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SIYATIK SINIR HASARI OLUSTURULAN SICANLARDA ERITROPOETININ
VE UMBILIKAL KORD KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK HUCRELERININ
SiNiR REJENERASYONU UZERINE ETKIiSI

OZET

Amacg: Periferik sinirler pek ¢ok travmaya maruz kalir ve mevcut tedavilerle tam bir
rejenerasyon miimkiin olmamaktadir. Bu sebeple siyatik sinir ‘crush hasar’ modelinde

kok hiicre ve eritropoetinin sinir rejenerasyonuna olan katkilarini arastirmay1 amagladik.

Gere¢ ve Yontem: Umbilikal korddan elde edilen hiicrelerin mezenkimal kok hiicre
karakterizasyonu yapildi. Agirliklar: 130-150 g arasinda olan 50 adet Wistar albino tiirii
erigkin disi sigan rastgele 5 gruba ayrildi. Gruplar; sadece cilt kesisi olusturulan Sham
grubu, siyatik sinirde hasar olusturulup herhangi bir tedavi uygulanmayan hasar grubu,
sinirde hasar olusturulup insan rekombinant eritropoetinin 5000 U/kg olacak sekilde
intraperitoneal yolla verildigi hasar+eritropoetin grubu, sinirde hasar olusturulup lokal
olarak mezenkimal kok hiicre (350.000 adet) verilen hasar+mezenkimal kok hiicre
grubu ve sinirde hasar olusturulup eritropoetin ve kok hiicrenin verildigi
hasar+eritropoetin+mezenkimal kok hiicre grubu seklinde belirlendi. 0. giin, 14. giin ve
28. giinlerde tiim gruplara siyatik fonksiyonel indeks testi yapildi ve 28. giinde deney
sonlandirildi. Siyatik sinirlerin oil red o boyasi ile genel histopatolojik goriiniim, akson
sayis1, akson cap1 degerlendirildi. Immiinofloresan olarak da dokudaki Nerve Growth

Factor, Neurofilament-h ve kaspaz-3 immunreaktiviteleri belirlendi.

Bulgular: Genel histopatolojik goriiniim degerlendirildiginde Sham grubuna ait
histolojik yap1 aksonlarin goriiniimii ve sinir demetleri diizgiindii. Sham grubuna en
yakin grup hasar+mezenkimal kok hiicre grubundaydi. Akson sayist kok hiicre verilen
gruplarda hasar grubu ile kiyaslandiginda anlamli olarak artmisti. Nerve Growth Factor
immunreaktivite yogunlugu ise hasar+mezenkimal kok hiicre grubunda Sham’e en
yakin degerdi ve hasar+mezenkimal kok hiicre grubu ile hasar grubu arasinda anlaml
fark vardi. Neurofilament-h yogunlugu Sham grubunda en yiiksekti ve hasar grubu ile

tiim tedavi gruplar kiyaslandiginda tedavi gruplarinda anlamli olarak artmisti.



Sonug¢: Bu c¢aligmada sicanlarin siyatik sinirinde bulldog klemp ile olusturulan crush
hasarin rejenerasyonuna umbilikal korddan elde edilen kok hiicre ve insan rekombinant
eritropoetin tedavilerinin katki sagladigi bulunmustur. Kullandigimiz Neurofilament-H,
Nerve Growth Factor ve oil red o boyamalar1 bu ayrimi saglamaya yardimci olmustur.
Bu c¢aligmada irdelenen ¢ok sayida histolojik bulgunun istatistiksel agidan anlamli

olacak sekilde sadece kok hiicrenin kullanilmasinin daha faydali olabilecegini gosterdi.

Anahtar kelimeler: Crush Hasar, Eritropoetin, Mezenkimal Kok Hiicre, Siyatik Sinir,
Umbilikal Kord
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THE EFFECT OF ERYTHROPOIETIN AND UMBILICAL CORD MEDIATED
MESENCHYMAL STEM CELLS ON NERVE REGENERATION IN RATS
WITH SCIATIC NERVE INJURY

ABSTRACT

Objectives: Peripheral nerves are subjected to many traumas and complete regeneration
is not possible with the available treatments. Therefore, we aimed to investigate the
contribution of mesenchymal stem cells and erythropoietin to nerve regeneration in the

sciatic nerve ‘crush injury *model.

Materials and Methods: The characterization of the cells obtained from the umbilical
cord were perfomed and it is determined that this cells were expressed mesenchymal
stem cell markers. Fifty adult female Wistar albino rats weighing between 130-150 g
were randomly divided into 5 groups. Groups; only skin incision created Sham group,
damage group of sciatic nerve without any treatment, damage + erythropoietin group
where human recombinant erythropoietin is administered intraperitoneally to 5000 U /
kg, mesenchymal stem cell group, mesenchymal stem cells (350,000 units) is
administered locally and damage + erythropoietin + mesenchymal stem cell group,
sciatic nerve damage treated with both erythropoietin and stem cell. On the Oth, 14th
and 28th days, all groups underwent sciatic functional index test and the experiment
was terminated on 28th day. Histopathological appearance, axon number and axon
diameter of the sciatic nerves were evaluated with oil red o stain. Immunoreactivity of
Nerve Growth Factor, Neurofilament-h and caspase-3 was determined by

immunofluorescense in the tissue.

Results: When the histopathological appearance was evaluated, histologically the
appearance of axons and nerve bundles were smooth in Sham group. Damage +
mesenchymal stem cell group have similar histological apperance to the Sham group.
The number of axons was significantly increased in the stem cell groups compared to
the damage group. Nerve Growth Factor immunoreactivity density was the closest value
to Sham in damage+mesenchymal stem cell group and there was a significant difference

between damage+mesenchymal stem cell group and damage group. Neurofilament-h

xii



density was highest in the Sham group and significantly increased in the treatment

groups when compared to the damage group and all treatment groups.

Conclusion: In this study, it was found that stem cell obtained from umbilical cord and
human recombinant erythropoietin treatments contributed to the regeneration of crush
injury caused by bulldog clamp in the sciatic nerve of rats. We used Neurofilament-H,
Nerve Growth Factor and oil red o staining helped to achieve this separation. It showed
that the use of only stem cells could be more beneficial, as the histological findings

discussed in this study were statistically significant.

Keywords: Crush injury, Erythropoietin, Mesenchymal Stem Cell, Sciatic Nerve,
Umbilical Cord
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1. GIRIS VE AMAC

Giinliik hayatta travma ve kazalar sonucunda sinirlerde hasarlar meydana gelebilir ve
giincel tedavilerle bu hasarlar1 tam olarak geri dondiirmek miimkiin olmamaktadir.
Pek ¢ok kaynaktan elde edilen kok hiicreler, ¢esitli doku ve organlardaki hasarlar
geri dondiiren gelecegin tedavi yontemleri olarak goériilmektedirler.

