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Norobilim, insan beyninin, sinir sisteminin yapisini ve islevini inceleyen bilim dalidir. Her beyin cerrahi, arastirma silrecinin kavramak
ve bilimsel bir yazinin elestirel degerlendirme prosedurlerini gelistirmek igin arastirma yontemlerinin temelleri hakkinda bilgi sahibi
olmalidir. Bunun icin de en kiiclk yapitasi olan sinir hiicrelerin ve traktuslarin izole edilmesiyle ¢alismaya baslanmalidir. Yine néral
kok hlcreler, néronal/glial hayatta kalma ve farklilasmanin yani sira néral gelisim mekanizmalarinin incelenmesi, nérodejeneratif
hastaliklarin arastiriimasi igin yararl bir in vitro modeli temsil etmektedir. Kok hlicre tedavisi alaninda yapilan ¢alismalar bu hastaliklarin
tedavisinde umut vaat etmektedir. Genetik bilimi beyin gelisim asamalarinin daha fazla anlasiimasi, gelisimsel bozukluklar, yetiskin
yasamin dejeneratif hastaliklari ve timdr olusumu dahil olmak Uzere bircok beyin hastaliginin nedenlerinin desifre edilmesine
yardimci olmaktadir ve olacaktir. Beyin timorl ve dejeneratif beyin hastaliklarinda gen tedavisi, hayvan modeli ¢calismalarinda umut
vaat etmektedir. Bu derlemede; 6ncelikle sinir dokunun mikroskopta gériintilenebilmesi igin hazirlanmasindan ve hticre tiriine 6zgu
olan boyama tekniklerinden bahsettik. Akabinde, sinir ve kok hiicre kulturlerinin hazirlanmasini ve nérobilim alaninda yapilan gtincel
kok hicre ve genetik calismalarini ele aldik.

ANAHTAR SOZCUKLER: Norobilim ve nérosirlrji, Nérobilim arastirmalari, Nérobilim ileri arastirma teknikleri, Noral gen tedavisi,
Noral kdk hiicre tedavisi

ABSTRACT

Neuroscience is the science that studies the structure and function of the human brain and nervous system. Every neurosurgeon
should have knowledge of the fundamentals of research methods to develop an understanding of the research process and
procedures for critical evaluation of a scientific paper. This work should be started by isolating nerve cells which are the smallest
building blocks and the tracts. Again, neural stem cells represent a useful in vitro model for investigating neurodegenerative
diseases, and examining mechanisms of neural development as well as neuronal/glial survival and differentiation. Studies in the field
of stem cell therapy show promise in the treatment of these diseases. A greater understanding of the stages of brain development
in genetics will help decipher the causes of many brain diseases, including developmental disorders, degenerative diseases of adult
life, and tumorigenesis. Gene therapy in brain tumor and degenerative brain diseases shows promise in animal model studies. In
this review, we first discuss the preparation of the nerve and the staining techniques specific to each cell type in order to make the
nervous system cells visible. Then, we discuss the preparation of nerve and stem cell cultures and recent stem cell and genetic
studies in neuroscience.

KEYWORDS: Neuroscience and neurosurgery, Neuroscience research, Neuroscience advanced research techniques, Neural gene
therapy, Neural stem cell therapy
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H GIiRiS

aghk ve tip alanindaki arastirmalar bilimsel ilerlemenin
Stemel taglar arasindadir. TUm tibbi arastirma alt alanlari

arasinda nérobilim arastirmalari en ilging ve zorlu olanidir
(54). Norobilim; ndrosirtrji, ndroloji, néropsikiatri ve psikoloji
gibi klinik uzmanliklarin yanisira; nérobiyoloji ve nérokimya
gibi klinik olmayan uzmanliklarda yapilan calismalari da icerir.
Ek olarak biyomedikal gérintileme, fizik, bilisim teknolojileri
ve yapay zeka gibi tibbi olmayan alanlardaki arastirmalar da

igerir (1).

Yirmi birinci ylzyil sinirbilimi, hizla baytyen, blylk élgekli bir
bilimsel girisimdir (54). Her beyin cerrahi, arastirma sirecini
kavramak ve bilimsel bir yazinin elestirel degerlendirme
prosedurlerini gelistirmek icin arastirma yéntemlerinin temelleri
hakkinda bilgi sahibi olmalidir (23).

Genetik, bir organizmanin temelidir. Bu nedenle anlagiimasi,
hastalik etiyolojisindeki kalitsal unsurlari kesfetmek icin glcli
bir ara¢ saglar. Epidemiyolojik ydontem ve yaklasimlarin temel
genetikle entegrasyonu, ailelerde ve popllasyonlarda hastalik
olusumunda genetik faktdrlerin rolini belirlemeye yardimci
olmaktadir. Beyin yapisi ve islevi Uzerindeki hastaliklar ve ge-
netik etkilerini ortaya ¢ikarmak, nedensel mekanizmalari belir-
lemek bu hastaliklarin tedavisini mimkin kilacaktir (57).

Modern laboratuvar prosedirleri ve deneysel yeteneklerle
desteklenen hiicre izolasyonu ve kultur teknikleri, saglik
ve hastalikta fizyolojik ve patofizyolojik strecleri incelemek
icin in vitro arastirmalar icin ¢ok cesitli firsatlar sunar (30).
NSC’ler, sinirsel gelisim mekanizmalarinin yani sira néronal/
glial hayatta kalma ve farkllagsmanin incelenmesi igin yararl
bir in vitro modeli temsil eder (24). Noéral kdk hlicre tedavisi
alaninda yapilan ¢alismalar nérolojik bozukluklar ve cok sayida
hastaligin tedavisi igin umut verici ¢éziimler sunmaktadir (15).

