik ve niikleer olaylar1 baglatmaktadir. Proteolitik enzimlerin aktivasyonu ile
aktin ve spektrin gibi hiicre iskeleti proteinlerinin par¢alanmasi, aktive olan
proteazlarin radikal yakalama mekanizmasini zora sokan fazladan serbest oksijen

tirlerini {ireterek lipid preroksidasyonuna ve membran hasarina yol agmasi bu

olaylardandir (125).

Iskemi sonrasi bozulan membran biitiinliigii hiicre icerisine daha fazla Ca*?
girisine yol agmaktadir. Bircok enzimatik olayda gorev alan ikincil mesajc1 Ca*?, hiicre
icerisinde bulunan enzimlerin aktivasyonunda gorev almaktadir. Kalpainler kalsiyum
ile aktive olan proteazlardandir. Fonksiyonlar1 Ca*? tarafindan diizenlenen kalpainler,
hiicre igerisinde Ca*? gereginden fazla arttiginda; hiicre iskeleti proteinleri, membran
proteinleri gibi hiicrenin yap1 ve islevi agisindan onemli yapilarin kontrolsiizce
yikimina sebep olur. Bunun yani sira yine hiicre i¢i Ca*? miktar1 artigina bagh olarak
aktive olan endoniikleazlar hiicre i¢inde bulunan niikleik asitlere, lipazlar ise

membrani olusturan lipidlere hasar verir (126).

Iskemik kosullarda mitokondriyal elektron tasima zinciri tarafindan siiperoksit
(02) gibi reaktif oksijen tiirleri tiretilmektedir. Nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentaz
(NOS) araciligiyla sentezlenen bir serbest radikaldir (127). Nitrik oksit sentazin

aktivasyonu Ca*?’un kalmoduline (CaM) baglanmasiyla gerceklesmektedir. Iskemik
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beyin felci sonrasit néronlarda nikrik oksit sentaz 1 (NOS1) aktivasyonunun arttigi
bilinmektedir (128). Olagandan fazla sentezlenen NO, siiperoksitlerle birleserek
oldukga reaktif bir madde olan peroksinitriti (ONOQO") olusturur (127). Hiicrelerin
sitoplazma ve mitokondrilerinde reaktif oksijen tiirlerini yakalayarak antioksidan
ozellik gosteren glutatyon bulunmaktadir. Glutatyon depolarinin hasar gérmesi ya da
hiicrede glutatyon gibi antioksidanlarin yakalayabileceginden daha fazla reaktif
oksijen tiirlerinin tiretilmesi durumunda hiicrede oksidatif stres meydana gelmektedir
(129). Uretilen bu reaktif oksijen tiirleri mitokondriyal ve hiicresel DNA’ya zarar
vererek hasari arttirmaktadir (130).

4.7.3. Iskemi sonras: hiicre ici kalsiyum birikimi ve buna bagh endoplazmik

retikulum stresi

Endoplazmik retikulum (ER) noronlarin akson, dentrit, presinaptik sinir
terminalleri gibi bolgelerinde yaygin olarak dagilmis hiicresel bir organeldir (131).
Yeni sentezlenmis proteinlerin katlanmasindan, hiicre ici Ca*? iyonunun
depolanmasindan ve Ca™ sinyalizasyonundan sorumludur. ER fonksiyonunun
bozulmasi, ER stresi olarak bilinen patolojik bir duruma neden olur. ER stresi,
baslangicta protein sentezinin inhibisyonuna, sonrasinda protein katlama genlerinin
aktive olmasina ve yanlis katlanmig proteinlerin parcalanmasina yol agan siireci
baglatmaktadir. Bu siire¢ katlanmamis protein yaniti (UPR) olarak da bilinir (132).
Endoplazmik retikulumun Ca* depolarinin bosalmasi ve oksidatif stres, ER
fonksiyonunu bozarak UPR mekanizmasini tetikleyebilmektedir (133). Ayrica bu
durumun hiicrede apoptoz, nekroz ve otofaji gibi 6liim yolaklarinin aktive olmasina

neden oldugu da bilinmektedir (134, 135).
4.7.4. inflamatuar yant

Iskemik kosullarda hiicre ierisinde biriken ikincil mesajc1 Ca*?, hiicre icerisinde
bircok mekanizmanin aktivasyonunu saglamanin yani sira NFxB, Hifl, IRF, STAT3
gibi transkripsiyon faktorleri regiile ederek pro-inflamatuar genlerin ifadesini
tetiklemektedir. Ayrica, hasarli hiicrelerde inflamasyon mediatérleri olan trombosit
aktive edici faktor, tiimor nekroz faktorii alfa (TNFa) ve interlokin 1B tiretilmektedir
(136). Bunun yani sira endotel hiicrelerinin yiizeyinde bulunan ICAML1 ve selektinler

gibi adezyon molekiillerinin ifadesi arttirilmaktadir (137). Bu sayede notrofiller
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yiizeylerindeki reseptorler araciligi ile endoteller {izerinde artan adezyon molekiilleri
ile etkilesime ge¢mektedir. Endotellerin {izerine tutunup vaskiiler duvardan gegen
notrofiller kolayca beyin parankimine yerlesirler. Pro-inflamatuar siire¢ hasar
bolgesini immiin hiicrelerin periferik bolgeden go¢ edebilmesi igin elverigli hale
getirmektedir (138). Iskemi sonrast CXCL1, CXCL2, CXCL5, CCL3 gibi
kemoatraktanlarin seviyesinde artis gozlemlenmektedir (139). Kemoatraktanlar
reseptorlerine baglanarak periferik kandan beyin parankimine ilk gegen hiicrelerin
notrofiller olmasini saglamaktadir (138). Notrofilleri takip eden makrofajlar ve

monositler de hasarli beyin bélgesine gog etmektedir (116).
4.7.5. Peri-infarkt depolarizasyonu ile yayilan depresyon

Iskemik kosullarda meydana gelen metabolik ve iyonik degisimler iskemik
bolgede homojen olarak gergeklesmez. Hasarin merkezinde (core), serebral kan akisi
normalin neredeyse %20 altinda kalmaktadir. Bu bolgede iskemi baglar baslamaz
hiicreler kalic1 bir sekilde depolarize olmaktadir (140). Hiicreler enerji eksikligine
bagli iyon dengesizligi ile gelisen proteoliz, lipoliz gibi yikict metabolik durumlarla
oliime siiriiklenmektedir. Iskeminin &liimciil olarak etki gosterdigi bu hasar merkezi
ile saglikli beyin dokusu arasinda ‘penumbra’ adi verilen bir bolge yer almaktadir
(141). Kan akiginin sikintili oldugu bu bolgede metabolik enerji kismen korunmaktadir
(140).

Iskemi durumunda ortaya cikan enerji eksikligi hasarm merkezinde bulunan
noron ve glialarn membran potansiyelini kaybederek kontrolsiiz depolarize
olmalarma neden olur. Depolarize olan hiicreler postsinaptik bosluga glutamat ve K*
salmaktadir (142). Kontrolsiiz depolarize olan néronlar iskemik kosullarda tekrar
repolarize olamamaktadir. Penumbra bolgesinde bulunan ndéronlar ise repolarize
olabilirler. Yine bu néronlar ekstraseliiler ortamda artan glutamat ve K* sebebiyle
depolarize olabilir (116). Kontriilsiizce tekrarlayan bu depolarizasyonlar ‘peri-infarkt
depolarizasyonu’ olarak tanimlanmaktadir. Glutamat ve K* iyonu artigina bagli olarak
iyonik dengeleri bozulan ndéronlarin birbiri ardina, bir dalga halinde depolarize

olmasina ise yayilan depresyon denmektedir (143).
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4.8. Iskemik Beyin Felci ve Fetal Mikrokimerizm

Fetal mikrokimerik hiicrelerin varligi, insanda bir¢ok farkli organda tespit
edilmistir (144). Insan beyni de fetal hiicrelerin tespit edildigi organlardan biridir (145,
146). Hamilelik sirasinda hiicre gecisi mekanizmalari, fetal hiicrelerin maternal
dokuda dagilim1 ve ¢ogalmasi tam olarak anlagilamasa da fetal mikrokimerik hiicreler
klinik olarak Onem tasimaktadir. Literatiirde fetal mikrokimerizm hem maternal
hastaliklar ile hem de maternal hastaliklar1 tedavi edici potansiyeli ile
eslestirilmektedir. insanda fetal mikrokimerizm hem saglikli kadinlarda hem de hasta
kadinlarda karsilasilan bir durumdur. Yapilan arastirmalar fetal hiicrelerin maternal
dokuya gectigi bu dokuya 6zgii farklilagtigi ve bu dokuda ihtiyag durumunda hasari
uyardig1 ya da maternal dokuya gectikten sonra maternal yanitin olugsmasina neden

olarak olasi bir hastaligin prognozunu kotii yonde etkiledigi seklindedir (73, 147).

Yapilan bu c¢alismalara ragmen, fetal mikrokimerik hiicrelerin protektif
oldugunu gosteren ¢alismalar da vardir. Literatiirde iskemik beyin felci ve fetal
mikrokimerizm ile ilgili yeterince c¢alisma bulunmamaktadir. Ancak yapilan
calismalar umut vadetmektedir. Bu konudaki ¢alismalardan birinde Tan ve arkadaslari
dogal tiir disi farelerde eksitotoksik beyin hasari olusturduktan iki hafta sonra bu
fareleri transgenik olarak yesil floresan proteini (GFP) ifade eden erkek farelerle
ciftlestirmistir. Calismalarina gebe olan farelerle devam eden arastirmacilar gebelik
tamamlandiktan sonra bu farelerden kan ve doku 6rnekleri toplamis ve bu 6rneklerde
transgenik olarak yesil floresan proteini ifade eden fetal hiicreleri tespit etmistir.
Arastirmacilar fetal hiicrelerin kan beyin bariyerini gegerek hasarli beyin bdlgesine
yerlestiklerini gostermistir (10). Bir bagka calismada arastirmacilar yine fetal
mikrokimerizm elde etmek i¢in dogal tiir disilerle transgenik olarak GFP ifade eden
erkeklerle ciftlestirmis ve disi farelerin tek seferden fazla gebelik gegirmesine izin
vermigstir. Son gebeligin tamamlanmasindan 3-4 ay sonra disilerde iskemik beyin felci
indiiklenmigstir. Arastirmacilar GFP ifade eden fetal mikrokimerik hiicreleri maternal
kan ve hasarli beyin dokusunda tespit edebildiklerini ve hasar indiiklendikten otuz giin
sonra bakildiginda bu hiicrelerin endotel hiicre 6zellikleri gosterdigini belirtmistir.
Ayrica aragtirmacilar birden fazla dogum yapmanin iskemik beyin felci sonrasi olusan

hasara kars1 protektif etkisi oldugunu gostermistir (148).
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Iskemi sonrasi fetal mikrokimerik hiicrelerin hasarli bdlgeye goc ettigi
arastirmacilar tarafindan gosterilse de hasara nasil gog ettikleri ve koruyucu etkilerinin

arkasindaki mekanizmalar aydinlatilmay1 beklemektedir.
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5. MATERYAL VE METOT
5.1. Deney Dizaym