Her yil 100.000 kisiden yaklasik 13-23"i periferik sinir hasarina ugramaktadir (1).
Son zamanlarda bu bilgiyi destekleyen calismalarda, travma hastalarinda periferik
sinir yaralanma oraninin yaklasik % 2,8'e yiikselmis oldugu ve bu hastalarin %
50'sinden fazlasinin tedaviyi takiben normal motor ve duyu islevlerini geri
kazanamadig bildirilmistir (2,3). Periferik sinir yaralanmalari, operasyon gerektiren,
operasyon Oncesi ve sonrasinda da morbiditede ciddi artiglara yol agan 6nemli bir
saglik problemi olarak goriilmektedir. Operasyon sonrasinda uzun siiren bir iyilesme
donemi gerekmekte ve sinir fonksiyonlarinin tam olarak geri doniisii pek miimkiin

olmadigindan is giicii kaybina neden olmaktadir (4).

Siyatik sinir crush (ezilme) hasari, periferik sinir yenilenmesini inceleyen yaygin
olarak kullanilan akut ndropati modelidir. Siyatik sinir hasar goérdiikten sonra
Schwann hiicreleri ve makrofajlar myelin enkazini1 ¢abucak giderir ve enflamatuvar
sitokinler, kemokinler, hiicre dis1 matriks molekiilleri ve proteolitik enzimlerin yan1
sira noronal sagkalimda ve aksonal rejenerasyonda kritik rol oynayan bir takim
biiylime faktorleri iretirler (5,6). Periferik sinir biiylikliigii nedeniyle sican siyatik

siniri, periferik sinir rejenerasyonu ve muhtemel terapotik yaklagimlarla ilgili



caligmalarda tercih edilen modellerden biridir (7,8). Sinir crush hasarimi tercih

etmemizin sebebi uygulanmasinin goreceli olarak kolay olmasidir.

Yasamin Onciisii olan kok hiicreler eski yazilarda karsimiza botanik ile ilgili bir terim
olarak c¢iksa da inlii patolog Rudolph Virchow’un dedigi gibi her hiicre kendine
benzeyen bir baska hiicreden meydana gelir (9). Kok hiicre nakli son zamanlarda
norodejenerasyona karsi bir ilgi alani haline gelmistir. Sinir kok hiicrelerinin ya da
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinin (Ki-MKH) lokal implantasyonu;
trofik faktor sekresyonu, hiicre dis1 matriks molekiiliiniin sentezi, mikro g¢evre
stabilizasyonu ve immiin modiilasyon gibi periferik sinir rejenerasyon etkileri

deneysel sinir aralig1 modellerinde gosterilmistir (5,6).

Gobek kordonunun kolay elde edilebilir ve etik smirlamalardan uzak olmasi
nedeniyle bu olusum gerek stroma hiicreleri gerekse de arter ve ven duvarinda yer
alan cesitli hiicrelerin kok hiicre 0Ozelliklerinin irdelenmesi amaciyla birgok
arastirmaya konu olmustur. Tip 1 MHC (major histocompatibility complex)
molekiilleri olan HLA-A (human leukocyte antigen A), HLA-B (human leukocyte
antigen B), HLA-C (human leukocyte antigen C) barindirirlarken; tip 2 MHC
molekiilii olan HLA-DR (human leukocyte antigen DR)’yi barindirmazlar. Boylece
otolog ve allojenik hiicre nakillerinde ¢ogunlukla red yaniti olusturmazlar. Gébek
kordonundan elde edilen kok hiicreler; SCID (Severe combined immunodeficiency)
farelere verildikleri zaman embriyonik kok hiicrelerin tersine teratom gelistirmezler,
sican beynine verildiklerinde tiimor olusturmazlar ve en az 50 pasaj boyunca sabit
karyotip sergilerler (9). Gobek kordonu kaynakli mezenkimal kok hiicreler in-vitro
ortamda sinir hiicresine donlisim uyarisini aldiginda néron veya ndron Onclisi
hiicreye farklilasmanin bir¢ok yapisal 6zelligini ((beta 3 tubulin, néroflamin, GFAP
(Glial fibrillary acidic protein), MAP2 (Microtubule-associated protein 2), NeuN
(neuronal marker) ve nestin vb.)) kazanir (10). Bunlardan bazilart ndrotrofik
faktorler (GDNF (Glial derived norotrofik factor), BDNF (brain derived norotrofik
factor)) salgilamaya baslar (9).

Kemik iligi, yag dokusu, deri ve amniyotik siv1 gibi kolay erisilebilir kaynaklardan
elde edilen mezenkimal kok hiicreler (MKH) periferik sinir rejenerasyonunun
artirllmasinda yliksek potansiyel gosterirler ve periferik sinir hasari modelinde

potansiyel uygulamalar i¢in arastirilmaktadirlar. Kok hiicre tedavileri, periferik sinir
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hasarindan sonra fonksiyonel diizelme saglayabilmesine ragmen, sonuglarin kapsami
hala sinirlidir. MKH transplantasyonunun genel terapotik etkinligini arttirmak igin
MKH'lerin terapétik hedeflere dogru yonelim yetenegini arttirmak onemlidir (11).
Kok hiicrelerin yonlii bir kemotaktik etkiye sahip oldugunu ve bunun eritropetin
tedavisi ile daha da gelistirilebilecegi onerilmektedir (12). EPO, eritropoetik faktor
roliine ilaveten giiglii bir kemotaktik ajan olarak da bilinir. EPO'nun, bobrek ve kalp
gibi akut yaralanma gec¢iren organlarin mikro ortamina kemik iligi kaynakh
mezenkimal kok hiicrelerin yonlii gég¢iinii uyardigr bildirilmistir (13,14). Pek ¢ok
calisma, EPO’nun periferik sinir iyilesmesini artirdigini gostermektedir. Michael ve
arkadaslarinin yaptig1 calismaya gore, EPO'nun apoptozu inhibe etmesi, oksidatif
hasara kars1 korumasi ve yaralanmadan sonra anjiyogenezi tesvik etmesine ek olarak
Schwann hiicreleri iizerindeki etkisiyle aksonal gelisimi uyardigi diislintilmektedir

(15).

Bu sebeplerle mevcut ¢alismada, dogumla birlikte bebek esi de denilen insan gobek
kordonundan elde edilebilen kok hiicreler g¢ogaltilarak ve Rekombinant Human
Eritropoetin (thEPO) ile birlikte ve tek baslarina uygulanarak crush hasar
olusturdugumuz siyatik sinirlerde hasarin iyilesmesine olan etkilerini karsilastirmay1
amagladik. Elde edilecek sonugclarla siyatik sinir hasarinin rejenerasyon kapasitesinin
artirllmasi ve boylece yasam kalitesinin ylikseltilmesinde klinik tedavilere yardimci

olacak yeni bilgilerin ortaya konmasini saglayacagini diisiinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. SINIR SISTEMI
Viicudun, organ ve organlara ait i¢ uyaranlari ile dis kisminda meydana gelen
ve/veya siireklilik arz eden biitlin uyarilarinin algilanmasi, diizenlenmesi, iletilmesi
ve yanit vermesini saglar. Noron ve destek hiicrelerinden olusur. Sinir sistemi,
fonksiyonel olarak; somatik sinir sistemi (SSS) ve otonomik sinir sistemi (OSS) diye
ikiye ayrilirken, anatomik olarak da; merkezi sinir sistemi (MSS) ve periferik sinir
sistemi (PSS) olarak ikiye ayrilir (16) .