Bir nérosirlirjiyen veya sinir bilimcinin sinir sistemi hakkinda
daha cok sey 6grenebilmesi icin 6ncelikle beynin yapisini
bilmesi gerekmektedir. Bunun icin de en kiglk yapitasi olan
sinir hlcrelerinin ve traktuslarin izole edilmesiyle calismaya
baslanmalidir (9).

Bu derlemede; 6ncelikle sinir dokunun mikroskopta gérintu-
lenebilmesi icin hazirlanmasindan, sinir sistemi htcrelerinin
gérundr kilinabilmesi igin her hucre turtine 6zgl olan boyama
tekniklerinden, sinir ve kok hicre kiltlrlerinin hazirlanmasin-
dan, nérobilim alaninda yapilan kék hiicre ve genetik galisma-
lardan bahsettik.

B DOKU HAZIRLANMASI

Néral doku yumusak, hassas ve kolay pargalanabilir bir yapiya
sahiptir. Oncelikle dokunun yasayan haline en yakin durumda
korunmasi gerekmektedir (9). Doku hazirlama : 1) Fiksasyon 2)
Dehidratasyon 3) Saydamlastirma 4) Dokunun gdmilmesi 5)
Kesit alma asamalarini icermektedir (25).

Fiksasyon dokunun korunmasi, stabilize edilmesi ve sonraki
histolojik prosedirler ve mikroskobik analizler icin kimyasal
yéntemlerle gliclendiriimesi islemidir (9). Oliim sonrasi beyinde
otoliz hemen baslayacagindan ve bu da nérodejenerasyona

106 | Tiirk Nérosir Derg 32(2):105-114, 2022

benzeyen artefaktlara neden olabileceginden beyin dokusu
cikartildiktan yaklasik iki dakika icinde fiksasyon igin
formaline konulmalidir (48). Dehidratasyon dokunun kesit
alinabilmesi icin suyunun alinmasi islemidir. Bu amacla en
¢ok alkol ve methanol kullanilir. Néral dokunun uzun sire
%70’in Uzerinde alkolde bekletiimesi 6zellikle beyaz cevherde
vakualizasyon artefaktlarina neden olacagindan bu konuda
dikkatli olunmalidir (82). Saydamlastirma dokudaki alkolU alip
yerine ksilol gecirme islemidir. Ksilol yaglar eritir ve dokuyu
saydamlastirir (25). Dokunun gémiilmesi iglemi bir beyin veya
doku kesitinin, dokuya sizan ve sert bir kabuk olusturan bir
madde ile ¢cevrelenmesi islemidir. Bu stire¢ dokunun yapisini
stabilize eder ve kesmeyi kolaylastinr. Standart gédmme
malzemeleri arasinda jelatin, parafin mumu ve plastik
bulunur (9,25). Kesit alma sonraki histolojik prosedirler veya
mikroskobik inceleme icin bir beyni ince dilimler halinde
kesme iglemidir. Dokuyu kesmek icin mikrotom denilen
cihazlar kullaniimaktadir. Kryostat ise -20 veya -30 derecede
fikse edilmemis dondurulmus beyin dokusunun kesilmesi
icin kullanilan cihazdir. 5-50 pm’lik kesitler alinabilmesini
sadlar. Son olarak elde edilen bu kesitlere cesitli boyalar ve
isaretleyiciler uygulanarak aranan yapilar mikroskopta gérinur
hale getirilir.

Ozel islemler ve Boyalar

Santral sinir sistemi hicreleri temel olarak iki gruba ayrilir.
Birinci grubu néroektodermal orijinli hlcreler olan; ndronlar,
astrositler, oligodendrositler ve ependimositler olusturmaktadir.
ikinci grubu ise mezenkimal orijinli olan; meningsler, kan
damarlari, adipoz doku ve mikroglialar olusturmaktadir (27).

Rutin degerlendirmede genellikle iyi yapilmis hematoksilen
eozin (HE) boyama yeterlidir. Ancak belirli hiicresel ézellikleri
karakterize etmek icin 6zel boyalara ihtiya¢ duyulabilir.

immiinohistokimya (IHC) belirli proteinleri (antijenleri) tani-
yarak, bunlara baglanan antikorlar yoluyla aranan yapinin
goruntilenmesi yontemidir. Floresan reaktiflerin kullanildig
IHC, imminofloresan olarak adlandirilir (9). DAPI “4,6-dia-
midine-2’-phenylindole DNA'ya baglanip hiicrenin kromatini
dolayisiyla nukleusun gorinlr hale gelmesini saglayan bir
immunfloresan boyadir (31) (Sekil 1). Noéronlar igin cesitli
immunohistokimyasal belirtecler mevcuttur. Bu belirteclerden
bazilari, sinaptofizin, NeuN, nérofilament proteini, nérona spe-
sifik enolaz (NSE) ve mikrotubdlle iligkili protein 2’ (MAP2)’dir
(27).

Dejenere noéronlarin belirlenmesinde gimuis dejenerasyon
boyalari ve Fluoro-Jade boyalar kullaniimaktadir (69). Ayrica
Alzheimer hastaliginda beta amiloid, Parkinson hastaliginda
alfa-sindklein, bir dizi nérodejeneratif hastalikta tau proteini ve
stingerimsi ensefalopatilerde prion proteinleri gibi immunohi-
tokimyasal boyalar da kullaniimaktadir (27).

Hem dinlenme durumunda hem de aktive astrositlerin im-
munohistokimyasal olarak boyanmasinda Gilial fibriler asidik
protein (GFAP) kullaniimaktadir (Sekil 2). Dopamin sentezinin
birinci basamaginda rol alan tirozin hidroksilaz (TH) enzimini
taniyan antikor diger bir immuinohistokimyasal belirtectir (58).