Bu tez calismasinda yapilan hayvan deneyleri, Istanbul Medipol Universitesi,
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (Imii-Hadyek) tarafindan alinan etik kurul onay1
(17/09/2020 tarihinde, 55 numarali karar) ile hayvan refahi dikkate alinarak
yapilmigtir. Biitlin ¢aligmalar ulusal ve uluslararasi etik standartlar gozetilerek
gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan hayvanlar 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik
dongiiniin diizenli olarak saglandig1 odalarda bulunan kafeslerde yetistirilmistir. Yine
bu hayvanlarin yem ve suya erisimi ad libitum seklindedir. Bu ¢alismada 8-12 haftalik
yetigkin dogal tiir disi BALB/C fareler, dogal tiir erkek BALB/C fareler, transgenik
olarak yesil floresan protein (Green Fluorescent Protein, GFP) eksprese eden
Tg(CAG-EGFP)10sb/J (#003291, The Jackson Laboratory) transgenik erkek fareler
ve transgenik olarak yesil floresan protein (Green Fluorescent Protein, GFP) ile birlikte
ates bocegi lisiferaz enzimi (Luc) eksprese eden Tg(CAG-luc,-GFP)L2G85
transgenik erkek fareler (#025854, The Jackson Laboratory) kullanilmistir.

Kisa donem ¢alismalarinda fetal mikrokimerik hiicrelerin eldesi i¢in dogal tiir
disi BALB/C fareler, transgenik olarak yesil floresan protein (Green Fluorescent
Protein, GFP) eksprese eden Tg(CAG-EGFP)10sb/J transgenik erkek fareler ile
ciftlestirilmistir. Hayvanlarin ciftlestirilmesinden 14 giin sonra fetal mikrokimerik
hiicreler akig sitometrisi yontemi kullanilarak izole edilmistir (Sekil 5.1.1, A). Dogal
tir erkek BALB/C farelerde iskemi indiiklenmis, reperfiizyon baglangicinda fetal
mikrokimerik hiicreler enjeksiyon ile iskemik farelere verilmistir ve hiicre tedavisi
gerceklestirilmistir. Hayvanlar 72 saat sonra sakrifiye edilmis kan ve beyin dokular

yapilacak caligmalara uygun olarak toplanmistir (Sekil 5.1.1, B).

Uzun donem calismalarinda fetal mikrokimerik hiicrelerin eldesi i¢in dogal tiir
disi BALB/C fareler, transgenik olarak yesil floresan protein (Green Fluorescent
Protein, GFP) ile birlikte ates bocegi liisiferaz enzimi (Luc) eksprese eden Tg(CAG-
luc,-GFP)L2G85 transgenik erkek fareler ile ¢iftlestirilmistir. Hayvanlarin
ciftlestirilmesinden 14 giin sonra fetal mikrokimerik hiicreler akis sitometrisi yontemi
kullanilarak izole edilmistir (Sekil 5.1.1, A). Dogal tiir erkek BALB/C farelerde iskemi

indiiklenmis, reperfiizyon baslangicinda hiicre tedavisi olarak fetal mikrokimerik
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hiicreler enjeksiyon ile iskemik farelere verilmistir (Sekil 5.1.1, C). Sonrasinda 30 giin
boyunca belirli giinlerde biyoliiminesans/ bilgisayarli tomografi ile hayvanlar
goriintiilenmistir (Sekil 5.1.1, D). Hayvanlar 30 giin sonra sakrifiye edilmis beyin

dokular1 yapilacak ¢alismalara uygun olarak toplanmistir (Sekil 5.1.1, E).
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5.2. Hayvanlarin Ciftlestirilmesi

Hiicre gecisi ile ilgili calismalar i¢in dogal tiir disi BALB/C fareler ile transgenik
olarak GFP eksprese eden Tg(CAG-EGFP)10sb/J (#003291, The Jackson Laboratory)
transgenik erkek fareler ¢iftlestirilmistir. Hayvanlarin giftlestirilmesini takiben 14 giin

sonra digi hamile farelerden fetal mikrokimerik hiicreler izole edilmistir.

Canli hayvan goriintiileme ile ilgili ¢alismalar igin dogal tiir disi BALB/C fareler
ile transgenik olarak GFP ve lusiferaz enzimi eksprese eden Tg(CAG-luc,-
GFP)L2G85 transgenik erkek fareler (#025854, The Jackson Laboratory)
ciftlestirilmistir. Hayvanlarin ¢iftlestirilmesini takiben 14 giin sonra hamile farelerden

fetal mikrokimerik hiicreler izole edilmistir.

5.3. Maternal Kandan Akis Sitometrisi Kullanilarak GFP (+) Fetal

Mikrokimerik Hiicrelerin Ayristirilmasi

Transgenik olarak GFP eksprese eden farelerle ¢iftlesmeye konulmus ve hamile
olan dogal tiir disi BALB/C farelerden GFP (+) fetal mikrokimerik hiicrelerin
izolasyonu c¢iftlesmeden 14 giin sonra akis sitometrisi yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu yontem i¢in hamile disi fareler sakrifiye edilmis, sakrifiye
edilen farelerin kanlar1 ayr1 ayri 2 ml santrifiij tlipli igerisine toplanmistir. Hi¢ vakit
kaybetmeden toplanan kanlar deneye baglamadan 6nce ¢ift distile su ile seyreltilmis
lizis soliisyonu (10X BD Red Blood Cell Lysis Buffer, #555899, BDbioscience)
bulunan flakon tiiplere aktarilmistir. Kan Ornekleri lizis soliisyonu igerisine
aktarildiktan sonra 6rneklerin bulundugu tiipler ters-yiiz edilerek karistirilmis ve 15
dakika boyunca karanlikta, oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonrasinda ornekler 200xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatantlar
orneklerin pelletlerine zarar verilmeden uzaklastirilmistir. Pelletler %2 Fetal Bovin
Serumu (FBS) igeren fosfat tamponlu salin ¢6zeltisi (PBS) ile ¢oziilerek yikama islemi
yapilmustir. Sonrasinda drnekler 200xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edilerek yikama
islemi tamamlanmistir. Yikama islemi iki kere gergeklestirilmistir. Bu islem bitiminde
ornekler 250 ul %2 FBS iceren fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi ile ¢oziilmiistiir.
Ayristirma islemi i¢in Akis Sitometri Cihazi (BD, Influx Cell Sorter, ABD)

kullanilmistir. Bu islem sonrasinda GFP (+) fetal mikrokimerik hiicreler ayr1 bir tiipte
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toplanmis (Sekil 5.3.1) ve iskemik farelere verilene kadar 37 °C, %5 CO2 kosullarini

saglayan inkiibatorde muhafaza edilmistir.

Sekil 5.3.1 Maternal kandan fetal mikrokimerik hiicrelerin eldesi

5.4. Orta Serebral Arter Okliizyonu (OSAO)

Hamilelikten bagimsiz olarak BALB/C erkek farelerde iskemi orta serebral arter
okliizyonu (OSAO) yontemi kullanilarak indiiklenmistir. OSAO ve reperfiizyon
uygulamasi siiresince fareler %1°lik izofluran gaz anestezisi altinda tutulmustur.
Farelerin viicut sicakliklar1 takip edilecek ve 36,5-37,0 °C arasinda olmasi
saglanmistir. OSAO ve reperflizyon uygulamasi siiresince beyin kan akimindaki
degisimlerinin anlhk takibi Laser Doppler flowmetre (Perimed, Isveg) cihaz
kullanilarak yapilmigtir. Farelerin hasarli hemisferinde Bregma bdlgesinin -2 mm
posterior ve 6 mm lateraline Laser Doppler cihazinin fiberoptik probu dental yapistiric
ile kafatas1 kemiginin iizerine sabitlenmistir. Monofilament teknigi kullanilarak
OSAO modeli olusturulmustur. Bu teknikte, boyun bdlgesine yapilan kesi sonrasi,
karotid arterler izole edilecek ve 6-0 ipek (S1165, Dogsan, Tiirkiye) iple ligasyon

yapilmustir. Gegici olarak damari tikamak i¢in mikrovaskiiler klips internal karotid
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lizerine yerlestirilmis, kommon karotid artere damar makasi ile kesik atilmig ve 7-0
kalinligindaki monofilament (#701934PK5Re, Doccol, ABD) Kkesikten internal
karotid artere dogru yaklasik 9 mm igeriye itilmistir (Sekil 5.4.1). Orta serebral arterin
dogru olarak tikandig1 Laser Doppler flowmetre (Perimed, Isveg) cihazi yardimu ile
beyin kan akimindaki diisiisten kontrol edilmistir. Okliizyondan 30 dakika sonra ip

geri ¢ekilmis, reperfiizyonun takip edilmesi amaciyla kan akimi 20 dakika daha takip

edilmistir.
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Sekil 5.4.1 Orta Serebral Arter Okliizyonu Yontemi (OSAO)

5.5. GFP (+) Fetal Mikrokimerik Hiicrelerin Enjeksiyonu

Oncelikle hamile disi BALB/C farelerin kanindan fetal mikrokimerik hiicreler
akis sitometrisi yontemiyle ayristirilmistir. Ayristirilan hiicrelerin verilebilmesi igin
erkek BALB/C farelerin kuyruk arterine iskemi sonrasi kaniilasyon yapilmistir (Sekil
5.5.1). Daha once akis sitometrisi yontemi ile ayristirilan fetal kokenli GFP (+)
hiicreler 30 dakikalik iskemi sonrasinda reperfiizyon baglangicinda kuyruk arterinden
100 L HBSS (Hanks’ Balanced Salt Solution, #H6642, Sigma Aldrich, ABD)

igerisinde verilmistir.
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Sekil 5.5.1 Fare kuyruk arteri kaniilasyonu ile fetal mikrokimerik hiicrelerin

hasarli hayvana verilmesi

5.6. Fetal Mikrokimerik Hiicrelerin Iskemik Farelerde Tespiti

Orta serebral arter okliizyonu yontemi ile 30 dakika iskemi uygulanan erkek
BALB/C hayvanlara reperfiizyon basglangicinda kuyruk arterine kaniilasyonla fetal
kokenli GFP (+) hiicreler verilmistir. Hayvanlar iskemiden 3 giin sonra sakrifiye
edilmistir. Sakrifiye edilen hayvanlarin beyinlerinde ve kanlarinda GFP (+) hiicreler

tespit edilmeye ¢aligilmistir.
5.6.1. Akis sitometrisi yontemiyle beyinde GFP (+) hiicrelerin tespiti