2.1.1. Noron
Sinir sisteminin yapisal ve fonksiyonel en kii¢lik birimine ndron denir. Uyarilar
almak, iletmek, hiicresel aktiviteleri baslatmak, norotransmitterleri salgilamaktan
sorumludurlar. Govde, akson ve dendritlerden olusur. Noron govdesi, dendritleri ve
aksonun proksimal kism1 MSS i¢inde yer alir. Akson MSS’yi terk eder ve PSS’de bir
periferik sinirin parcasi olarak efektorlere ilerler. MSS’de miyelin oligodendrosit
tarafindan yapilir ve oligidendrositin bir parcasidir. PSS’de ise Schwann hiicresi
tarafindan yapilir ve Schwann hiicresinin bir parcasidir. Noronlar viicutta farkl sekil
ve biiyiiklilkte olmakla birlikte 3 genel kategoriye ayrilirlar. Bunlar duyusal, motor
ve ara ndronlardir. Reseptorlerden gelen impulslart MSS’ye ileten ndronlara duyusal
noronlar denir. Somatik olan afferent lifler viicut yiizeyindeki agri, 1s1, temas ve
basing duyular: ile viicuttaki kas, tendon gibi organlardan agri ve proprisepsiyon
duyularimi alirlar ve beyin ile viicudun uyumunu saglarlar. Visseral afferent lifler ise

i¢ organlar, miikoz membranlar, bezler ve kan damarlarindaki agr1 ve diger duyulari
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iletir. Noronlar anatomik olarak hiicre govdesinden ¢ikan uzanti sayisina gore;

multipolar, bipolar ve psdédounipolar seklinde siniflandirilir (Sekil 2.1) (16).
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Sekil 2.1: Noron anatomik siniflamasi (16)

Multipolar ndronlarin bir aksonu, iki ya da daha fazla dendriti vardir. Motor ve inter
ndronlar daha ¢cok multipolardir. Impulslarin yonii dendritten hiicre gdvdesine oradan
da aksona dogru ya da hiicre govdesinden aksona dogrudur. Psédounipolar
ndronlarda tek bir uzant1 vardir, bu uzanti hiicre gdvdesinin yakininda kisa bir siire
sonra biri merkezi akson digeri de periferik akson (dendrit olur) diye ikiye ayrilir.
MSS’ye yakin olan duyusal noronlarin ¢ogu psddounipolar ndronlardir. Hiicre
govdeleri arka kok ganglionlarinda ve Kranial sinir ganglionlardinda yer almaktadir.
Bipolar noronlarda ise bir akson ve bir dendrit bulunur. Siklikla 6zel duyu (gorme,

isitme, koku, tat, denge) reseptori ile iliskilidir (16).
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Sekil 2.2: Noron (16)
Noronlarin sitoplazmalart yuvarlak, oldukca biiyiikk ve okromatik belirgin tek bir
cekirdek tasir. Periniikleer sitoplazmada protein sentez aktivitesi ile uyumlu bir
Ozellik olarak bol miktarda graniilli endoplazmik redikulum (gER) ve serbest
ribozomlar bulunur. Bunlar 1s1k mikroskobunda temel olarak koyu, tiyonin boyama
ile de metakromatik boyanan Nissl cisimcigi seklinde goriiliirler. Akson tepeciginde
Nissl cisimcikleri yoktur. Akson ndronun tipine gére degisen uzunluk ve capta
silindirik bir yapidir. Akson sitoplazmasi mitokondri, mikrotiibul ve ndrofilaman
icerir. gER ve poliribozom igermemesi nedeniyle perikaryona (hiicre gdvdesine)
bagimhidir. Bazi biiyiilk akson sonlanmalar1 hafiza siireglerinde gorev alabilecek
proteinleri lokal olarak sentezleyebilmektedir, bu alanlara periaksoplazmik plaklar
denilir (16). Genellikle standart bir yapiya sahip olan aksonlarin ¢aplart 1-24 um
arasinda olabilecegi gibi, uzunluklari da 50 pm’den birka¢ metreye kadar
uzayabilmektedir (17). Akson ile akson tepecigin birlestigi bolgeye ‘’baslangic
segmenti’’ denir. Baslangic segmenti kisa, dar ve miyelinsiz bir bolgedir. Aksiyon
potansiyelinin olusturuldugu yerdir. Hiicre gévdesinden ¢ikan uyarilari bir nérona ya
da kas hiicresi gibi efektor bir hiicreye iletmektir. Aksonun c¢iktigi akson tepesi

disinda, noéronun tim yilizeyi ¢esitli sinaptik terminallerle doludur. Akson



tepeciginden sonra akson miyelinlenir, ¢apini artirir ve sonlanacagi hedef organa
kadar ayni ¢apta devam eder. Norotiibiiller ve noérofilamentler hiicre govdesinin
iskeletini olustururlar, dendrit ve akson wuzantilarinin ic¢ine kadar uzanirlar.
Dendritler; diger néronlardan ya da dis ortamdan uyarilari alan reseptor uzantilaridir.
Daha genis capli, hiicre govdesine yakin yerlesimli, miyelinsiz ve genelde konik
uglara sahiptirler. Olusturduklari dendritik aga¢ dallanmalari ile reseptdr yiizeyini
artirmis  olurlar. Golgi cisimcigi bulundurmazken hiicre govdesine ait diger
sitoplazma igerigi aynmidir (Sekil 2.2) (16). Noronlar béliinmezler, bununla birlikte
beynin bazi bolgelerinde bulunan ndronal kok hiicreler, hasara ugramis bolgelere goc
edip farklilagarak hasarli sinir hiicrelerinin yerini alabilirler. Néronlar, diger noronlar
ve efektor hiicrelerle sinapslar sayesinde iligki kurmaktadir. Sinapslar morfolojik
olarak aksodendritik, aksosomatik ve aksoaksonik siniflandirildig1 gibi (Sekil 2.3)
(16); norotransmitterler araciligiyla olan kimyasal sinapslar ve vertebrasiz canlilarda
iyon gecisi seklindeki elektriksel sinapslar olarak da siniflandirilmaktadir.
Memelilerde ise elektriksel sinapslar diiz kas ve kalp kasi hiicrelerindeki oluklu
baglantilarda goriliir. Tipik kimyasal bir sinapsda presinaptik element, sinaptik yarik
ve postsinaptik membran bulunmaktadir. Aksona gelen uyarilarla akson ucunda
olusan vezikiiller presinaptik diigiime gelerek presinaptik membran ile birlesip
icerigini sinaptik aralia bosaltirlar. Sinaptik araliga salinan kimyasal igerik
postsinaptik membrandaki G proteini eslenik reseptorlere veya trasnmitter kapili