Sekil 1: immi]nfloresa_n boyama, konfokal mikroskopi goriintisi
gOsteriyor, Mavi: DAPI ile ¢cekirdek boyamasi.

Sekil 2: immiinfloresan boyama, konfokal mikroskopi gériintiisti
(Bolge: Hipokampus). Kirmizi: Glial fibriler asidik protein, Mavi:
DAPI ile gekirdek boyamasi.

CD68 antikorlari ve iyonize kalsiyum baglama adaptor
molekilt 1 (Ibal), fagositik ve aktive edilmis mikroglialar
degerlendirmek igin siklikla kullanilir (38,42).

Miyelinle iligkili glikoprotein (MAG) ve miyelin bazik proteini
(MBP) immun boyalar, oligodendrogliayl boyamak igin
kullaniimaktadir (27).

Epileptogenez gibi 6zel durumlarda hipokampal yosunsu
liflerin filizlenmesinin anormal paternlerini incelemek icin
modifiye Timm boyasi kullanilabilir. Modifiye Timm boyasi ¢inko
iceren glutaminerjik sinaptik vezikillerin gérintilenmesini
saglamaktadir (71).

B HUCRE KULTURU

Hucre biyolojisi konusunda yapilan calismalar son yillarda
hizla ilerlemistir (80). Yeni laboratuvar prosedirleri, yéntemler,
cihazlar ve deneysel kosullar sayesinde hicre kultrleri
ve hlcre modelleri hayvanlar ve insanlar Uzerinde yapilan
deneylere uygun bir alternatif olusturmaktadir (30). Hem
normal hem de timoérll beyin dokusu hicre izolasyonu igin
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(Bolge: Paraventrikiler ¢ekirdek). Yesil: Tirozin hidroksilaz ndronlari

hayati &neme sahiptir. Beyin kesit kdltirleri sayesinde belirli
calismalar icin kullaniimasi gereken deney hayvani sayisi
azaltilmakta ve nérodejenerasyon ¢alismalari igin birgok deney
hayvaninin yaslandiriimasi gerekliligini ortadan kaldiriimaktadir
(17).

Hucre kiltirinde doku kaynagi olarak laboratuvar hayvanlari
kullanilanilabildigi gibi erigkin insan beyin dokusu da
kullanilabilmektedir (30).

insanda beyin dokusu izolasyonu igin en uygun doku, timér,
travma, vaskdler cerrahi ve epilepsi cerrahisi icin kraniyotomi
uygulanan hastalarin korteksinden toplanan ve hemen izolas-
yonun yapildigi hiicre laboratuvarina nakledilen taze donér
dokusudur (26).

Bir deney hayvanindan veya herhangi bir canli organizmada
alinan hlicre veya dokulardan hazirlanan kltirlere “primer kul-
tUr” denir. Bolinen hiicrelerden hazirlanan kilttrler pasajlanip
tekrar blyUime fazina girmeleri saglanarak sayilari artirilabilir.
Glia hiicreleri en azindan bir kag jenerasyona kadar pasajlana-
bilirken, néronlar gibi béltinmeyen postmitotik hicreler icin bu
s6z konusu degildir (37).

Primer kultlr hazirlanmasinin ilk adimi gerekli dokunun dis-
seksiyonla ¢ikarimasidir. Genellikle dokular kalsiyum veya
magnezyum icermeyen tuz ile dengelenmis solusyonlar icinde
parcalanir. Pargalanma yeterli olmadigi zaman proteazlar ekle-
nir. Doku tek tek hicrelerine ayriimis olur. Sonrasinda kulttrd
yapilmak istenen hicreler istenmeyen hicrelerden ayirilir.
Ekim yapilacak hiicre sayisinin belirlenmesi igin hlicreler sayilir.
Hucreler kiiltiire ekilir (20). Uretilen hiicreler ilgili calismalarda
kullanilabilir.

Noral Kok Hiicre Kiiltiiri

Néral kdk hicreler (NKH’ler) ilk kez 1992 yilinda tanimlanmig
ve eriskin memeli beyninin subventrikiler bdlgesinden
izole edilmistir (65). NKH’ler uzun bir siire boyunca kulttrde
cogalabilen, kendini yenileyebilen; olgun ve iglevsel beyin
hlcreleri Uretmek icin kararli bir kapasiteye sahip c¢ok
potansiyelli oncll hiicrelerdir (24).

NKH’ler, néronal/glial hayatta kalma ve farklilasmanin yani sira
ndral gelisim mekanizmalarinin incelenmesi, nérodejeneratif
hastaliklarin arastirilmasi igin yararli bir in vitro modeli temsil
etmektedir (24).

NKH’ler embriyonik bélgelerden veya normal olarak
boélundukleri ve néronlari veya glia’yl olusturduklari yetigkin
beyinlerden de ekstrakte edilebilir. Embriyonik beyin bircok
NKH igerirken, yetigkin beyinleri cok daha az NKH’ye sahiptir.

Tirk Nérosir Derg 32(2):105-114, 2022 | 107



Akpinar E: Norobilim Arastirma Teknikleri

Ayrica, yetiskin NKH’lerin néron Uretme yetenegi yasla birlikte
azalir (12).