Sakrifiye edilen hayvanlarin beyinleri izole edilmistir. Beyinler izole edilir
edilmez fare beyin matriksine yerlestirilerek OSAQO’dan etkilendigi bilinen
sitriatumlari jilet yardimiyla kalanindan ayrilmig ve papain (#P4760, Sigma Aldrich,
ABD) iceren enzimatik soliisyona alinmistir. Doksan dakika boyunca 33 °C’de
enzimatik pargalanmaya birakilan beyinler sonrasinda dengeli tuz soliisyonuyla
(Hank’s Balanced Salt Solution, #H6648, Sigma Aldrich, ABD) yikanmis, enzim
soliisyonu ortamdan uzaklastirilmistir. Hybernate A besi yeri igerisine 1 mg/ml BSA
(Bovin Serum Albumin, #A7906, Sigma), %0,2 DNase-1 (#A4193, Biomatik)
eklenerek tritiirasyon soliisyonu hazirlanmigtir. Tritlirasyon sollisyonu ile beyin
dokusu mekanik olarak tek hiicreli hale getirilmeye c¢alisilmistir. Mekanik olarak

pipetaj ile tritiirasyon soliisyonu igerisinde tek hiicreli hale getirilen beyin dokusu 5
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mg/ml BSA igeren Hybernate A besi yerine alinmistir. Hiicreler 500xg’de 5 dakika
boyunca santrifiij edilmis ve %2 FBS igeren fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi ile
coOziilerek yikama islemi yapilmistir. Yikama islemi sonrasinda hiicreler 40 pum’lik
stizgecten (#352340, Cell Strainer, Falcon, ABD) gecirilmistir. Hiicreler karanlikta,
oda sicakliginda %?2 paraformaldehit (PFA) igerisinde 10 dakika boyunca inkiibasyona
birakilarak fikse edilmistir. Hiicreler, PFAy1 uzaklastirmak i¢in %2 FBS iceren fosfat
tamponlu salin ¢o6zeltisi ile yikanmustir. Hiicreler %0,3 Triton-X iceren fosfat
tamponlu salin ¢6zeltisi ile pormeabilize edilmis ve AF488 konjuge GFP antikoru
(1:250, #338008, Biolegend) ile boyanmistir. Cekirdekli hiicrelerin belirlenebilmesi
icin hiicreler 1:1000 DAPI (1mg/ml, #D9542, Sigma Aldrich, ABD) ile muamele
edilmistir. GFP (+) hiicreler Akis Sitometri Cihazi (BD, Influx Cell Sorter, ABD) ile

analiz edilmistir.

l

contra, ipsi
'

P
.

Sekil 5.6.1.1 Akis sitometrisi yontemiyle fetal mikrokimerik hiicrelerin hasarli

hayvanin beyin dokusunda tespiti
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5.6.2. Akis sitometrisi yontemiyle kanda GFP (+) hiicrelerin tespiti

Sakrifiye edilen hayvanlarin kanlar1 ayr1 ayr1 2 ml santrifiij tiipii igerisine
toplanmistir. Hi¢ vakit kaybetmeden toplanan kanlar deneye baglamadan once ¢ift
distile su ile seyreltilmis lizis soliisyonu (10X BD Red Blood Cell Lysis Buffer,
#555899, BDbioscience, ABD) bulunan flakon tiiplere aktarilmistir. Kan 6rnekleri
lizis soltisyonu igerisine aktarildiktan sonra orneklerin bulundugu tiipler ters-yiiz
edilerek karistirilmis ve 15 dakika boyunca karanlikta, oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda drnekler 200xg’de 5 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Stipernatantlar 6rneklerin pelletlerine zarar verilmeden uzaklagtirilmistir.
Pelletler %2 FBS iceren fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi ile ¢oziilerek yikama islemi
yapilmustir. Sonrasinda drnekler 200xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edilerek yikama
islemi tamamlanmistir. Yikama islemi iki kere gergeklestirilmistir. Bu islem bitiminde
ornekler 500 pul %2 FBS igeren fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi ile ¢oziilmiistiir. Kanda
bulunan GFP (+) hiicrelerin tespiti Akis Sitometri Cihaz1 (BD, Influx Cell Sorter,
ABD) ile yapilmustir.

Sekil 5.6.2.1 Hasarli hayvanlarin kaninda fetal mikrokimerik hiicrelerin tespiti
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5.6.3. Beyin kesitlerinde GFP (+) hiicrelerin tespiti
5.6.3.1. Orneklerin toplanmasi

Izole edilen beyinler kuru buz iizerinde dondurulmustur. Beyinler kuru buzda
dondurulduktan sonra doku sabitleme mediumu (Tissue Freezing Medium,
#14020108926, Leica, Almanya) ile kryostat cihazinin (CM1950, Leica, Almanya)
aparatina sabitlenmistir. Sonrasinda beyinlerden 20 um’lik koronal seri kesitler pozitif
yuklii camlara (Isotherm) alinmistir. Kesitler boyama yapilana kadar -80 °C’de

muhafaza edilmistir.

H Bregma 0.0

Sekil 5.6.3.1.1 Kryostat cihazi ile hasarli hayvanin beyninden alinan kesitler

5.6.3.2. GFP (%) hiicrelerin tespiti

Kesitler boyamaya baslamadan once -80 °C’den c¢ikartilmis ve 30 dakika
boyunca oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kuruyan kesitler sale yatagina
almmis ve 10 dakika boyunca %4’lilk PFA soliisyonu igerisinde fikse edilmistir.
Kesitler PFA’dan kurtulmak icin 3 kere fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi (PBS) ile
yikanmistir. Yikama sonrasi kesitlerin etrafi hidrofobik bir kalem (PAP pen for
immiinostaining, Z672548-1EA, 2mm, Merck) ile ¢izilmistir. Beyin kesitleri iizerine
blok soliisyonu (antibody diluent, #003118, ThermoFisher, ABD) eklenerek 1 saat
boyunca oda sicakliginda ¢alkalayic iizerinde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda konjuge GFP primer antikoru (Alexa Fluor® 488 Conjugate anti-GFP
Antibody, #338008, Biolegend, ABD) blok soliisyonu igerisinde 1:200 seyreltilerek

hazirlanmis ve beyin kesitleri lizerine eklenmistir. Kesitler calkalayici tizerinde 4
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°C’de gece boyunca (16-18 saat) inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin kesitler sale
yatagina alinmis ve 3 kere fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi ile yikanmistir. GFP ile
boyanan hiicrelerin ¢ekirdeklerinin goriintiilenebilmesi i¢in  4',6-diamidine-2'-
fenilindol dihidroklorit (DAPI) igeren ve floresan boyamaya uygun olan kapatma
sollisyonu (F6057, Fluoroshield with DAPI, Sigma Aldrich, ABD) damlatilarak
lamelle kapatilmistir. Boyama sonrasi kesitler konfokal mikroskobu (LSM800, Zeiss,

Almanya) ile goriintiilenmistir.

5.7. Kisa Dénem Odem Olusumu ve Uzun Dénem Post-iskemik Hemisfer,

Korpuz Kallozum ve Striatum Alaninin Degerlendirilmesi

Iskemi sonrasinda gruplar arasi post-iskemik ipsilateral hemisfer alanlarmnin
degerlendirilebilmesi i¢in Cresyl Violet boyamasi yapilmistir. Otuz dakika uygulanan
orta serebral arter okliizyonu ile iskemiye maruz birakilmis erkek BALB/C hayvanlara
reperfiizyon baslangicinda kuyruk arterinden kaniilasyon araciliiyla fetal kokenli
GFP (+) hiicreler verilmistir. Sonrasinda hayvanlar 3 giin sonra sakrifiye edilmis ve
izole edilen beyinleri kuru buz iizerinde dondurulmustur. Doku sabitleme mediumu
(Tissue Freezing Medium, #14020108926, Leica) ile kryostat cihazinin (#CM 1950,
Leica, Almanya) aparatina sabitlenen beyinlerden 20 um’lik koronal kesitler pozitif
yiiklii camlara (Isotherm) alinmistir. Kesitler boyama yapilana kadar -80 °C’de

muhafaza edilmistir.

Her hayvan igin segilen, Sekil 5.6.3.1.1°de 1 numara ile belirtilen bolgeye ait
kesitler -80 °C’den ¢ikarilmis ve oda sicakliginda 1 saat boyunca kurumaya
birakilmistir. Kesitler kuruduktan sonra sale yatagina alimmis ve %4’lik PFA
soliisyonunda 7 dakika inkiibasyona birakilarak fikse edilmistir. Fiksasyon sonrasinda
kesitler fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi ile yikanmistir. Yikanan kesitler oda
sicakliginda, 2 dakika bench tizerinde ve 13 dakika g¢alkalayici lizerinde olmak tiizere
toplam 15 dakika boyunca Cresyl Violet (#C5042-106, Sigma Aldrich, ABD)
boyasinda inkiibasyona brrakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kesitler sirastyla her
birinde 5’er saniye durmak iizere %70’lik, %90’Lik, %95’lik ve %100’liik
konsantrasyonlardaki etanol (#24102, Sigma Aldrich, ABD) serisinden gegirilmistir.
Son olarak kesitler en az 3 dk ksilende (#108684, Merck, ABD) bekletilmis ve
kesitlerin lizerine entellan (M1289, Sigma Aldrich, ABD) damlatilarak lamel ile
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kapatilmistir. Entellan yeterince kuruduktan sonra kesitler 1200 dpi ¢oziiniirliiglinde
tarattlmistir. Taratilan kesitlerden elde edilen goriintiilerde hemisfer ve striatum
alanlari ImageJ (Amerikan Ulusal Saglik Enstitiisti, NIH, ABD) programi kullanilarak