kanallara baglanarak kimyasal ileti tamamlanmis olur (Sekil 2.4) (16).
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Sekil 2.3: Sinaps morfolojik siiflandirilmasi (16)
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Sekil 2.4: Kimyasal sinaps diyagrami (16)
Sinapsda sinir impulsu olusumundaki eksitator ya da inhibitér yanitin tipini
norotransmitterin  kimyasal yapist belirlemektedir. Baslica noérotransmitterler;
asetilkolin,  katekolaminler  (norepinefrin, epinefrin, dopamin), serotonin,
aminoasitler ( Y-aminobutirik asit (GABA), glutamat, aspartat, glisin), nitrik oksit ve
kiiciik peptidler (substans P, enkefaliler, vazoaktif intestinal peptit, kolesistokinin,
norotensin, hipotalamik serbestlestirici hormonlar) dir. Asetilkolin, glutamin ve
serotonin gibi eksitatdr norotransmitterler transmitter kapili Na® kanallarini acarak
iceri Na' akis1 ile postsinaptik membran voltajin1 tersine gevirerek esik degere
ulagmasina (depolarizasyon) neden olur. Boylece aksiyon potansiyelinin baglamasi
sinir impulsu olugsmasim1 saglar. GABA ya da glisin gibi inhibitor
norotransmitterlerin saliverilmesi transmitter kapili CI” kanallarint agarak CI™ ‘un
hiicre i¢ine girmesine ve postsinaptik membranin hiperpolarize olmasina neden
olarak aksiyon potansiyeli olusumunu daha zor hale getirir. Sinaptik araliga salinan

norotransmitterlerin etkisi parcalanarak ya da geri alinarak sonlandirilir (16).
Aksonal Transport Sistemleri

Hiicre govdesinde sentezlenen maddeler aksonal transport sistemi ile akson ve
dendritlere taginir. Bilgi ve molekiillerin mikrotiibiil ve ara filamentler araciligiyla
anterograd ve retrograd transport olarak adlandirilan iki yonlii olarak tagindig hiicre
i¢i haberlesme seklidir. Molekiillerin tasinma hizina gore sadece anterograd transport
sisteminde kullanilan yavas transport sistemi ve her iki yonlii tasinmada da kullanilan

hizli transport sistemi olarak ikiye ayrilmaktadir. Viicuda giren toksin ve viriisler
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retrograd transport yoluyla MSS’ye tasmmmaktadir. ATPaz aktivitesi gosteren
mikrotiibiil iligkili dinein proteini retrograd transportta yer alirken, kinezin ise

anterograd transportta yer almaktadir (16).

2.1.2. Sinir sisteminin destek hiicreleri (Norogliya)

Noron araliklara yerleserek hem sinir hiicre gévdesini hem de akson ve dendrit
uzantilarim1 saran destek hiicrelerine norogliya denir. Bulunduklar1 anatomik
bolgelere gore PSS’de bulunanlara periferik nérogliya ve MSS’de bulunanlara ise

merkezi norogliya denir.
Periferik norogliya:

Schwann hiicreleri, satellit hiicreleri ve spesifik organ ve dokularla iliskili cesitli
diger hiicrelerdir. Motor son plakta yer alan terminal norogliya, sindirim kanali
duvarindaki ganglionlarda bulunan enterik noérogliya ve retinadaki Miiller hiicreleri

ornek verilebilir.
Schwann hiicreleri ve miyelin kilif

Periferik sinir sisteminde lipidce zengin miyelin kilift Schwann hiicreleri tarafindan
sentezlenmektedir. Noral krista hiicrelerinden gelisen Schwann hiicrelerinin esas
gorevi miyelinli ve miyelinsiz sinir hiicresi liflerini desteklemektir. Periferik
sinirlerdeki yikintilarin temzilenmesi ve aksonlarin yeniden biiylimelerine yol
gosterir. Miyelin kilif sinir impulslarinin  hizli iletimini saglar. Miyelin kilif
kalinligini aksonun ¢api belirler. Yenti liflerin miyelin tabakasi daha kalin olmaktadir.
Ayrica ayn1 ¢apa sahip motor ndronlarin miyelin tabakasi duyu ndronlarma gore
daha kalindir. Akson etrafindaki schwann hiicre yogunlugunu akson i¢indeki trofik
faktorler belirler. Schwann hiicresi aksonun etrafin1 oluk seklinde sardiginda ve
hiicre membrani polarize oldugunda miyelinizasyon baglar. Schwann hiicresinin
sinire temas eden kismi adaksonal diye adlandirilirken dis ortama bakan kisim ise
abaksonal olarak adlandirilir. Schwann hiicresin abaksonal ve adaksonal
membranlarinin u¢ kisimlari birbirine degerek mezaksonu olusturur. Mezaksonun bir
uzantist aksonu spiral hareketlerle sararak konsantrik lameller seklinde miyelin kilif
olusur. Miyelin; PSS ve MSS’de benzer yapisal 6zellik gosterip, protein ve lipidden
olusur. PSS’de miyelin kilif daha fazla sfingomiyelin ve glikoprotein igerir.

Yapisinda yer alan baslica proteinler miyelin bazik protein (MBP), proteolipid
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protein (PLP) ve protein 0 (P0)’dir. PLP yalnizca MSS’deki miyelin kilifta bulunur
(18). Kilifin sikilasmasi PO, periferik miyelin proteini (PMP22), MBP gibi
transmembran miyelin spesifik proteinlerin ekspresyonu ile ayni zamanda
gerceklesmektedir. PO ve MBP elektriksel aktivite ile plazma membraninin ig¢
yaprakeiklarini karsilikli olarak yaklastirirlar (Sekil 2.5). PO transmembran bir
glikoprotein olup karsi iki membran tabakasi arasindaki kuvvet adezyonu saglayan

molekiildiir. PO kodlayan gen mutasyonlarinda demiyelinizan hastaliklarin gelistigi

goriilmiistiir (16).
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Sekil 2.5: Miyelin kilif olusumu (16)
Miyelin kilif iyon akimini engelleyen mitkemmel bir yalitkandir. Membranin iyon
akis direncini 5.000 kat artirirken, membran kapasitesini 50 kat diisiiriir (19). ki
komsu Schwann hiicresi arasinda miyelin kilif bulunmayan bu baglanti noktalarina
Ranvier nodu (diigiimii) denir. Iki Ranvier diigiimii arasindaki miyelin bdlgesine de
internodal segment denir. Miyelin segmentlerini birbirinden ayiran sirkiiler ya da
oblik araliklarda bulunan kiigiik sitoplazma adaciklar1 Schmidt-Lantermann yariklar
diye adlandirilir. Schwann hiicrelerinin bazal laminasi, Ranvier bogumlarinda da
Schwann hiicrelerinin dig tabakasini kesintiye ugramadan sarar. Ranvier
bogumlarindan kolayca gecen iyonlar, miyelinli liflerde miyelin kiliflarindan
gecemezler. Bu nedenle aksiyon potansiyeli ancak bu bogumlarda gelisir ve bir
bogumdan digerine sigrayici (saltator) tipte iletim olur. Ranvier diigiimlerindeki sinir
elemanlar1 buraya gelen akimi arttirict Ozellikte oldugu i¢in, bu bdlgelerde
mitokondri gibi enerji lireten hiicre elemanlarinin sayis1 normal alanlara oranla 5 kat

fazladir (20). Sinir lifi boyunca uzun aralarla sigramasi1 miyelinli liflerde ileti hizini
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5-7 kat artirir. Ayrica aksonda iyon kaybini 100 kat azaltarak enerjinin korunmasini
saglar. Seri impulslardan sonra membran sodyum ve potasyum farkini saglamak igin

daha fazla enerjiye ihtiyag¢ duyacaktir (21).