NKH hatlari, hipokampal dentat girustan, olfaktdr bulbustan,
ventrikulleri gevreleyen subventrikuler bélgeden, korpus kallo-
zumun altindaki subkallozal boélgeden ve embriyonik, yenido-
gan ve yetiskin kemirgenlerin omuriliginden alinan dokulardan
tUretilmektedir (12,24,49). Diseksiyondan sonra, NKH’leri
iceren bolge ayrilir ve santrifljleme yoluyla orta derecede
saflastirilabilir. NKH’ler NKH’nin hayatta kalmasini destekle-
yen 6zel besi yerlerinde pasajlanabilir. Besi yerinden blylime
faktorlerinin uzaklastinimasiyla, NKH’ler néronlara, astrositlere
ve oligodendrositlere farklilastirilabili. NKH‘ler, EGF ve FGF
blyime faktorlerinin variginda uygun olmayan kosullarda
kiltirlendiginde, boliinen hicre kimeleri olan noérosferlere
donUsurler. Norosferler siirekli kendini yenileyemeyen, boli-
nebilen néral preklrsoérlerdir. Néral progenitér hiicreleri ve kék
hucreleri birbirinden ayirmak icin fonksiyonel testler kullanilir.
NKH tanimlayabilen temel 6zellik néral soyun her Ug tipine de
farklilasabilme (multipotensi), cogalma yetenegi, fonksiyonel
stabilite ve kendi kendini yenileyebilme yetenegidir. Bu 6zellik-
leri belirleyen test norosfer testidir (29,79,65,66).

B NOROLOJIK HASTALIKLAR ve KOK HUCRE
TEDAViSI

Alzheimer hastaligi (AD), Parkinson hastaligi, serebrovaskiler
olay veya omurilik yaralanmasi gibi insan nérolojik bozuklukluk
santral sinir sisteminde beyindeki veya omurilikteki néronlarin
ve glial hicrelerin kaybindan kaynaklanir (47). Kok hicre
tedavisi bu hastaliklarin tedavisinde ilgi duyulan bir se¢cenek
haline gelmistir (55).

Noral kok hilicre tedavisi; 1)Transplantasyon yoluyla, kayip
sinir tlrinun dogrudan yerine konuldugu hicre replasman
terapisi, 2) Etkilenen veya kalan néronlarin hayatta kalmasini
tesvik eden trofik destek tedavisi, 3) hastalik sirecine dahil
olabilecek inflamasyon modulasyon tedavilerini icermektedir
(47,51).

Deneysel spinal kord vyaralanmasi modelinde Lu ve
arkadaslarinin yaptigi calisma bu alanda yapilan galismalara
ornek olabilecek niteliktedir. Yesil floresan protein ekspresse
eden ndral kdk hicrelerini, blylime faktérl kokteylleri iceren
fibrin matrislerine gdmilmuis ve ciddi omurilik yaralanmasi
bolgelerine asilamistir. Asilanmis hicreler, cok sayida aksonu
dikkate deger mesafelere uzatan néronlar da dahil olmak
Uzere c¢oklu hucresel fenotiplere farkllasmistir. Genisleyen
aksonlar, konak hucrelerle bol miktarda sinaps olusturmustur.
Asilanmis ndronlar, tam spinal transeksiyon bdélgeleri boyunca
elektrofizyolojik rélelerin olusumunu destekleyerek fonksiyonel
iyilesme ile sonuglanmistir. Blytime faktérl iceren fibrin igine
goémli iki insan kok hicre dizisi (566RSC ve HUES7) benzer
blyime sergilemis ve 566RSC hucreleri fonksiyonel iyilesmeyi
desteklemistir. Bu nedenle, erken evre noéronlara 6zgl
ozellikler, islevi 6nemli dlgtide iyilestiren yeni rdle devrelerinin
olusumuyla sonuglanan dikkate deger aksonal blylmeyi
saglamak icin yarall yetiskin omuriliginin engelleyici ortaminin
Ustesinden gelebilecegini diistinmustir (52).
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Yine Dai ve arkadaslarinin total, kronik servikal omurilik
yaralanmasi olan kirk hastada yaptidi calismada yaralanma
bdlgesine otolog kemik iligi kdk hicreleri verilmistir. Ameliyat
sonrasi altinci ayda tedavi grubunda on hastanin motor, hafif
dokunma, igne batmasi duyusu ve rezidli idrar hacmi agisindan
onemli bir klinik iyilesmeye sahip oldugunu, dokuz hastada
ise American Spinal Injury Association Impairment Skalasi
derecesinde degisiklikler gdsterdigini gdsterdi. Norofizyolojik
muayene klinik gézlemlerle uyumluydu. Kontrol grubunda ise
yukarida belirtilen nérolojik fonksiyonlarin hi¢birinde diizelme
gbzlenmedi (18).

Kok hicreler ndrodejenerasyonun molektiler mekanizmasinin
anlasilmasi icin muazzam bir potansiyeldir. Ayrica hUlcre
tedavisinin klinik uygulamasi ¢odu su anda tedavi edilemez,
AD veya inme durumunda oldugu gibi nérolojik bozukluklar,
cok sayida hastaligin tedavisi igin umut verici ¢cozimler
sunmaktadir (15). Santral sinir sistemi (SSS) hastaliklarinin
tedavisinde daha gulvenli ve verimli kék hicre tedavileri
saglamak igin daha fazla klinik galismaya ihtiya¢ vardir (55).

B NOROBILIM ve GENETIK

Beyin gelisim asamalarinin daha fazla anlasiimasi, gelisimsel
bozukluklar, yetiskin yasamin dejeneratif hastaliklari ve
timor olusumu dahil olmak Uzere birgcok beyin hastaliginin
nedenlerinin desifre edilmesine yardimci olacaktir (36).

GuUnumuzde nérolojik ve psikiyatrik hastaliklara neden olan
genler guvenilir bir sekilde tespit edilebilmekte, haritalanmakta
ve Olclilebilmektedir (57).