Olgiilmiistiir.
5.8. Kisa Donem ve Uzun Dénem Noéronal Sagkalimin Belirlenmesi

Noronal sagkalimin degerlendirilebilmesi icin iskemi sonrasinda izole edilen
beyinlerin Bregma 0.0 mm striatum seviyesinden alinan 20 um’lik koronal kesitlere
NeuN boyamasi yapilmistir. Bunun i¢in kesitler -80 °C’den ¢ikartilmis ve 30 dakika
boyunca oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Sonrasinda kesitler %4 PFA
sollisyonu ile fikse edilmistir. PFA sollisyonunu uzaklastirmak icin kesitler fosfat
tamponlu salin ¢ozeltisi ile calkalayict iizerinde yikanmistir. Bloklama islemi
oncesinde kesitlerin etrafi hidrofobik bir kalem (PAP pen for immiinostaining,
Z672548-1EA, 2mm, Merck, ABD) ile ¢evrelenmistir. Kesitlere blok soliisyonu
(antibody diluent, #003118, ThermoFisher, ABD) ile 1 saat boyunca oda sicakliginda
bloklama islemi uygulanmistir. Bloklama iglemi bittikten sonra antikor soliisyonu blok
sollisyonu igerisinde hazirlanmistir. Antikor soliisyonunu hazirlamak i¢in 1:100
oraninda konjuge NeuN antikoru (NeuN (D4G40) XP® Rabbit mAb Alexa Fluor®
647 Conjugate, #62994, CST, ABD) blok soliisyonu igerisinde seyreltilmistir.
Sonrasinda antikor soliisyonu beyin kesitlerinin iizerini kapatacak sekilde kesitlerin
tizerine eklenmistir. Kesitler ¢alkalayici tizerinde 4 °C’de gece boyunca (16-18 saat)
inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin kesitler fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi ile
calkalayic1 iizerinde yikanmistir. Hiicre cekirdeklerinin goriintiilenebilmesi icin
kesitler DAPI iceren kapatma soliisyonu (F6057, Fluoroshield with DAPI, Sigma
Aldrich, ABD) damlatilarak lamelle kapatilmistir.

Boyama sonrasinda goriintiileme iglemi konfokal mikroskobu (LSM800, Zeiss,
Almanya) ile yapilmistir. Boyanan kesitlerin kontralateral ve ipsilateral striatum
bolgesindeki NeuN pozitif hiicreler rastgele (region of interest: ROI) belirlenen 9

bolgeden sayilmis ve degerlendirilmistir.
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5.9. F4/80 Boyamasi ile Kisa Donemde Makrofajlarin Degerlendirilmesi

Hasar bolgesine gecen makrofajlarin  degerlendirilebilmesi i¢in iskemi
sonrasinda izole edilen beyinlerin Bregma 0.0 mm striatum seviyesinden alinan 20
um’lik koronal kesitler F4/80 makrofaj antikoru kullanilarak immiinflorosan olarak
boyanmistir. Bunun i¢in kesitler -80 °C’den ¢ikartilmis ve 30 dakika boyunca oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. Sonrasinda kesitler %4 PFA soliisyonu ile fikse
edilmistir. PFA soliisyonunu uzaklastirmak i¢in kesitler fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi
ile calkalayict iizerinde yikanmigtir. Bloklama islemi Oncesinde kesitlerin etrafi
hidrofobik bir kalem (PAP pen for immiinostaining, Z672548-1EA, 2mm, Merck,
ABD) ile cevrelenmistir. Kesitlere blok soliisyonu (antibody diluent, #003118,
ThermoFisher, ABD) ile 1 saat boyunca oda sicakliginda bloklama islemi
uygulanmistir. Bloklama islemi bittikten sonra antikor soliisyonu blok soliisyonu
igerisinde hazirlanmistir. Antikor sollisyonunu hazirlamak igin 1:100 oraninda primer
F4/80 antikoru (#019-19741, Rabbit, Fujifilm, Japonya) blok soliisyonu igerisinde
seyreltilmistir. Sonrasinda antikor soliisyonu beyin kesitlerinin iizerini kapatacak
sekilde kesitlerin iizerine eklenmistir. Kesitler calkalayici iizerinde 4 °C’de gece
boyunca (16-18 saat) inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin kesitler fosfat tamponlu
salin ¢ozeltisi ile calkalayici iizerinde yikanmistir. Sonrasinda kesitler uygun sekonder
antikor ile oda sicakliginda 1 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Kesitler tekrar
fosfat tamponlu salin ¢o6zeltisi ile calkalayict {izerinde yikanmistir. Hiicre
cekirdeklerinin goriintiilenebilmesi i¢in kesitler DAPI iceren kapatma sollisyonu
(F6057, Fluoroshield with DAPI, Sigma Aldrich, ABD) damlatilarak lamelle
kapatilmistir.

Boyama sonrasinda goriintiileme islemi konfokal mikroskobu (LSM800, Zeiss,
Almanya) ile yapilmistir. Boyanan kesitlerin kontralateral ve ipsilateral striatum
bolgesindeki F4/80 pozitif hiicreler rastgele (region of interest: ROI) belirlenen 9

bolgeden sayilmis ve degerlendirilmistir.
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5.10. Iskemik Beyin Felci Sonrasi Hiicre Tedavisi Uygulanan Hayvanlarda

Uzun Donem Fetal Hiicre Dagiliminin Degerlendirilmesi

Hiicre gegisinin takip edilebilmesi i¢in dogal tiir disi fareler ile transgenik olarak
yesil floresan protein (GFP) ve ates bocegi liisiferaz enzimi eksprese eden Tg(CAG-
luc,-GFP)L2G85 transgenik fareler (#025854, The Jackson Laboratory, ABD)
ciftlestirilmistir. Sonrasinda hamile disilere yapilan analiz sonucunda yavrularin bir
boliimiiniin transgenik 6zellik tagidigr goriilmiistiir. Akis Sitometrisi yontemiyle fetal
kokenli hiicreler hamile disilerin kanindan izole edilmistir. izole edilen hiicreler 30
dakika boyunca orta serebral arter okliizyonu indiiklenmis dogal tiir erkek BALB/C
farelere kuyruk arterinden verilmistir. Fetal mikrokimerik hiicre tedavisi uygulanan
hayvanlar, tedaviden 1 giin sonra, 3 giin sonra, 10 giin sonra ve 30 giin sonra in vivo
ti¢ boyutlu biyoliiminesans tomografi (BLT) goriintiileme sistemi kullanilarak anestezi
altinda olarak goriintiilenmis ve fetal mikrokimerik hiicrelerin viicuttaki dagilimi

belirlenmistir. Bu goriintiileme i¢in hayvanlara 100 pl (150 mg/kg) p-lusiferin substrati
(D-Luciferin Potassium Salt, #1-360222-200, Regis Technology Inc., ABD)

intraperitoneal olarak enjekte edilmistir. Enjeksiyondan on dakika sonra
goriintiilemesi yapilacak hayvan izofloran ile anesteziye alinmis ve in vivo ii¢ boyutlu
biyoliiminesans tomografi goriintiileme cihazina (MILabs Optical Imaging, Hollanda)

yerlestirilmistir. Lusiferaz enzimi tarafindan pargalanan p-lusiferin substrati sonucu

ortaya c¢ikan biyoliiminesans toplam sinyal yogunlugu bazinda O&lglilmiustiir.
Hayvanlarin bas, beyin ve govde bolgeleri manuel olarak belirlenmis, toplam sinyal

yogunluk grafigi 6l¢iim yapilan zamana bagli olarak ¢izilmistir.
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6. BULGULAR
6.1. Uterus Veninde Tespit Edilen GFP (+) Fetal Mikrokimerik Hiicreler

bobrek
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9
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0s 15s

Sekil 6.1.1 Uterus veninde (kirmizi kare igerisinde) tespit edilen GFP (+) fetal

mikrokimerik hiicreler
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Dogal tir BALB/C disi fareler, transgenik olarak yesil floresan protein ifade
eden erkek fareler ile ciftlestirilmistir. Ciftlesme sonrasinda hamile olan dogal tiir
BALBY/C disi farelerin yavrularindan bir kismi1 transgenik olarak yesil floresan protein
ifade etmektedir. Boylelikle yavrularin hiicreleri floresan mikroskobu altinda ayirt
edilebilmektedir.

Hayvanlar ciftlestirildikten 14 giin sonra fetal mikrokimerik hiicreler anne
kanindan izole edilmistir. Fetal hiicreler izole edilmeden 6nce hamile fareler floresan
mikroskop (Axiozoom V16, Zeiss, Almanya) altinda incelenmistir. Hamile farelerin
batin1 anestezi altinda agilmis, fareler mikroskoba sabitlenmis ve yavrudan anneye
kanin tagindig1 uterus veni goriintiilenmistir. Sekil 6.1.1°de kan akis1 sirasinda uterus

veninden gecen GFP (+) hiicreler gosterilmektedir.
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6.2. Maternal Kanda Akis Sitometrisi Yontemiyle Tespit Edilen Fetal

Mikrokimerik Hiicrelerin Analizi

A Dogal-tiir kan analizi, nokta grafigi gorseli

10" 5

B GFP (1) erkek ile ciftlesmis dogal-tiir kan analizi
Nokta grafigi gorseli

2

C GFP (+) erkek ile ciftlesmis dogal-tiir kan analizi

Maternal Kandaki
GFP(+) hiicreler

~ 2,00 -

S

g 1,50
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= 0.00 4

Fetal kokenli hiicre

Sekil 6.2.1 Maternal kandan izole edilen hiicreler Akis Sitometri Cihazi ile
degerlendirilmesi. A) Dogal tiir farelerin kanindan yapilan, B) GFP (+) transgenik
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erkekle ciftlesmis dogal tiir hamile disinin kanindan yapilan Akig Sitometrisi nokta
grafigi gorselini temsil etmektedir. C) GFP (+) transgenik erkekle ¢iftlesmis dogal tiir

hamile disinin kaninda bulunan GFP (+) hiicrelerin yilizdesini gosteren grafiktir.

Transgenik olarak GFP ifade eden transgenik erkekle ciftlesmis ve hamile olan
disi farelerin kani ¢iftlesmeden 14 giin sonra toplanmis ve Akis Sitometrisi yontemiyle
analiz edilmistir. Yapilan analizde hamile disilerin kanindan (maternal kandan) izole
edilen ¢ekirdekli hiicrelerin %0,5’nin GFP (+) fetal mikrokimerik hiicreler oldugu
goriilmiustiir (Sekil 6.2.1; C).
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6.3. Iskemik Farede Fetal Mikrokimerik Hiicre Tedavisi Sonras1 Juguler Venin

Goriintillenmesi

Juguler ven

0s

ls

Sekil 6.3.1 Hiicre tedavisinden 72 saat sonra fetal hiicrelerin Juguler vende

tespiti.