Sinir liflerinin neye goére miyelinlendigi belirsizdir. Miyelinsiz sinir lifleri de
Schwann hiicre sitoplazmasi tarafindan sarilmistir. Aksonlar hiicre yiizeyindeki
oluklara olugun dudaklar1 agik kalacak sekilde ya da kapanarak mezakson
olusturacak sekilde yerlesmislerdir. Schwann hiicreleri ve bazal lamina tabakasi

miyelinsiz sinirlerde de aynen miyelinli sinirlerde oldugu gibi dizilidir (22).
Satellit hiicreler

Ganglionlardaki noronlarin hiicre gévdeleri satellit hiicresi adi verilen ve ndron
gbovdesi gevresinde kontrollii bir mikro ¢evre olusmasina ve siirdiiriilmesine yardim
eden kiigiik kiibik hiicrelerle ¢evrilidir. Fonksiyonel olarak elektriksel izolasyon

saglamasi yoniiyle Schwann hiicresi ile analogdur. Ancak miyelin kilif olusturmaz.
Merkezi norogliya:

Astrositler, oligodendrositler, mikrogliya ve ependim hiicrelerinden olusur. Gliyal
hiicrelerin ana gorevi destekleyici hiicreler olarak gecse de embriyolojik gelisim
sirasinda beyin ve spinal kord embriyonik noral tiipten gelisirken, embriyonik gliyal
hiicreler ndrol tiiplin biitiin kalinli§1 boyunca radiyal sekilde uzanarak noronlarin

beyindeki uygun yerlere dogru goglerini yonlendirirler.
Astrositler

Morfolojik olarak heterosit hiicrelerdir. MSS hiicrelerine fiziksel ve metabolik destek
saglarlar. Noronlar1 desteklemek ve aktivitelerini diizenlemenin yani sira beynin tiim
kalinlig1 boyunca uzanarak beyin gelisimi sirasinda go¢ etmekte olan néronlar i¢in
iskelet olusturur. Gri cevherde bulunan protoplazmik ve beyaz cevherde daha fazla
bulunan fibroz astrositler olmak tizere iki ¢esidi vardir. Her iki tip astrositte gliyal
fibriller asidik proteinden (GFAP) olusan ara filament demetleri icermektedir.
Kapillerlerin kan-beyin bariyerini olusturan siki baglantilarinin siirdiiriilmesine
yardimer olur. Miyelinli sinirlerin agikta kalan Ranvier diiglimleri ve sinapslarini
kaplarlar. Sinaptik araliktaki fazla ndrotransmitterleri uzaklastirirlar. Protoplazmik

astrositler piamaterin bazal laminasina uzantilarin1 uzatarak nispeten gecirgen
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olmayan ve MSS’yi saran gliya limitansi olustururlar. Beynin ekstraselliiler
alanindaki potasyum konsantrasyonunu tamponlayarak noronal aktiviteyi diizenler.

Hasar durumunda ¢ogalarak yara iyilesme dokusu olustururlar (16).
Oligodendrositler

MSS’de noronlarin elektriksel yalittimint saglayan miyelin kilif olusumunu ve
devamliligin1 saglayan kii¢iik hiicrelerdir. MSS’de oligodendrositler birden fazla
aksonun miyelizasyonunu ayni anda yapabilirken, PSS’de Schwann hiicreleri tek bir
aksonun miyelizasyonunu yapar. PSS’de PO ve PMP-22 yerine, MSS’de proteolipid
protein, miyelin oligodendrosit protein ve oligodendrosit miyelin glikoproteinleri

benzer gorevler yaparlar.
Mikrogliya

Kiiciik, koyu ve uzun nukleuslu, fagositoz 6zelligine sahip hiicrelerdir. Mononiikleer
fagositik sistemin iiyesi olan mikrogliya hiicreleri hasar ve hastalik bolgelerinde
prolifere olarak aktif fagositik (reaktif mikrogliyal hiicreler) hale gelirler. Mikrogliya

prekiirsor hiicreleri MSS parankimine vaskiiler sistemden girerler.
Ependim hiicreleri

Beyin ventrikiillerini ve spinal kordun santral kanalini (kanalis sentralis) doseyen
prizmatik hiicrelerdir. Tek kath kiibik-prizmatik, apikal ylizeyinde silya, mikrovillus
ve baglant1 kompleksleri bulunduran birbirlerine sikica baglanmis hiicrelerdir. Beyin
omurilik stvisinin (BOS) sentezlendigi koroid pleksuslar modifiye ependim hiicreleri

ve bu hiicrelerle iliskili olan kapillerden meydana gelmektedir (16).
Impuls iletimi

Aksiyon potansiyeli, akson tepecigindeki baslangic segmentinden baglayan akson
boyunca yayillan membran depolarizasyon dalgasidir. Baslangig segmentinin
membraninda ¢ok sayida voltaj kapili Na* ve K* kanallar1 bulunur. Voltaj kapili Na*
kanallar1 gelen stimuluslara yanit olarak agilir ve aksoplazmaya dogru olan Na™ akisi
ile dinlenme durumundaki negatif membran potansiyeli (-70 mVolt) kisa bir siire i¢in
pozitife (+30mVolt) donerek depolarizasyon gergeklesir. Depolarizasyondan sonra
voltaj kapili Na® kanallar1 kapanarak voltaj kapili K* kanallar1 agilir, bdylece

potasyum aksondan disar1 ¢ikarak membran dinlenme potansiyeline geri doner. Kisa
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bir dinlenme periyodu olan refrakter periyoddan sonra ndron tekrar aksiyon
potansiyeli olusturabilir (16). Aksiyon potansiyeli olusturan uyarilar i¢in esik degeri -
59 mVolttur. Bu esik degeri asamayan potansiyeller aksiyon potansiyeli
yaratmazken, esik degerin iizerine ¢ikan potansiyellerin siddeti ne kadar farkli olursa
olsun ayni aksiyon potansiyelini olusturur. Buna "hep ya da hi¢" kurali denir.
Aksiyon potansiyeli bir kez olustuktan sonra durdurulamaz ve komsu bolgeleri

uyararak yayilir (23).