Fareler genellikle sinirbilim arastirmalarinda en iyi kabul edilen
hayvan modellerinden biridir, ¢clinki insan ve fare genomu
arasinda énemli bir homoloji mevcuttur. Fareler nispeten kisa
bir dmre sahiptir, iyi tanimlanmis genetik gegcmise sahiptir,
daha fazla genetik manipilasyona aciktir, hastalik ilerlemesi
sirasinda davranis, bilis, beyin biyokimyasi ve fizyolojisinde
olan degisikliklerin degerlendiriimesini saglamakta ve davranis
ve bilisi incelemek icin iyi karakterize edilmis bir kaynak
olusturmaktadir (4,22).

Genetik tarama, bir fenotipe katkida bulunan genleri tanimlama
sirecidir. ileri genetik tarama ve ters genetik tarama olmak
tizere iki cesittir. ileri genetik tarama, biyolojik fenotip icin
onemli olan genlerin tanimlamasi amaciyla kullanilan bir
yéntemdir. Bu taramada bilimsel olarak ilgi duyulan bir fenotip
segilir ve hangi genlerin bu fenotipin olusmasina neden oldugu
belirlenmeye calisilir. Ters genetik taramada bir gen segcilir ve
bu genin yoklugunda hangi fenotipik 6zelliklerin ortaya ¢iktigi
bulunur. ileri genetik taramalarda genellikle binlerce gen
Uzerinde calisilirken, ters genetik taramada sadece tek bir gen
Uzerinde galisilir (10,33).

ileri genetik, fenotiplerin nasil ortaya giktigina dair herhangi bir
6n yarglli fikirle baglamaz, daha 6nce arastirmacilar tarafindan
tespit edilmemis olan biyolojik bir strece dahil olan yeni
molekdllerin veya yollarin kesfedilmesine yol agabilir (56).

ileri genetik taramada mutant organizma hatlarini gelistirmenin
Uc yontemi vardir.



1. Kimyasal mutagenez: Ethyl methane sulfonate veya
N-ethyl-N-nitrosourea (ENU) kullaniimaktadir.

2. lIsinlama mutagenezi: Yiksek yogunluklu ultraviyole isik
kullaniimaktadir.

3. Insersiyonal mutagenez: Transpozon adi verilen mobil
genetik elementler cesitli ydntemler kullanilarak yavrularin
genomlarina yerlestirilir (2,10).

Yiksek mutasyon orani olmasi ve zararh hatali aleller
olusturma yeteneginden dolayl farelerde ENU mutasyonu
tercih edilmektedir. Haftalik araliklarla uygulanan 100 mg/kg
U¢ intraperitoneal enjeksiyonundan sonra her erkek gamette
3.000 mutasyona neden olabildigi bildirilmistir (4,33).

Bir genetik mutant izole edildikten sonra, belirlenen mutas-
yonun daha 6nce tanimlanmis olup olmadigini belirlemek
icin genellikle bir tamamlama testi yapilir. Sonrasinda genin
molekuler sekansinin ve genomdaki konumunun belirlemek
amaciyla gen haritalanir . Sonrasinda gen gelecekte yapilacak
olan galismalarda kullanmak amaciyla klonlanir (72).

Molekiiler Klonlama ve Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant deoksiribontkleik asit (DNA) teknolojisi, canli
organizmalarda istenen 06zellikleri veya Urlnleri elde etmek
icin istenen gen dizisine sahip c¢esitli kaynaklardan DNA
parcalarinin uygun bir vektér yoluyla organizmanin genomuna
eklenmesidir (40).

Molekdiler klonlama ise gelecekte kullaniimak Uzere genom-
dan bir DNA pargasinin belirlenip kesilerek genomdam cikaril-
masidir. Bu sayede genler izole edilebilir ve ¢ogaltilabilir. Mo-
lekuler klonlama iki sekilde yapilmaktadir:

1. in vitro olarak DNA'nin kesilip, degistirilip, birlestirimesiyle
molekuler klonlama

2. Genin vektore yerlestiriimesi ve bu vektorin bakteri hiic-
relerine transformasyonu sonucunda hicrelerin bélinmesi
sirasinda vektorin de icerdigi genin birgcok kopyasini olus-
turmasi yéntemiyle molekdler klonlanmasi (11,41).

Oncelikle DNA sekanslarinin izole edilmesi gerekmektedir.
DNA sekanslari iki sekilde izole edilmektedir: 1- Restriksiyon
enzimleri kullanilarak DNA'nin kesilmesi, 2- Polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR).

Restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA’nin kesilmesi

EndonUkleazlar olarak da bilinen restriksiyon enzimleri
kisa DNA dizilerini 6zgul olarak taniyan ve bu dizilere yakin
bolgelerden veya bu diziler icerisindeki spesifik bolgelerden
DNA'y1 kesen yapilardir (41). Bazi restriksiyon enzimleri ile
kesim iglemi esnasinda yapigkan uglar olugsurken, bazilarinda
kint uclar olusur. Cok buyik bir kismi bakterilerden, cok az
bir kismi da virlis ve dkaryotlardan izole edilmistir. Her enzim,
yaklasik 4-8 nikleotidlik benzersiz bir diziyi tanir ve restriksiyon
sindirimi adi verilen bir strecte bu tanima siteleri icindeki belirli
konumlarda kesimler yapar (67).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

PZR, secilen kiclk bir DNA fragmanini, DNA sentezleyen
enzimlerin yardimiyla c¢ogaltmak igin kontrolli isitma ve
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sogutma kullanan biyokimyasal bir reaksiyondur. Secilen
bolge cogdaltilir, saflastirilir ve sablon DNA nin geri kalanindan
uzaklastirlir (19).