Transgenik olarak GFP ifade eden transgenik erkekle ciftlesmis ve hamile olan
disi farelerin kami ciftlesmeden 14 giin sonra toplanmis, GFP (+) hiicreler Akis

Sitometrisi yonteminin ayirma o6zelligi kullanilarak diger hiicrelerden ayrilmistir.
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Ayirilan GFP (+) fetal mikrokimerik hiicreler, 30 dakika orta serebral arter tikanmasi
metoduyla serebral iskemi indiiklenen dogal tiir BALB/C erkek farelere reperfiizyon
sirasinda tedavi amagcl kaniilasyon ile verilmistir. Iskemi indiiklendikten 72 saat sonra
gaz anestezisi altinda farelerin Juguler veni izole edilmis ve floresan mikroskop
(Axiozoom V16, Zeiss, Almanya) kullanilarak incelenmistir. Yapilan incelemede
iskemik erkek farelerin Juguler veninde Sekil 6.3.1°de yesil ok ile gosterilen GFP (+)

fetal mikrokimerik hiicreler tespit edilmistir.
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6.4. iskemik Farede Akis Sitometrisi Yontemi ile Fetal Mikrokimerik Hiicrelerin

Tespiti

A Iskemi sonrast GFP+ hiicre analizi
(kan)

i Kontrol

Hiicre tedavisi

10 -

; B

B Iskemi sonrast GFP+ hiicre analizi

(beyin)

ipsilateral Kontralateral

0 10? 10 10
610/20 [488]

610/20 [488]

C Iskemi sonrast GFP+ hiicre analizi

Hiicre tedavisi sonrasi iskemik erkek fare
300
250 +
200
150 1
100 -

50 1
0 [ |
Kan Beyin Ipsi Beyin Kontra

GFP(+) Hiicre Sayisi

Sekil 6.4.1 Iskemik erkek farelerin kanindan ve beyninden izole edilen

hiicrelerin Akis Sitometri Cihazi ile degerlendirilmesi. A) Hiicre tedavisi uygulanan
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iskemik erkek farelerin kanindan yapilan, B) Hiicre tedavisi uygulanan iskemik erkek
farelerin beyin dokusundan yapilan Akis Sitometrisi nokta grafigi gorselini temsil
etmektedir. C) Hiicre tedavisi sonrasi iskemik erkek farelerin kan, ipsilateral striatum

ve kontralateral striatumunda tespit edilen GFP (+) hiicrelerin grafigidir.

Transgenik olarak GFP ifade eden transgenik erkekle ciftlesmis, hamile disi
farelerin kanindan izole edilen GFP (+) fetal mikrokimerik hiicreler iskemik erkek
farelere tedavi amagli kuyruk arteri kaniilasyon ile verilmistir. Otuz dakika orta
serabral arter tikanmasi ile iskemi indiiklenen, reperfiizyon sirasinda fetal
mikrokimerik hiicre tedavisi uygulanan fareler iskemi indiiklendikten 72 saat sonra
sakrifiye edilmistir. Hayvanlarin kan, kontralateral ve ipsilateral striatum beyin
dokular1 toplanmis ve Akis Sitometrisi yontemi kullanilarak GFP (+) hiicreler analiz
edilmistir. Iskemik erkek farelerde yapilan analizde hasardan 72 saat sonra hayvanlarin
beyninde kanlarina gére daha cok GFP (+) hiicreye rastlandig1 goriilmiistiir. Ipsilateral
(hasarl) striatum ve kontralateral (hasarsiz) striatum bolgeleri karsilastirildiginda ise
istatistiksel olarak anlamli olmasa da hasarli striatum bdlgesinde hasarsiz striatum

bolgesine nazaran daha fazla GFP (+) hiicre oldugu tespit edilmistir (Sekil 6.4.1; C).
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6.5. Iskemik Striatumda Kisa Dénemde Tespit Edilen Fetal Mikrokimerik Hiicre

Gorseli
Beyin atlas1 DAPI
O
[}
NeuN

GFP tumu

Sekil 6.5.1 Iskemik striatumda hiicre tedavisinden 72 saat sonra GFP (+) fetal

mikrokimerik hiicrelerin degerlendirilmesi.
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Hiicre tedavisi uygulanan iskemik erkek fareler iskemi indiiklendikten 72 saat
sonra sakrifiye edilmis, hayvanlarin beyinleri izole edilmistir. izole edilen beyinlerin
Bregma 0.0 bolgesinden kesitler alinmistir. Hiicre tedavisi sonrast GFP (+) hiicrelerin
iskemiden 72 saat sonra, kisa donemde iskemik striatuma ge¢isini, burada néronal ya
da glial 6zellik gosterip gostermediklerinin tespiti i¢in alinan kesitlere immiinofloresan
GFP, NeuN ve GFAP iiclii boyamasi yapilmistir. Boyamalar konfokal mikroskobu
(LSM800, Zeiss, Almanya) ile gorintilenmistir. Sekil 6.5.1°de mavi ile belirtilen
DAPI hiicrelerin ¢ekirdeklerini, kirmiz ile belirtilen NeuN noronal hiicreleri, sar1 ile
belirtilen GFAP glial hiicreleri, yesil ile belirtilen GFP ise transgenik olarak yesil
floresan protein ifade eden hiicreleri gostermektedir. Yapilan boyamalar sonucunda
ipsilateral striatumda GFP (+) hiicrelere rastlanmistir. GFP (+) hiicreler noronal
markor olan NeuN ya da glial markor GFAP ile cakisma gostermemistir (Sekil 6.5.1;
tiimii). Bar 20pum’dir.
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6.6. Fetal Mikrokimerik Hiicrelerin Kisa Donemde iskemi Sonrasi Odem

Olusumuna Etkisi

Odem olusumu

kontra ipsi kontra ipsi
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Kontrol Hiicre tedavisi

Sekil 6.6.1 Cresyl Violet boyamasi ile 6demin degerlendirilmesi.

Hiicre tedavisi sonrasi iskemik farelerde kisa donem ipsilateral ve kontralateral
hemisfer alanlarinin degisimini analiz edebilmek igin Cresyl Violet boyamasi
yapilmistir. Boyama yapildiktan sonra hemisfer alanlar1i Image J uygulamasi ile
Olglilmiis, kiyaslanmis ve kontralateral hemisfere gore ‘% alan degisimi’
hesaplanmistir. Yapilan analiz sonrasinda hiicre tedavisi yapilan iskemik hayvanlar
kontrol hayvanlarla karsilagtirilmis ve hiicre tedavisi grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olmasa da daha az 6dem gortilmistiir (Sekil 6.6.1). Bar 2

mm’dir.
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6.7. Fetal Mikrokimerik Hiicre Tedavisinin Kisa Donemde Noronal Sagkalim

Uzerine Etkisi

Noronal Sagkalim

1600

1200

800 -

1 mm?’de bulunan

NeuN (+) hiicre sayisi

400 -

Kontrol Hiicre tedavisi

Sekil 6.7.1 Kisa donemde noéronal sagkalimin degerlendirilmesi.

Hiicre tedavisinin kisa donemde iskemik farelerde noronal sagkalima etkisini
gormek i¢in iskemiden etkilenen Bregma 0.0 bolgesinden kesitler alinmis, alinan
kesitlere noronal markér olan NeuN ile immiinofloresan boyamas: yapilmistir.
Boyanan kesitler konfokal mikroskobu (LSM800, Zeiss, Almanya) ile goriintiilenmis,
NeuN (+) hiicreler sayillmis ve hasar sonrast noronal sagkalim degerlendirilmistir.
Yapilan degerlendirmeye goére hiicre tedavisi yapilan iskemik farelerde noronal
sagkalim kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir (Sekil
6.7.1; p=0,049). Bar 20pm’dir.
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6.8. Kisa Donemde Hiicre Tedavisinin Iskemik Striatumda Makrofajlar Uzerine

Etkisinin Degerlendirilmesi

DAPI

F4/80

Tiumu

520

260

1 mm? bulunan

F4/80 (+) hiicre sayisi

Kontrol Hiicre tedavisi

Sekil 6.8.1 Kisa donemde hiicre tedavisinin striatumda makrofajlar iizerine

etkisinin degerlendirilmesi.
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Hiicre tedavisi sonrasi kisa donemde iskemik striatumda bulunan makrofajlarin
degerlendirilmesi i¢in makrofaj markorii olan F4/80 immiinofloresan boyamasi
yapilmistir. Boyanan kesitler konfokal mikroskobu (LSM800, Zeiss, Almanya) ile
goriintiilenmis, F4/80 (+) hiicreler sayilmis ve striatal makrofajlar degerlendirilmistir
degerlendirilmistir. Yapilan analizlere gore hiicre tedavisi uygulanan farelerin
striatumunda bulunan F4/80 (+) hiicre sayisi, kontrol grubunun striatumunda
bulunanlarla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede daha azdir (Sekil
6.8.1; p=0,019). Bar 20 um’dir.

6.9. Fetal Mikrokimerik Hiicrelerin Viicuttaki Dagiliminin Degerlendirilebilmesi

Icin Viicut Alanlarinin Belirlenmesi

Fetal mikrokimerik hiicrelerin belirli bir siire icerisinde viicuttaki dagiliminin

belirlenebilmesi ve karsilagtirilabilmesi icin manuel segmentasyon yapilmistir.
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Sekil 6.9.1 Biyoliiminesans/  Bilgisayarli  Tomografi  (BLT/CT)

goriintiilemesinde segmentasyon ile bas, beyin ve viicut bolgeleri belirlenmesi.

Pembe ile sinirlandirilmis alan bas, yesil ile sinirlandirilmis alan beyin, mor renk
ile siirlandirilmis alan ise gévdeyi gostermektedir. Bu alanlardan yapilan dl¢timler

sonrasi toplam sinyal yogunlugu zamana bagh grafiklestirilmistir.