1937 de Erlanger, Grundfast ve Gasser periferik sinir liflerini ¢aplarina ve
ileti hizlarina gore siiflandirmiglardir. A grubu lifler, miyelinli somatik afferent ve
efferent liflerden, B grubu lifler ise miyelinli otonomik pregangliyonik liflerden
olusur. C grubu miyelinsiz somatik ve visseral afferent lifler ile postgangliyonik

lifler olup, en ince ¢apli ve en yavas iletim saglayan liflerdir (Tablo 2.1) (23).

Tablo 2.1: Periferik sinirlerin ¢ap ve ileti hizlarina gore siniflandirilmasi (23)

ILETIM HIZI .
GRUP | CAP (p) (m/saniye) FONKSiYON
A 2.5-22 15-100 Miyelinli somatik afferent ve efferent
(0,B.7.5) - - _
B 3 315 Miyelinli preganglionik otonomik

“visseral”)

Miyelinsiz somatik afferent ve
C 0.2-15 0.3-1.6 otonomik postganglionik efferent
(agr1, pilomotor ve vazomotor)

2.1.3. Somatik sinir sistemi
MSS ve PSS’nin somatik kisimlarindan olusur. Somatik SS bilingli, istemli kontrol
edilen fonksiyonlar1 denetler ve diizenler. I¢ organlar, diiz kaslar, kalp kas1 ve bezler

disinda viicudun biitiin kisimlarinin duyusal ve motor sinir dagilimini saglar (16) .

2.1.4. Otonomik sinir sistemi

MSS ve PSS’nin otonomik boéliimlerinden olusur. OSS, diiz kaslarin, kalbin iletim
sisteminin ve bezlerin efferent istemsiz motor uyarilarini saglar. Ayrica i¢ organlarin
afferent duyusal (agr1 ve otonomik refleksler) uyaranlarini saglar. OSS, kendi iginde
sempatik ve parasempatik olarak ikiye ayrilir. OSS’nin iiglincii boliimii ise sindirim
kanalin1 diizenleyen enterik boliimdiir. Enterik boliim, MSS ile parasempatik ve
sempatik sinir lifleri araciligiyla baglanti kurabildigi gibi, bagimsiz olarak da

fonksiyon gorebilir (16) .
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2.1.5. Merkezi sinir sistemi

Kafatasi icinde bulunan beyin ve vertebral kanal i¢inde yer alan medulla spinalisten
(omurilik) olugmaktadir (16). Yumusak kivamda olup gerg¢ek anlamda bir bag
dokusu icermez. Akson ve miyelini yapan oligodendrositler beyaz maddeyi meydana
getirirken, noronlarin hiicre govdeleri, gliya hiicreleri, akson ve dendritler de gri
maddeyi olusturur. Beyin ve beyincik de merkezde beyaz madde yer alirken gri
madde dis kisminda bulunur. Omurilikte ise tam dersi durum mevcuttur. Kafatasi
beyni sert darbelere karsi korunakli hale getitirken, meninksler de beyni simsiki
sararak korur. Meninksler; pia, araknoid ve duramaterden olusan bir zar tabakasidir.
Subaraknoid alanlarda ve ventrikiil i¢erisinde bulunan BOS hem beyni korumada
hem de beslenme ve atik madde uzaklastirilmasinda gorevlidir. Seffaf diisiik dansiteli

ve protein yoniinden fakir bir sividir.

2.1.6. Periferik sinir sistemi

PSS; motor, duyu ve otonomik fonksiyonlari olan, MSS ile hedef organlar arasinda
iki yonlii haberlesmeyi saglayan bir sistemdir. Ana bilesenleri sinirler, ganglionlar ve
sinir sonlanmalaridir. MSS’de olusturulan uyarilarin hedef dokuya tasinmasin
efferent lifler saglarken, periferde olusan uyarilar ise MSS’ye afferent liflerle taginir.
Sekil 2.6’da (24) gosterildigi gibi motor néron govdeleri medulla spinalisin 6n
(ventral) boynuzunda, duyu sinirlerin gévdeleri ise arka (dorsal) kokte bulunur. PSS
arka kok ve 6n boynuzdaki motor ve duyu sinirlerinin birlesmesi ile meydana gelir.
Periferik sinir aksonlarinin hiicre govdeleri MSS’de veya ganglionlarda yer alir.
Ganglionlar noron hiicre govdesi ve gliyal hiicrelerin bag dokusuyla ¢evrelenmesi

sonucu olusur ve uyarilari dagitir (25).

Sinirsel uyarilar1 alan duyusal sinirler, bunlar1 degerlendiren MSS ve yanitlari
baglatan motor sinirler arasindaki etkilesimler noral yolaklar: olusturur. Bu yolaklar
refleks arki olarak adlandirilan refkleks hareketlere aracilik ederler. Insanlarda ¢ogu
duyusal néron direkt olarak beyne girmez. Bunun yerine sinapslar ile spinal korddaki

motor noronlarla baglant1 kurarlar (16).
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Arka kok ganglionu

Duyu siniri
&

On boynuz
mator néron

Motor sinir

Motor son plak

Sekil 2.6: Periferik Sinir (24)

2.1.7. Periferik sinir histolojisi
Cevresinde koruyucu ve besleyici tabaka olarak bulunan bag dokusu, periferik sinirin
%21-81“ini meydana getirir. Bu oran eklem bolgelerinde daha yiiksektir (26). Bag
dokusu epindryum, perindryum ve endondryum adi verilen ii¢ tabakadan olusur.
Periferik sinir lifleri ve Schwann hiicreleri bir araya gelerek yogun fasikiil
demetlerini olustururlar. Sinir lifleri, retikulin lifleri ile fibroblastlarca tiretilen
kollajen lifleri ile birlikte mukopolisakkaritten olusan temel maddenin iginde
bulunurlar. Endonéryum her bir sinir lifini ¢evreleyen gevsek bag dokusudur. Sinir
liflerini bir araya getirerek fasikiil ya da demet seklinde baglarlar. Temel madde,
hiicreler, kollajen ve retikulinin olusturdugu yapiya endondriyum denir. Hematojen
kaynakli oldugu diisiiniilen makrofaj ve mast hiicreleri endondryum igerisinde
bulunur (26). Yapisinda elastin bulunmaz (27). Tip I kollajen igermesi sebebiyle
gerilmeye karsi direglidir. Sinirdeki endondral damarlar, Schwann hiicrelerini ve
miyelini sarar. Dalgal1 yapis1 sayesinde uzamaya uyumludur. Endondéryumun igerdigi
endondral sivi basinci ¢evre dokulardaki basinca gore daha yliksek olmasi sebebiyle
toksik maddelerin aksona girisini engeller. Perinéryum bir sinir demetini ¢evreleyen
ve kan sinir bariyerinin olusumuna katkida bulunan 6zellesmis bag dokusudur.
Fasikiilleri hafif bir basin¢ altinda tutan perindéryum, saglam oldugu siirece sinirin
elastikiyetini ve biitliinliigiinii korur. Kilifla sarilmis olan sinir liflerinin iyonik

cevrelerinin devamliligini saglar. Perindryal hiicreler; maddelerin aktif transportu
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icin gerekli olan reseptdr, tasiyict ve enzimlere sahiptir. Yassi hiicrelerce olusturulan
perindryum sinirin ¢apina bagli olarak birkag hiicre kalinliginda olabilir. Aktin
filamenti icermesi sebebiyle kasilma yetenegi mevcuttur. Cerrahi olarak manipiile
edilebilir en kiigiik sinir yapisina fasikiil denir. Kisiden kisiye ve sinir boyunca
farklilik gosteren fasikiil sayilar1 birbirlerine paralel uzanmayan pleksiform yapisi
nedeniyle trase boyunca trunkusun igindeki fasikiil ve akson sayist degiskenlik
gosterir. Bundan dolay1 da histolojik kesitlerde farkli morfolojik yapilar goriilebilir
(21).