Her PZR karisimi; sablon DNA, primerler, nikleotidler, Thermus
aquaticus (tag) DNA polimeraz, doért deoksiriboniikleosit
trifosfatin  timU (dNTP-Adenin, Guanin, Sitozin, Timin),
tampon sivi ve magnezyum iyonu varligini gerektirir (11,39,53).
Sablon DNA, amplifiye edilmesi gereken bilinen hedef dizidir
ve uzunlugu 100 ila 1000 baz ¢ifti arasinda degisir. Primerler,
belirli bir nikleik asit hedefine spesifik olarak baglanmak
Uzere segilen kisa, tek iplikli nikleik asit (oligonlkleotitler)
dizileridir (75). Her biri 16-20 baz cifti uzunlugunda, ileri ve
geri primer iceren primer ¢iftleri kullanilir (76). DNA polimeraz,
PCR Urinund olusturmak ve dolayisiyla hedef DNA dizilerini
blyitmek icin tek tek nukleotitleri birbirine baglayan DNA
replikasyon anahtar enzimidir.

DNA amplifikasyonu ¢ temel adimda gerceklestirilir :

1. DNAnin denattirasyonu — Gift sarmal DNA'nin 94°C’ye
isitilarak ayrilmasi tek zincir haline getirilmesi,

2. Primerlerin baglanmasi — 50-58°C’de, primer ¢ifti denattire
hedef DNA ile kanstirildiginda, ileri primer, zircirlerden
birinin hedef dizisinin bir ucundaki belirli bir bdélgeye
baglanir ve ters primer diger tamamlayici zincirin karsi
ucundaki hedeflenen bdlgeye baglanir.

3. Hazirlanmig DNA dizisinin uzatiimasi — DNA polimeraz
enzimi, primerlerin 72°C’de uzatilmasiyla yeni tamamlayici
zincirleri sentezler. Taq polimeraz, yiksek sicakliklarda
verimli bir sekilde islev gdérme yetenedi nedeniyle yaygin
olarak kullanilir (39,76).

Standart bir PZR protokoll 25-30 ddénguden olusur ve her
doéngl hedeflenen DNA'nin miktarini bir dnceki dénginin
iki katina cikarir. Sonug olarak hedef DNA'nin birkag milyon
kopyasi elde edilmis olur (11).

Kantitatif Gercek Zamanl PZR

Farkl érneklerde bulunan messenger ribonukleik asit (MRNA)
veya DNA'’nin miktarini kargilastirmak icin kullanilan bir
yéntemdir. Bu teknik, DNA amplifikasyonunun her déngusu
sirasinda PZR UrlnlG orantil olarak dUretilen bir floresan
sinyalinin tespit edilmesine dayanmaktadir. PZR haznesi igine
yerlestirilen hassas bir prob yardimiyla, her PZR déngusiinden
sonra floresan sinyali dl¢ebilir ve kaydedebilir ve cift sarmall
amplifiye  DNA fragmanlarinin konsantrasyonunun gergek
zamanli bir dlgiminu Uretebili. Bbylece farkli numuneler
arasindaki relatif konsantrasyon farki karsilastinlabilinir (5,14).

Reverse Transkripsiyon PZR

Reverse transkriptaz PZR (RT-PZR)’da, DNA yerine mRNA
baslangi¢ sablonu olarak kullanir.

ilk olarak, reverse transkriptaz enzimi, komplementer DNA
(kDNA) adi verilen tamamlayici tek sarmalli DNA zincirini
Uretmek icin mRNA sablonunu kullanir. Daha sonra DNA
polimeraz kullanilarak tek sarmalli kDNA ¢ift sarmall
DNA'ya dénusturdlir. Bu DNA molekulleri PZR reaksiyonu
icin sablon olarak kullanilabilmektedir. RT-PZR numunenin
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icinde bir mRNA tirinln olup olmadigini belirlemek igin veya
sonraki bir deney icin bir KDNA dizisini klonlanmasi amaciyla
kullanilabilmektedir (8,59).

DNA fragmanlarinin jel elektroforezi kullanilarak
tanimlanmasi ve saflastiriimasi

Calisilan DNA fragmanlarinin, kisittama enzimleri veya PZR
kullanilarak olusturulduktan ve cogaltildiktan sonra diger
DNA parcalarindan ayriimasi ve saflastirimasi gerekmektedir.
Agaroz jel elektroforezi, 100 bp ile 25 kb arasinda degisen
blyukliklerdeki DNA fragmanlarini ayirmanin en etkili yoludur
(59).

isleme 6ncelikle agaroz jelin hazirlanmasiyla baslanir. Agaroz
jel Uzerinde kalip kullanilarak DNA karisiminin konulacagi
kuyular olusturulur. Jel elektroforez boélmesine yerlestirilir.
Kuyulara DNA 6rnekleri konulur. Akim uygulanir. DNA (ve RNA)
molekulinin fosfat omurgasi negatif yUkli oldugundan, bir
elektrik alanina yerlestirildiginde, DNA fragmanlari pozitif yukla
anota go¢ edecektir (46). DNAnIn bir kiitle/ylk oranina sabit
oldugundan, DNA molekdlleri agaroz jel icinde boyutlarina gére
ayrilir. DNA molekilinin jel icinde kat ettigi mesafe molekuler
agirhginin logaritmasi ile ters orantilidir (35). Bu nedenle, daha
kuguk DNA fragmanlari, jel boyunca buyuk fragmanlardan ¢ok
daha hizli go¢ edecektir (11).

Agaroz jellerdeki DNA bantlar, DNA boyanmadikga veya
etiketlenmedikgce gérinmezler. Agaroz jeli boyamak igin en
yaygin kullanilan yéntem etidyum bromr iceren bir soliisyonda
inklibe etmektir. Etidyum bromir DNA'ya baglandiginda
ultraviyole isik altinda floresan verir (46). DNA fragmanlari
tanimlandiktan sonra jelden cikarilip saflastirilabilir (11).