49



6.10. liskemi Sonrasi Uzun Donemde Fetal Mikrokimerik Hiicrelerin Zamana
Bagh Dagiliminin Belirlenmesi

Kontrol Hiicre tedavisi
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Sekil 6.10.1 Uzun donemde iskemi sonrasi fetal mikrokimerik hiicrelerin

zamana bagl dagilimini gésteren BLT/CT goriintiileri.
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Sekil 6.10.2 Uzun doénemde iskemi sonrasi fetal mikrokimerik hiicrelerin

zamana bagl beyin, bas ve govde bolgesinde degisimi.
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Iskemi sonrasi fetal mikrokimerik hiicre tedavisi uygulanan hayvanlar tedavi
sonrast uzun déonemde hiicrelerin viicuttaki dagilimini belirleyebilmek i¢in in vivo ii¢
boyutlu biyoliiminesans tomografi (BLT) goriintiileme sistemi kullanilarak canli
olarak goriintiilenmistir. Bu goriintiileme hiicre tedavisinden 1 giin, 3 giin, 10 giin ve
30 giin sonra gerceklestirilmistir. Transgenik olarak liisiferaz enzimi iireten fetal

mikrokimerik hiicrelerin varhi§im1 goriintiileyebilmek i¢in iskemik hayvanlara p-

lusiferin substrat1 goriintiillemeden 10 dakika Once intraperitoneal olarak enjekte
edilmistir. Enjeksiyon sonrasi iskemik hayvanlar anestezi altinda in vivo ti¢ boyutlu
biyoliiminesans tomografi goriintiileme cihazina yerlestirilmis ve bu cihaz yardimiyla

lusiferaz enzimi tarafindan pargalanan p-lusiferin substrati sonucu ortaya ¢ikan

biyoliiminesans toplam sinyal yogunlugu bazinda 6lgiilmiistiir. Bas, beyin ve govde
bolgeleri manuel olarak belirlenmis (Sekil 6.9.1), toplam sinyal yogunluk grafigi
6l¢tim yapilan zamana bagl olarak ¢izilmistir (Sekil 6.10.2; B, C, D). Cihaz iskemik
hayvanlarda fetal mikrokimerik hiicrelerin bulundugu boélgeleri Sekil 6.10.1 ve Sekil
6.10.2°de bulunan renk skalasindaki renklere gore isaretlemistir. Fotograflarda Sekil
6.9.1°de belirlenen segmentasyon bolgesi igerisinde renk skalasindaki herhangi bir
renkle isaretlenmis bolgede liisiferaz aktivitesi dolayisiyla da fetal mikrokimerik
hiicrelerin - bulundugu kabul edilmektedir. Kirmizi goriinen bolgeler fetal
mikrokimerik hiicrelerin mavi goriinen bolgelere gore daha cok sayida oldugunu
belirtmektedir. Sekil 6.10.1’de uzun doénemde iskemi sonrasi fetal mikrokimerik
hiicrelerin zamana bagli dagilimimi gdsteren in vivo ii¢ boyutlu biyoliiminesans
tomografi goriintiileri 6l¢iim yapilan zamanlarda kontrol grubuyla karsilastirilmis
olarak gosterilmistir. Belirli araliklarla 30 giin boyunca izlenen fetal mikrokimerik
hiicrelerin hiicre tedavisinden bir giin sonraya kiyasla beyin ve bas bolgesinde 30 giin
sonra istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigi gézlemlenmistir (Sekil 6.10.2; B,
C). Govde bolgesinde ise fetal mikrokimerik hiicre tedavisi sonrasi tigilincii giinde
birinci giin ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmiistiir
(Sekil 6.10.2; D).
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6.11. Iskemi Sonrasi Uzun Dénemde Fetal Mikrokimerik Hiicrelerin Beyin

Kesitlerinde Tespiti

Beyin atlasi DAPI

NeuN

GFP tumu

Sekil 6.11.1 Iskemik striatumda hiicre tedavisinden 30 giin sonra GFP (+) fetal

mikrokimerik degerlendirilmesi.
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Hiicre tedavisi uygulanan iskemik erkek fareler iskemi indiiklendikten 30 giin
sonra sakrifiye edilmis, hayvanlarin beyinleri izole edilmistir. izole edilen beyinlerin
Bregma 0.0 bolgesinden kesitler alinmistir. Hiicre tedavisi sonrasi GFP (+) hiicrelerin
iskemiden 30 giin sonra, uzun donemde iskemik striatuma gegisini, burada néronal ya
da glial 6zellik gosterip gostermediklerinin tespiti i¢in alinan kesitlere immiinofloresan
GFP, NeuN ve GFAP iclii boyamast yapilmistir. Boyamalar konfokal mikroskobu
(LSM800, Zeiss, Almanya) ile goriintiilenmistir. Seki/ 6.11.1’de mavi ile belirtilen
DAPI hiicrelerin ¢ekirdeklerini, kirmizi ile belirtilen NeuN néronal hiicreleri, sar1 ile
belirtilen GFAP glial hiicreleri, yesil ile belirtilen GFP ise transgenik olarak yesil
floresan protein ifade eden hiicreleri gostermektedir. Yapilan boyamalar sonucunda
ipsilateral striatumda GFP (+) hiicrelere rastlanmistir. GFP (+) hiicrelerin ayni
zamanda noéronal markor olan NeuN (+) oldugu ancak glial markor GFAP ile cakisma

gostermedigi gosterilmistir (Sekil 6.11.1; tiimii). Bar 20pum’dir.
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6.12. Iskemi Sonrasi Uzun Donemde Fetal Mikrokimerik Hiicrelerin Hemisfer,

Korpus Kallozum ve Striatum Alanina Etkisi
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Sekil 6.12.1 Hiicre tedavisi sonrasi uzun donemde iskemik hemisfer, striatum ve

korpus kallozum alanlarinin degerlendirilmesi.
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Iskemi sonras1 uzun dénemde fetal mikrokimerik hiicrelerin iskemiden etkilenen
beyin alanlarina etkisini arastirmak i¢in Bregma 0.0 bolgesinden alinan kesitlere
Cresyl Violet boyamasi yapilmistir. Boyama sonrasinda Image J uygulamasi
kullanilarak hemisfer, korpus kallozum ve striatum alanlar1 ol¢iilmiistiir. Yapilan
degerlendirme sonrasinda iskemi sonrasi ipsilateral hemisfer alanlari, ipsilateral
korpus kallozum alanlari, ipsilateral striatum alanlar1 karsilastirildiginda uzun
donemde kontrol hayvanlar1 ve fetal mikrokimerik hiicre tedavisi yapilan hayvanlarin
bu beyin alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir. Bar 2

mm’dir.
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6.13. liskemi Sonrasi Uzun Donemde Fetal Mikrokimerik Hiicrelerin Noronal

Sagkalima Etkisi

Noronal Sagkalim
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% NeuN (+) hiicre
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Kontrol Hiicre tedavisi

Sekil 6.13.1 Fetal mikrokimerik hiicrelerin uzun dénemde ndronal sagkalima

etkisi.

Fetal mikrokimerik hiicre tedavisinin uzun dénemde iskemik farelerde ndronal
sagkalima etkisini gérmek i¢in, fareler iskemi indiiklendikten 30 giin sonra sakrifiye
edilmis, beyinleri izole edilmis ve iskemiden etkilenen Bregma 0.0 bdlgesinden
kesitler alinmistir. Alinan kesitlere néronal markor olan NeuN ile immiinofloresan
boyamasi yapilmistir. Boyanan kesitler konfokal mikroskobu (LSM800, Zeiss,
Almanya) ile goriintiilenmis, NeuN (+) hiicreler sayilmis ve noronal sagkalim

degerlendirilmistir. Yapilan degerlendirmeye gore hiicre tedavisi yapilan fareler ve
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kontrol grubu arasinda ndronal sagkalim bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 6.13.1). Bar 20pum’dir.
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7. TARTISMA

Bu tezde maternal kandan izole edilen fetal mikrokimerik hiicrelerin farede
iskemik beyne gegisi ve beyin hasarina etkisi yapilan in vivo ¢alismalarla
arastiritlmistir.  Yapilan caligmalarda fetal mikrokimerik hiicrelerin hamilelikten
bagimsiz olarak maternal doku disinda hasar varliginda davraniglarinin anlasilmasi
amaglanmistir. Hasar modeli olarak insanlarda iskemik beyin felci hastalarinin
neredeyse %80’inin etkilendigi orta serebral arter (OSA) okliizyonu modeli
kullanilmistir (149). Bu amag dogrultusunda iskemik beyin felci modeli olusturulan
farelere reperflizyon baslangicinda maternal kandan izole edilen fetal mikrokimerik
hiicreler hiicre tedavisi olarak verilmistir. Kisa donem (72 saat) ve uzun dénem (30
giin) olmak tizere fetal mikrokimerik hiicrelerin maternal doku disinda hasar

varliginda hayatta kalimlari, hasarli bolgeye gocleri ve hasara etkileri arastirilmistir.

Hamilelik sirasinda fetal ve maternal hiicrelerin ¢ift yonlii olarak gecisi yapilan
aragtirmalarda gosterilmistir (73, 150). Ancak yapilan ¢aligmalarda fetal mikrokimerik
hiicreler hamilelik sonlandiktan sonra ve maternal dokudaki hasarla iliskilendirilmistir
(9, 151). Bu tez galismasinda literatiirden farkli olarak fetal mikrokimerik hiicreler
maternal kandan izole edilmis ve hamilelikten bagimsiz olarak iskemik erkek farelere
tedavi amagli verilmistir. Fetal mikrokimerik hiicre ¢alismalarinda dogal tiir disilerin
transgenik olarak floresan protein tireten erkek farelerle giftlestirilerek bu ciftlesme
sonucu tagidiklar1 transgenik yavrularin hiicrelerinin floresan 6zelliginden
faydalanmak oldukga yaygindir (9, 10). Bu sebeple hem fetal mikrokimerik hiicreleri
maternal kandan izole edebilmek hem de hiicreleri bagka bir hayvanda takip edebilmek
icin dogal tiir disi ile transgenik olarak yesil floresan protein (GFP) ifade eden erkek
hayvanlar ¢iftlestirilmistir. Bu ¢iftlesme sonrasinda hamile olan disilerin ¢iftlesmeden
14 giin sonra uterus veninde transgenik olarak GFP ifade eden hiicreler oldugu
goriilmiistiir (Sekil 6.1.1). Uterus veninin yavrudan topladigi kani ve metabolik
tirlinleri anneye gotiirdiigii bilinmektedir (152). Transgenik olarak GFP ifade eden
yavrulara hamile disiler ¢iftlesmeden 14 giin sonra sakrifiye edilmis ve kanlar1 akis
sitometrisi yontemiyle analiz edilmistir. Yapilan analizde Sekil 6.2.1, C’de gosterildigi
gibi maternal kanda her bin gekirdekli hiicrenin besinde GFP ifade eden hiicreye

rastlanmistir. Literatiirde bu sayinin genis bir aralikta oldugu bildirilmistir. Saglikl bir
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insan gebeliginde maternal kanda on bin hiicrenin biri ila bir milyar hiicrenin biri
araliginda fetal kokenli hiicre bulunabilecegi yoniindedir (153). Bunun yani sira yine
insan ¢alismalarinda bin maternal kan hiicresinin igerisinde bir fetal kokenli hiicreye

rastlandigini bildiren galismalar yayimlanmistir (154, 155).