Epindryum periferik siniri c¢evreleyen ve sinir fasikiillerinin arasindaki bosluklari
dolduran diizensiz siki bag dokusudur. Eksternal epinéryum siniri mekanik
etkilerden koruyan en dis tabaka, internal epindryum ise perifasikiiler ve
interfasikiiler bolgelerin arasini dolduran ve fasikiilleri ayirarak birbiri iizerinde
kaymasina izin veren tabakadir. Biiyiik sinirlerde epindryumla iliskili adipoz doku
siklikla bulunmaktadir. Siniri besleyen kan damarlari epindéryum iginde seyreder,
damarlar perinoryuma penetre olurken endondéryum seviyesindeki dokunun
damarlanmasi1 zayiftir. Sinir kesilerinden sonra olusan skar dokusunun ¢ogu yine
epinéryumda bulunan fibroblastlarin proliferasyonundan kaynaklanir. Sinir lifinde
perindryumun cerrahi olarak diseke edilmesi sinir iletimini bozarken, epindryumun

diseke edilmesinin boyle olumsuz bir etkisi yoktur (28).

2.1.8. Periferik sinir embriyolojisi
Ektodermden gelisen noral krest hiicreleri noral plagin katlanmasi ile noral olugun
her iki kenarinda birer hiicre grubu olarak ortaya ¢ikar ve ndral tiip uzunlugu
boyunca bu hiicreler mevcuttur. Laterale gé¢ eden noral krest hiicreleri spinal
sinirlerin duyu ganglionlarii ve diger hiicre tiplerini olustururlar. Gelisim devam
ettikge duyu ganglionlarinin néral blastlarindan ¢ikan uzantilarin ilki merkeze dogru
bliyliyerek noral tiiplin dorsal pargasina gomiiliirken, diger uzantisi spinal kordun
arka boynuzu veya marjinal tabakadan yukari ¢ikarak beyin merkezlerine ulasir.
Yukari ¢ikan bu uzantilara spinal sinirin dorsal duyu koki denir. Perifere dogru
biiyiiyen uzantilar ise ventral motor kok lifleri ile birleserek spinal sinirin gdvdesinin
olusumuna katilirlar. En sonunda néral krest hiicrelerinden koéken alan duyu
ganglionlarindaki noéroblastlarin dorsal kok noronlarini meydan getirir. Noral krest
hiicrelerinden, Schwann hiicreleri, sempatetik ndoroblastlar, pigment hiicreleri,

odontoblastlar, meninksler ve faringeal arkuslarin mezenkimi de olusur (29) .
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Motor sinir hiicreleri, gelisimin 4. haftasinda ortaya ¢ikar ve spinal kordun 6n
boynuz sinir hiicrelerinden kdken alir. Bir araya gelerek olusan demetler "ventral
sinir kokleri” olarak adlandirilirlar. Dorsal kok gangliyonlarindaki demetlerden de
dorsal sinir kokleri olusur. Dorsal gangliyonlardan ¢ikan merkezi ¢ikintlar da
demetler halinde arka boynuzlarin tersi yoniinde spinal kord igine dogru biiyiirler.
Ventral sinir kokleriyle birlesen distal ¢ikintilar da spinal sinirleri olustururlar.
Hemen ardindan da spinal sinir dorsal ve ventral primer ramuslara boliiniir. Ventral
primer ramuslar ekstremiteleri ve viicut 6n duvarii innerve ederler ve major sinir
pleksuslarint olustururlar. Noral krestten kaynaklanan Schwann hiicreleri, perifere
dogru gb¢ ederek aksonlarin ¢evresini sararlar ve bdylelikle norilemma kilifini
olustururlar. Fetal yasamin 4. aymin basinda sinir liflerinin ¢ogu, Schwann hiicresi
membraninin akson {iizerinde birgok defa kivrilmasi sonucu olusan miyelinin
birikmesiyle beyazimsi bir goriinime biiriiniirler (29). Spinal kord igindeki sinir
liflerininin miyelinizasyonu intrauterin 4. ayda baslasa da beyin merkezlerinden
spinal korda inen motor liflerin bazilar1 miyelinizasyonunu ancak dogumdan sonraki

1. yilda tamamlar (30).

2.1.9. Sican siyatik siniri

Memeli hayvanlar iginde, sigan siyatik siniri, elektron mikroskopi diizeyinde dahi
hiicresel 6zellikler acisindan insan sinir dokusundan ayirt edilemeyen temini kolay
bir sinir dokusudur (31). Sigan siyatik siniri L3 (az bir sinir demeti), L4, L5 ve L6
dan az bir lif demetinin katilmasi ile olusur. S1°den de bir miktar sinir lifi katilabilir.
Siyatik sinir ¢ap1 0,9 — 1,1 mm arasindadir. Pelvisin igerisine geldiginde siyatik sinir
adin1 alip, iskiyumun dorsal kenari ile kuyruk sokumu arasindaki derin olukta ilerler
ve siyatik ¢entikten ¢iktiktan sonra piriform kasin ventralinde seyreder. Sirt derisinin
bir kismin1 ve arka bacak kaslarmin tamamina yakinini inerve eden siyatik sinirin
ana govdesi piriformis kas seviyesinin 1-2 mm asagisinda kuadratus femoris kasinin
tizerinden ilerleyerek abduktor femoris fasyasinin lizerinde oblik olarak bacaga dogru
uzanir. Piriformis hizasinda siyatik sinirin ana gdvdesiyle birlikte ¢ikan ince bir dal
ventrale dogru kuadratus femorisin altindan geger ve biseps femoris, semitendindz ve

semimembrandz kaslarinin motor inervasyonunu saglar (Sekil 2.7) (32).
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Siyatik sinir
Tibial sinir

Biseps femoris,
semitendinonéz
ve semimembrandz P
mator dah

Peroneal sinir

Biseps femori

Sekil 2.7: Sican Siyatik Sinir Anatomisi (32)
Siyatik sinirin fleksor kas grubuna verdigi motor dal ile terminal dallanma noktasi
arasindaki mesafe yaklasik 2 cm uzunlugundadir (33). Siyatik sinir, diz eklemi
hizasinin yaklagik yarim santimetre lizerinde ventrale dogru seyreden kalin tibial

sinir ve dorsale dogru seyreden ince peroneal (fibular) sinir dallarina ayrilir (Sekil
2.8) (32).