DNA’nin Klonlanmasi

Bir DNA fragmani, restriksiyon enzimleri veya PZR teknikleri
kullanilarak izole edildikten sonra, gelecekte kullaniimak ve
cogaltmak Uzere fragmani bir vektorde saklamak gerekir. Bir
DNA vektord, izole edilmis bir DNA'yi tutabilen bir nikleik asit
depolama sistemidir (11).

Bir genin vektdre vyerlestirimesi ve bu vektdrin bakteri
hiicrelerine transformasyonu sonucunda hiicrelerin bélinmesi
sirasinda vektérin de icerdigi genin bircok kopyasini
olusturmasi islemine gen klonlamasi adi verilmektedir (41).
Klonlamada; virus ve bakteriler, bakteriofajlar, plazmitler,
nadiren de kozmid ve mayalar vektér olarak kullaniimaktadir.

Bakteriyel plazmid, bakteri icin esansiyel olmayan, kendi
kendine ¢gogalan ekstrakromozomal bir DNA taradur (61).

Bir DNA pargasini bir vektére yerlestirmek icin, hem parca
hem de vektor genellikle ayni restriksiyon enzimleri kullanilarak
kesilir, bdylece ayni yapiskan uglara sahip olurlar. Sonrasinda
normalde DNA tamiri igin kullanilan bir enzim olan DNA ligazla,
DNA fragmani vektoriin genomuna yapistirilir (11).

Genin vektore yerlestiriimesiyle rekombinant DNA’lar olustu-
rulur (41).

Vektdr daha sonra, kilttre dahil edilen DNA fragmaninin goklu
kopyalarini Uretmek igin blydtllen bir konak¢l organizmaya
verilir ve son olarak ilgili bir DNA fragmanini igeren klonlar
secilir ve hasat edilir (78).
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B BEYiN TUMORLERI ve GENETIK

SSS timorlerinin patogenetik mekanizmalari; onkogenler, P53
gibi timor baskilayici genlerin bozukluklari, hticre siklusu ve
apoptozis bozukluklari, herediter ve sporadik timorlerdeki
genlerin bozukluklar, heterozigozite kaybi, RB1, WT1, APC,
DCC gen bozukluklari olarak siralanabilir (68).

Malign beyin timorleri, insan kanserinin en 8limcul formla-
rindandir. Beyin timdrlerinde tedavi zordur ¢lnki altta yatan
biyoloji tam olarak anlasilamamistir ve histolojik ve genetik
olarak insan gliomalari ve medulloblastomlari taklit eden
dogru modeller tam olarak yapilamamistir. Diger bir neden
timor heterojenitesidir. Beyin timorlerinin farkll molekiler
anomalilerden kaynaklandigi dustnilmektedir. Yine de tim
beyin tumdri tanisi alan, farkli evrelerdeki hastalar altta yatan
genetik farkliliklara ragmen ayni sekilde tedavi edilmektedir
(32).

Glioblastome multiforme (GBM), yetiskin insanlarda en sik go-
rilen ve en agresif primer beyin timord tipidir (74). Mikroskopik
gorinumlerine gére grade IV olarak tanimlanan bu ylUksek de-
receli gliomalar, yiksek mitotik indeks, ¢cevredeki hormal do-
kuya invazyon, mikrovaskdler proliferasyon ve nekroz odaklari
sergiler (50). Medulloblastomalar ¢ocuklar ve geng erigkinlerin
serebellumunda olusan malign timdrlerdir. Medulloblastomun
klinik yénetimi gliomalardan daha basarilidir, 5 yillik sagkalim
yaklasik %70’tir (32).

Cerrahi rezeksiyon ve radyoterapiyi takiben sitotoksik ajan
temozolomid (TMZ) su anda tim GBM hastalar igin standart
tedavidir. Ancak ilaca ilk yanittan sonra tUmdrler her zaman
niiks eder (16,44). TMZ, oral yoldan hizla emilen ve uygulama
sonrasi beyin omurilik sivisi (BOS)’a iyi niifuz eden bir alkilleyici
ajandir (63). TMZ, genomik DNA'nin guaninin O6 pozisyonuna
bir alkil grubu ekleyerek ve N7 pozisyonunu ek bir metilasyon
yaparak etki eder. Cift sarmal DNAnin kirilmasini ve
apopitozisi indlkler (73). Normalde DNA tamir enzimi olan O6-
methylguanine DNA methyltransferase (MGMT) guaninin O6
pozisyonundan mutajenik eklentileri kaldirnr TMZ’nin etkisini
nétralize eder ve ayrica ilaca direng kazandirir.

ilaca 6zgti PZR ile MGMT metilasyonunun kapsami belirlene-
bilir MGMT gen promotdriinin metilasyon durumu ve yeni tani
konulmus GBM hastalarinin hayatta kalma oranlan arasinda
anlamli bir iliski kurulmustur; genin inaktif formu olan metillen-
mis MGMT’li hastalarin tedaviye daha iyi yanit verdigi gorul-
mistir (34).

Yapilan preklinik calismalarda timor hicre kiltirlerinin primer
timor hicresine goére farkll genetik ve biyolojik yapi sergiledigi
gorilmustir (45). Son yillarda beyin timorlerinin tedaviye
yanitinda; timoérin icinde kendini yenileme, multipotent
ve tUmor baslatma kapasitesi olan kanser kdk hucrelerinin
varhgininin  énemi Uzerinde durulmaktadir (6,43). Yapilan
calismalarda CD133 (prominin-1)’tn gliomalar igin bir ylzey
belirteci oldugu; distk dereceden yiliksek dereceli gliomalara
dogru gidildikge bu hticrelerin %1 ila %25 arasinda degisen
aralikta arttigi gérdlmustar (70).