Fetal mikrokimerik hiicrelerin analizinde ve izolasyonunda akis sitometrisi
yontemi sik¢a kullanilmaktadir (7, 9, 156). Bu tez ¢alismasinda, transgenik olarak GFP
ifade eden fetal mikrokimerik hiicreleri maternal kandan izole edebilmek icin akis
sitometrisi cihazinin ayirma dzelliginden yararlamilmustir. izole edilen hiicreler, hiicre
tedavisi i¢in OSA okliizyonu modelinde kullanilmigtir. Fetal mikrokimerik hiicreler
30 dakikalik OSA okliizyonu modelinin reperfiizyon baslangicinda iskemik farelerin
kuyruklarindan kaniilasyon ile verilmistir. Otuz dakika uygulanan OSA okliizyonu
modelinde hasar 72 saat sonra tamamlanmaktadir (157). Bas ve beyin bdlgesinden
vendz doniisiin juguler ven {lizerinden gergeklestigi bilinmektedir (158). Hiicre
tedavisinden 72 saat sonra, anestezi altinda farelerin juguler veni izole edilerek kan
akis1 konfokal mikroskobu ile takip edilmistir. Yapilan incelemede Sekil 6.3.1°de
gosterildigi gibi iskemik hayvanlarin juguler veninden kan akisi sirasinda GFP ifade

eden hiicrelerin gegtigi gézlemlenmistir.

Fetal hiicrelerin hamilelik sirasinda maternal kan dolasimina girebildigi,
hamilelik tamamlandiktan sonra dahi maternal dolasimda gorildiigi ve bircok
maternal organa entegre olarak hayatlarini devam ettirdikleri fare ve insan
caligmalariyla gosterilmistir (75, 159-161). Hamilelik sirasinda plasenta bariyerini
asarak maternal kana gegebilen fetal hiicrelerin maternal beyne ulasabilmek i¢in kan-
beyin bariyerini gecip gecemeyecegini anlamak arastirmacilar i¢in Onem arz
etmektedir. Bunu arastirmak adma bu tez calismasinda fetal mikrokimerik hiicre
tedavisi uygulanan iskemik hayvanlar sakrifiye edilmis kan ve beyin dokulari akis
sitometrisiyle analiz edilmistir. Yapilan analiz sonucunda iskemik hayvanlarin
kaninda, hasardan etkilenmis ipsilateral beyin bolgesinde ve hasardan etkilenmemis
kontralateral beyin bolgesinde GFP ifade eden hiicreler bulundugu goriilmiistiir. Kan
ve beyin bolgeleri karsilastirildiginda, hasardan etkilenen ipsilateral beyin bolgesinde
istatistiksel olarak anlamli olmasa da hasardan etkilenmeyen kontralateral beyin
bolgesine gore daha fazla GFP (+) hiicreye rastlanmistir (Sekil 6.4.1; C). Dogal tiir

erkek farede yesil floresan protein iireten hiicre bulunamayacagindan, iskemik erkek
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farede akis sitometrisi ile kanda ve beyinde tespit edilen GFP (+) hiicreler fetal
mikrokimerik hiicreleri isaret etmektedir. Buna ek olarak, akis sitometrisi ile ilgili
yapilan c¢alismalarda muhtemel spesifik olmayan sinyallerin etkisini ortadan
kaldirmak i¢in negatif kontrol olarak GFP eksprese etmeyen hayvanlarin kan ve

dokusu kullanilmaistir.

Literatiirde fetal hiicrelerin ¢esitli organlarin hasarli bdlgelerine gog ettigi
gosterilmistir. Wang ve arkadaslar1 yaptiklar ¢alismada transgenik olarak GFP ifade
eden erkek siganlarla dogal tiir disi sicanlar ciftlestirerek, dogal tiir disi si¢anlarin
transgenik olarak GFP ifade eden yavrulara hamile kalmasini saglamistir. Dogal tiir
disi siganlar dogum yaptiktan sonra karaciger ve bobrek hasarina maruz birakilmstir.
Wang ve arkadaslar1 sonrasinda maternal organlarin hasarli boélgesinde GFP (+)
hiicrelere rastladiklarini rapor etmislerdir. Raporladiklari ¢alisma fetal hiicrelerin
dogumdan sonra da maternal dokuda hayatta kalabildiklerini ve hasara yoneldiklerini
destekler niteliktedir (162). Bu tez ¢alismasinda, fetal mikrokimerik hiicrelerin
iskemik hasardan sonra, kisa donemde iskemik striatuma ge¢isinin, burada néronal ya
da glial hiicrelere farklilasip farklilagsmadiklarinin tespiti i¢in 30 dakika OSA
tikanmasi ile olusturulan iskemi modelinde etkilendigi bilinen Bregma 0.0
bolgesinden kesitler alinmistir. Bu bolgeden alinan kesitlere immiinofloresan GFP,
NeuN ve GFAP iiglii boyamasi yapilmistir. Yapilan boyamalar sonucunda ipsilateral
striatumda Sekil 6.5.1°de gosterilen GFP (+) hiicrelere rastlanmigtir. GFP (+) hiicreler
noronal markor olan NeuN ya da glial markdr GFAP ile gakigsma gostermemistir (Sekil
6.5.1; timii). Maternal dokuda bulunan fetal kokenli hiicrelerin plasenta ile yakin
iletisim igerisinde olduklari i¢in kok hiicre 6zelligi gosterdigi, bu sebeple plasenta ve
kan-beyin bariyerini gegebilme yetisine sahip oldugu arastirmacilar tarafindan
literatiirde gosterilmistir (163, 164). Hamilelik sirasinda maternal kandan izole
edilerek hiicre tedavisi amagli kullanilan fetal mikrokimerik hiicrelerin beyin
kesitlerinde tespit edilebildigi i¢in kan beyin bariyerini gegme potansiyeline sahip
oldugu, ancak akut hasarin tamamlandig1 72. saatte farklilasamadiklar1 ig¢in beynin

fonksiyonel hiicreleri olan néron ya da gliaya doniisemedikleri diistintilmektedir.

Iskemik beyin felci ¢ok yaygin olmasina ve birgok insan1 norolojik, psikolojik
ve ekonomik yonden etkilemesine ragmen tedavisi yalnizca kisitli sayida hastaya

ulagabilen doku plazminojen aktivatoriidiir (165). Bunun yani sira beyin felcinin klinik
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tedavisine yonelik yaklagimlar gelistirilen ajanlarin etkin dozunun ve toksisitesinin
insanlara uyarlanamamasi, deneylerde kullanilan hayvanlarin yag araliginin beyin felci
geciren hastalarin yas aralifindan farkli olmasi gibi sebeplerle ¢ogu zaman basarisiz
olmaktadir (166, 167). Ancak yapilan arastirmalarda iskemik beyin felci tedavisinde
hiicrelerin kullanimi iizerine yapilan klinik oncesi ¢aligmalar, farkli tip ve kok hiicre
kaynaklarmin uygulanmasinin noérolojik defisitleri iyilestirebilecegini ve bazi
durumlarda bu defisitleri onemli 6lglide azaltabilecegini agikga gostermistir (168).
OSA okliizyonu modeli ile indiiklenen iskemik beyin felci sonucu ortaya ¢ikan
norolojik hasar1 degerlendirmek i¢in kullanilan yontemlerden biri olusan 6demi
Olgmektir (169). Cresyl violet boyamasi noronlarin nissl cisimciklerini boyamaya
yarayan immiinhistokimyasal bir boyama yontemidir (170). Fetal mikrokimerik hiicre
tedavisinin kisa donem iskemik hasar tizerine etkisini anlamak i¢in Cresyl violet
boyamasi yapilmistir. Bu boyama sayesinde hemisfer alanlar1 olgiilebilmektedir.
Iskemi sonras1 olusan ddemi degerlendirebilmek icin ipsilateral hemisfer alanindan
kontralateral hemisfer an1 ¢ikarilmig, bu deger kontalateral hemisfer alaninin iki
katiyla oranlanmis ve ylizde degisim hesaplanmistir. Yapilan analiz sonucunda hiicre
tedavisi uygulanan iskemik farelerde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak

anlamli olmasa da daha az 6dem olustugu gézlemlenmistir (Sekil 6.6.1).

Fetal mikrokimerik hiicrelerin iskemik beyin felcinden 72 saat sonra noronal
sagkalima etkisini degerlendirebilmek i¢in iskemiden etkilenen Bregma 0.0
bolgesinden kesitler alinmig, alinan kesitlere noronal markér olan NeuN ile
immiinfloresan boyamasi yapilmistir. NeuN, memelilerin merkezi sinir sistemindeki
ndronlarin ¢ogunun ¢ekirdeklerinde ve periniikleer sitoplazmasinda lokalizedir. NeuN
proteinine kars1 iiretilen antikorlar, ndronlar1 degerlendirmek i¢in immiinfloresan
boyamalarda aktif olarak kullanilmaktadir (171). Yapilan immiinfloresan NeuN
boyamasi degerlendirildiginde Seki/ 6.7.1°de belirtildigi gibi iskemiden 72 saat sonra
hiicre tedavisi grubunun ipsilateral striatumunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde daha fazla néron oldugu gosterilmistir.

Iskemik kosullarda ortaya ¢ikan patofizyolojik olaylardan biri pro-inflamatuar
stirecin baglamasiyla immiin hiicrelerin hasara go¢ etmesidir (138). Makrofajlar
iskemi sonrasi hasarli bolgeye go¢ eden immiin hiicrelerdendir (116). Hasardan 72 saat

sonra, kisa donemde hasarli bolgeye go¢ eden makrofajlarin degerlendirilebilmesi i¢in
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F4/80 immiinfloresan boyamast yapilmigtir. Hiicre tedavisi ve kontrol grubu
karsilastirildiginda, hiicre tedavisi grubunun iskemik striatumunda kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha az F4/80 (+) hiicre gorilmistiir
(Sekil 6.8.1). F4/80 (+) makrofajlarin pro-inflamatuar makrofajlar oldugu
bilinmektedir (172). Hasarl1 bélgeye periferik makrofajlarin go¢ etmesi, burada pro-
inflamatuar faktorleri salgilamalari mikroglia ve astrositlerin asir1 aktivasyonuna
sebep olmaktadir. Bu durum néron hiicrelerinin 6lmelerine yol acarak iskemik hasari

arttirmaktadir (173).