B SSS’de GENETIK TEDAVi

Genetik tedavi, sinir sistemini modifiye etmek igin genlerin,
dizi hedefli dizenleyici molekullerin, genetik olarak modifiye
edilmis hucrelerin ve oligonukleotitlerin transferi yontemlerini
kapsamaktadir (7).

SSS’ne giris, onu gevreleyen iskelet yapilar ve ¢ogu kigik
molekullerin ve kan dolasimindaki proteinlerin basit difiizyonu-
nu 6nleyerek SSS’nin kimyasal mikro-ortamini diizenlemede
merkezi bir rol oynayan kan-beyin bariyeri (KBB) ile sinirlidir.

BBB, gen transfer araglarinin biyldk ¢ogunlugunun damar
sistemi yoluyla SSS’ye ulasmasini engellemede son derece
etkili oldugunu kanitlamistir. Bu nedenle SSS gen tedavisinde
vektorler kullanilmaktadir (3). SSS’ne alternatif bir giris yolu,
gen transfer vektorlerinin lateral ventrikiller yoluyla dogrudan
BOS’a veya intratekal boslugda iletilmesidir (64,81).

Rekombinant viral vektor sistemleri, SSS’de uzun vadeli
stabil gen ekspresyonu elde etmek icin en etkili araglardir.
Yillar boyunca, retrovirls, herpes simpleks virls tip 1 (HSV-
1), adenovirils, adeno iliskili virlis (AlV), lentiviriislerden
turetilenler de dahil olmak Uzere birgok farkh viral vektor
sistemi arastirmalarda kullanilmigtir (13,44).

Beyin tUmorl tedavisinde temel strateji, timoér kitlesinin by Uk
kismini ¢ikarmak ve bu midahale sirasinda, genigletilmis bir
yaricap Uzerinde kalan timér htcrelerini dldirmek igin virls
vektorlerini veya hucrelerini rezeke edilen bdlgeye enjekte
etmektir (7,44).

Beyin tUmoérl tedavisi icin arastirilan transgenler, 6n ilac
aktive edici (veya suicid) genleri, hiicre ici sinyal molekdllerini,
bagisiklik modulatérlerini ve anjiyogenez ve hicre invazyon
inhibitdrlerini icerir.

On ilag aktive edici (veya suicid) genler; toksik ilag uygulama-
sinin sistemik etkilerinden kacinarak, zararsiz 6n ilaglar lokal
olarak konsantre toksik metabolitiere metabolize eder (77).
HSV-1 timidin kinaz/gansiklovir (TK/GCV) sistemi, bu yon-
temler arasinda en iyi calisiimis olanidir. TUmor cevresindeki
endotelyal hlcrelere karsi toksisite yoluyla antianjiyogenik
etkilere sahiptir ve bir atimik fare modelinde insan glioblas-
toma ksenograftlarinin radyasyon duyarliiginin artmasina yol
acmistir (60).

immiin siirveyanstan kagcis, timériin ilerlemesi icin hayati
6nem tasir. TUumoérlere saldirmak icin bagisiklik sistemini
kullanmak umut vaat etmektedir, cinkt guclid bir antitimér
bagisiklik tepkisi, tim timd&r odaklarinin temizlenmesi de dahil
olmak Uzere tamamen ortadan kaldirimasina yol agmaktadir.
Bu faktorler cesitli mekanizmalarla bagisikiik sistemini
uyarmanin yani sira apoptozu (IFN-B ve TNF-a) tesvik
edebilir ve antianjiyogenik (IL-12 ve IFN-a) olabilir. Sitokin
genleri, dogrudan timor hicrelerine doénusturdlebilir veya
timor asilama stratejilerini gelistirmek igin kullanilabilir. Cok
sayida calisma, deneysel kemirgen beyin tUmoéri blylUmesini
engelleyebilen ve koruyucu bagisiklik olusturabilen immuin
sistemi uyarici sitokin gen dagitiminin etkinligini géstermistir
(21,62).
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Glioblastomlarin  %80’inde hicre ic¢i sinyal yolaklarindan
biri mutlaka bozulmustur. Bu yolaklar 1) biyime faktéri
sinyallesmesini dizenledigi bilinen RTK/RAS/PI3K yolagi,
2) DNA hasar yanitindan ve hiicre éliminden sorumlu p53
yolagi ve 3) Hucre bolinmesini kontrol eden CDK/siklin/
CDK inhibitéri/RB yolagidir (6). p53’in transdiksiyonu, p53
mutasyonlari olan glioma hucrelerinde apoptozu indlklerken,
vahsi tip p53’U eksprese eden hicreler blylime durmasina
ugrar. p53, hayvan modellerinde uzun hayatta kalma stireleri
ile bir onkolitik adenovirlistin etkilerini artirmistir (28).

Anjiyostatin ve endostatin, in vivo olarak gii¢li antianjiyogenik
ozelliklere sahiptir. Yapilan bir calismada, her iki genle AV
tarafindan fare tUmor ksenograftlarina kodlandiginda, tek
basina kodlanandan daha uzun sagkalima sahip oldugu
gorulmustir (43).

Rekombinant DNA teknolojisi, bilimde insan hayatini ¢ok
kolaylastiran 6nemli bir gelismedir. Son yillarda kanser
tedavisi, genetik hastaliklar, diyabet ve cesitli bitki hastaliklar
basta olmak Uzere viral ve fungal direnc gibi biyomedikal
uygulamalar icin gelismis stratejilere sahiptir (40). Beyin
tUmoru gen tedavisi, hayvan modeli galismalarinda umut vaat
etmistir. insan hastalara gen aktarimi giivenli gibi gériinse
de, bu calismalar henlz klinikte faydalara cevrilmemigtir.
Buradaki zorluk, bu bilgiyi insan hastalar icin etkili tedavilere
donulstirmektir (44).
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