Son yillarda hayvan goriintiileme modeli olarak biyoliiminesans goriintiileme
olduk¢a sik kullanilmaktadir. Biyoliiminesans goriintiileme bakteri ve viriis gibi
patojenleri takip edebilme imkani sagladigi gibi kok hiicre, immiin hiicre gibi
hiicrelerin nakli sonrasi bu hiicrelerin gergek zamanli olarak takibini de miimkiin

kilmaktadir (174). Biyoliiminesans goriintiileme, p-lusiferin substratinin liisiferaz

enzimi tarafindan par¢alanmasiyla ortaya ¢ikan 151k emisyonunun 6l¢limiine dayali bir
yontemdir (174). Biyoliiminesans ve bilgisayarli tomografinin bir araya getirildigi
BLT/CT yonteminde ise enzim aktivasyonunun hangi anatomik bolgelerde ortaya
ciktigin1 anlamaya yaramaktadir (175). Hiicre tedavisi sonrasi fetal mikrokimerik
hiicrelerin viicuttaki dagilimin1 canli olarak takip edebilmek icin biyolliiminesans
tomografi goriintiileme yontemi kullanilmigtir (176). Bu goriintiileme yontemini
kullanabilmek icin dogal tiir disi fareler, transgenik olarak yesil floresan proteini ve
lusiferaz enzimi ifade eden transgenik erkek farelerle ¢iftlestirilmistir. Boylece hamile
disilerin yavrularinin bir kisminin transgenik olarak yesil floresan proteini ve lusiferaz
enzimi ifade eden yavrular olmasi saglanmigtir. Transgenik yavrulara hamile disilerin
maternal kanindan fetal mikrokimerik hiicreler izole edilmistir. Izole edilen hiicreler,
OSA okliizyonu modeliyle iskemik beyin felci indiiklenen erkek farelere reperfiizyon
baglangicinda hiicre tedavisi olarak uygulanmistir. Sonrasinda fetal mikrokimerik
hiicre tedavisi uygulanan hayvanlar, tedaviden 1 giin sonra, 3 giin sonra, 10 giin sonra
ve 30 giin sonra in vivo {i¢ boyutlu biyoliiminesans tomografi (BLT) goriintiileme
sistemi kullanilarak canli olarak goriintiilenmistir. Trangenik olarak lusiferaz enzimi
ifade eden fetal mikrokimerik hiicrelerin viicuttaki dagilimi, lusiferaz enzimi

tarafindan pargalanan p-lusiferin substratt sonucu Olgiilen sinyal yogunlugu

belirlenmistir. Sekil 6.9.1°de gosterilen bag, beyin ve govde bdlgeleri manuel olarak
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isaretlenmistir. Bu bolgelerde cihazin okudugu toplam sinyal yogunluk grafigi 6l¢tim
yapilan zamana bagli olarak ¢izilmistir (Sekil 6.10.2; B, C, D). Sekil 6.10.1°de uzun
donemde iskemi sonrasi fetal mikrokimerik hiicrelerin zamana baglh dagilimim
gosteren in Vivo ti¢ boyutlu biyoliiminesans tomografi goriintiileri 6l¢iim yapilan
zamanlarda kontrol grubuyla karsilastirilmis olarak gosterilmistir. Belirli araliklarla 30
giin boyunca izlenen fetal mikrokimerik hiicrelerin hiicre tedavisinden bir giin sonraya
kiyasla beyin ve bas bolgesinde 30 giin sonra istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arttig1 gozlemlenmistir (Sekil 6.10.2; B, C). Govde bolgesinde ise fetal mikrokimerik
hiicre tedavisi sonrasi ii¢lincii giinde, birinci giin ile karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamli bir artis goriilmiistiir (Sekil 6.10.2; D).

Literatiirde fetal hiicrelerin hasarli maternal dokuya gegctikten sonra buradaki
fonksiyonel hiicrelere farklilagabildikleri gosterilmigtir. Kara ve arkadaslari,
transgenik olarak GFP ifade eden farelere hamile dogal tiir disilerde hamilelikleri
sirasinda myokard enfarktiisii indiiklemistir (7). Sonrasinda kalbin hasarli bolgesinde
GFP (+) hiicrelerin varligin1 gosteren Kara ve arkadaslari yaptiklari ¢aligmada bu
hiicrelerin kardiyomiyositlere dontistiiklerini gostermislerdir (9). Tan ve arkadaslar
ise eksitotoksik beyin hasari indiikledikleri farelerde hamilelikleri tamamlandiktan
sonra fetal mikrokimerik hiicrelere rastladiklarin1 ve bu hiicrelerin néronal 6zellik
gosterdiklerini raporlamistir (10). Fetal mikrokimerik hiicrelerin iskemik hasardan
otuz giin sonra, uzun déonemde iskemik striatuma geg¢isinin, burada néronal ya da glial
hiicrelere farklilasip farklilasmadiklarinin tespiti i¢in 30 dakika OSA tikanmasi ile
olusturulan iskemi sonrasi beynin Bregma 0.0 bolgesinden kesitler alinmistir. Bu
bolge OSA tikanmasi ile olusturulan hasardan etkilenen bolgedir (177). Bu bélgeden
alman kesitlere immiinfloresan GFP, NeuN ve GFAP ficlii boyamas1 yapilmistir.
Yapilan boyamalar sonucunda ipsilateral striatumda GFP (+) hiicrelere rastlanmustir.
GFP (+) hiicrelerin ayn1 zamanda ndronal markor olan NeuN (+) oldugu ancak glial
markdr GFAP ile cakisma gostermedigi gosterilmistir (Sekil 6.11.1; tiimii). Hiicre
tedavisinden 30 giin sonra, iskemik hasarin olustugu beyin bdlgesine go¢ eden GFP
(+) fetal mikrokimerik hiicrelerin ayn1 zamanda néronal markor olan NeuN proteinini

ifade etmeleri bu hiicrelerin néronlara farklilastigi yoniinde degerlendirilmistir.

Cresyl violet boyamasi beyin alanlarinin dlgiilerek analiz edilebilmesine olanak

saglamaktadir (178). Aymi zamanda cresyl violet boyamasi iskemik beyin felci
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hasarinin Olgiiliip degerlendirilmesi i¢in kullanilmaktadir (179). Bu tezde, OSA
okliizyonu modeli ile olusturulan iskemik beyin hasarinda fetal mikrokimerik hiicre
tedavisinin uzun dénemde ipsilateral hemisfer, korpus kallozum ve striatum alanlarina
etkisini gorebilmek i¢in hasardan etkilenen Bregma 0.0 bolgesinden alinan kesitlere
cresyl violet boyamasi yapilmistir. Yapilan degerlendirme sonrasinda fetal
mikrokimerik hiicrelerin tedavi amagli verildigi hayvanlarin ipsilateral hemisfer
alanlar, ipsilateral korpus kallozum alanlari, ipsilateral striatum alanlari1 kontrol
hayvanlar ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir
(Sekil 6.12.1).

Iskemik beyin felci sonras1 uygulanan tedavinin néronal sagkalima ve hasarli
beyin bolgesini yeniden modellemeye katkisini anlamak i¢in NeuN immiinfloresan
boyamasi kullanilmaktadir (180). Fetal mikrokimerik hiicre tedavisinin uzun dénemde
noronal sagkalima etkisini anlayabilmek i¢in Bregma 0.0 bdlgesinden alinan beyin
kesitlerine immiinfloresan olarak NeuN boyamasi yapilmistir. Boyama sonucu kesitler
fotograflanmis ve NeuN (+) hiicreler sayilarak gruplar arasi noéronal sagkalim
degerlendirilmistir. Yapilan degerlendirmeler sonucu fetal mikrokimerik hiicre
tedavisi uygulanan hayvanlar ile kontrol hayvanlari arasinda noronal sagkalim

bakimindan istatistiksel olarak anlaml bir fark goriillmemistir (Sekil 6.13.1).

Hiicre temelli tedavi yontemleri ¢aligma kolaylig1 ve giivenligi sebebiyle son
yillarda arastirmacilarin ilgisini ¢eken bir alan olmaktadir (181, 182). Maternal kanda
ve dokuda tespit edilmis fetal mikrokimerik hiicrelerin kok hiicreler gibi farkl
hiicrelere doniisebildigi yapilan aragtirmalarda gosterilmistir (73, 150, 183). Hiicre
temelli tedavi yontemlerinden biri olan kok hiicre tedavisi iskemik beyin felci de dahil
olmak tizere bircok merkezi sinir sistemi hastaliginda calisilmaktadir (184-187).
Literatiirde, transplate edilmis kok hiicrelerin iskemi hasarindan etkilenen beyin
bolgesini anjiyogenez ile yeniden yapilandirdigi, néron ve gliaya farklilagabildigi
raporlanmistir (188). Farkli kok hiicre tiirlerini tedavi amagli, beyin felci sonrasi farkl
asamalarinda kullanmak i¢in bir dizi klinik deneme yapilmistir. Bu denemeler {izerine
meta-analiz yapan bir grup arastirmaci, yaptiklari arastirma sonucunda kok hiicre
tedavisinin iskemik beyin felci sonucu ortaya cikan norolojik defisiti azalttigi,
hastalarin yasam kalitesini arttirdig1 ancak tedaviden hemen sonra hastalarda siddetli

bas agris1 ve ates gibi yan etkilere yol agtig1 raporlamistir (189). Fetal kokenli kok
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hiicreler, yetigskin kok hiicrelere nazaran daha fazla hiicre tipine farklilasabildigi i¢in
tedavi potansiyellerinin daha yiiksek oldugu diistiniilmektedir (92, 190).
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8. SONUC

Bu tezde elde edilen veriler 1s1ginda fetal mikrokimerik hiicrelerin kan-beyin
bariyerini gegebildikleri, kisa donemde (72 saat) iskemik hasarda néronal sagkalimi
artirtp 6demi azaltarak tedavi potansiyeline sahip olduklar1 goriilmiistiir. Bunun yan1
sira anne ve yavrudan bagimsiz olarak yetigkin hasarli fareye tedavi amagli verilen
fetal mikrokimerik hicrelerin, bu farenin immun sisteminden saklanarak uzun
donemde hayatta kalabildikleri goriilmiistiir. Ayrica biyoliiminesans tomografi teknigi
kullanilarak uzun dénem (30 giin) takip edilen fetal mikrokimerik hiicrelerin iskemik
beyin bolgesine gog ettigi ve yapilan immiinfloresan boyamalarla bu hiicrelerin hasarli

beyin alaninda nérona farklilastigi goriilmiistiir.

Fetal mikrokimerik hiicrelerin fetal ve maternal doku disinda baska bir canlinin
immiin sistemini asarak uzun donem hayatta kalmasi, kan beyin bariyerini gegmesi ve
hasara yonelmesi hiicre tedavisi temelli translasyonel ¢alismalarda kullanilmasi igin

umut vadetmektedir.
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