M.gluteus
superfisiyalis

M.biseps femoris

M.fleksor digitorum

M.gastroknemius sliperfisiyalis

)
Sekil 2.8: Sigan arka bacaginin kas, sinir ve damar yapilari (32)

Peroneal sinir siyatik sinirden ayrildiktan sonra asagiya dogru gastroknemiusun

lateral karnin1 ve derin parmak fleksorlerini gaprazlayarak ilk énce daha ince olan

peroneus longus dalim1 verir ve daha sonra yiizeyel ve derin peroneal sinirlere
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ayrilarak sonlanir. Yiizeyel dal, peroneus longus ve brevis kaslarini ve parmak
ekstansorlerini inerve edip ayni zamanda ayak sirt1 ve parmaklarin bir boliimiiniin
duyusunu alir. Derin dal ise tibialis anterior ve uzun parmak ekstansorlerini inerve
ederek ikinci parmak arasi bolgesine ulasir. Ventrale uzanan tibial sinir ise, sural
sinir olarak ilk dalin1 ayrim noktasinin 1-2 mm proksimalinde popliteaya girmeden
hemen oOnce gastroknemiusun iki bas1 arasinda vererek plantaris, soleus,
gastroknemiuslar, fleksor hallusis longus, fleksor digitorum longus ve tibialis
posteriorlar1 inerve eder. Bu dallar1 verdikten sonra ayak bileginin {lizerinde lateral ve

medial plantar sinirlere ayrilarak sonlanir (32).

2.1.10. Noronlarin hasara yaniti
Noronal hasar; aksonal dejenerasyon ve ndral rejenerasyon denen karmasik olaylart
baslatir. Bu karmasik olayda ndronlar, Schwann hiicreleri, oligodendrositler,
makrofajlar ve mikrogliyalar rol alir. PSS’de aksonal rejenerasyon hizla olurken,
MSS’de genellikle rejenere olamamaktadirlar. Bunun sebebi kan beyin bariyerinden
yeterince gegemeyen makrofajlardir, ayrica oligodendrositler ve mikrogliya
hiicrelerinin miyelin yikintilarim1 hizla ortamdan uzaklastiramamalaridir. Ciinkii
miyelin yikintilar1 akson rejenerasyon inhibitorleri igermektedir. Periferik sinir
yaralanmas1 mekanik, kimyasal ve termal sebeplerle olusabilir. En sik yaralanma
nedeni travmadir. Hasarlanan periferik sinirin tim lifleri aym1 derecede
yaralanabilecegi gibi farkli derecede yaralanmalar da gorilebilir. Periferik sinir
hasar1 sonrasi iyilesmenin zamani ve basarisi yaralanmanin derecesine baglidir. ilk
kez 1941 yilinda Cohen tarafindan Onerilen ve 1943 yilinda Seddon tarafindan
bildirilen mikroskopik degisikler ve hastanin klinigine bagli olarak periferik sinir
hasar1 siiflamasi yapilmistir. Bu siniflamaya gore; noropraksi, aksonotmezis ve

norotmezis olmak tlizere 3’¢ ayrilmistir (34).

Noropraksi

En hafif yaralanma tipi olup, tuzak noropatilerde goriiliir, gegici semptomlar1 vardir,
yaralanma yerinde iletim kesintiye ugrarken, proksimal ve distalinde iletim
normaldir. Sinir biitiinliigli korunmugstur. Kendiliginden diizelir, konservatif tedavi
yeterlidir.

Aksonotmezis

Sinirin epindryum ve perindryumu korunurken akson ve ¢evresindeki miyelin kilifda

total kesi mevcuttur. Trafik kazasi, akut ezilme ve kronik kompresyon gibi sik
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nedenleri vardir. Yaralanma noktasinin distalinde akson ve miyelinde Wallerian
dejenerasyon gerceklesir. Sinir g¢evresindeki hasarlanmamis mezenkimal doku
aksonlarin filizlenmesine kilavuzluk etmes1 nedeniyle iyilesme orani yiiksektir.
Norotmezis
Sinirin tamamen kopmasi ya da akson iyilesmesini engelleyecek sekilde fibroz
dokunun olusmasini tanimlar. Aksonlarin yeniden uzamasi i¢in kilavuzluk edecek
mezenkimal doku olmamasi sebebiyle cerrahi tamir yapilmazsa iyilesme imkansizdir
(35; 36).
Akut yaralanmalarin siniflandirilmasinda bu siniflama gilinlimiizde hala gegerliligini
korumaktadir (37). Sunderland tarafindan ise sinir hasar1 1’den 5’¢ kadar
derecelendirilmis, Mackinnon ise 6.dereceyi ekleyerek modifiye etmistir.
Sunderland simflamasi

a. Birinci derece; Seddon’in siniflandirmasinda noropraksi ile es degerdir.

b. lkinci derece; Seddon’in siiflandirmasinda aksonotmezis Karsiligidir.

c. Ugiincii derece; aksonlarda bozulma ve kismi endondéryum hasar1 vardir ve
Seddon’in siniflandirmasinda aksonotmezis ile norotmezis arasinda yer alir.
Kronik kompresyon, akut ezilme ya da gerilme sonucunda olusabilir.
Endonéryum ve Schwann hiicrelerinin bazal laminalart hasarhidir.
Perindéryum intaktir, gelismekte olan filizlenmeler endonéryum ve Schwann
hiicrelerinin hasarli olmasi yiiziinden olusan skar dokusu boyunca ilerlemesi
zordur. Tam olarak rejenere olamayan sinir liflerine veya rejenere olan sinir
liflerinin yanlis sinir uglariyla eslesmesine sebep olabilir. Bu tip hasarda
iyilesme fonksiyonel olarak tam olmayabilir. Rejenere olan sinir liflerinin
biiylime hiz1 ikinci dereceye (1-2 mm/ giin) benzerdir. Fakat skar dokusu
olustugu i¢in biiylime hiz1 buna bagli olarak daha yavas olmaktadir.

Dordiincii ve besinci derece Sunderland; Seddon’in nérotmezisi olarak
degerlendirilmistir (38).

d. Dérdiincii derece; Epindryum hari¢ sinirin tiim bdliimleri hasarlanmistir. En
sik sebepleri esneme ve akut ezilmedir. leri derecede sinir igindeki skarlasma
sinir liflerinin yeniden biiyiimesini kisitlar. Ug¢ ayin sonunda birinci, ikinci ve
ticlincti derece hasarlanmadaki iyilesme bulgular1 gelismezse bu yaralanma
dordiincii derece kabul edilir, cerrahi miidahale gerekmektedir (38).

e. Besinci derece; Sinirin tamami kopmustur. Cerrahi tedavi olmaksizin

iyilesme miimkiin degildir (39).
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f. Altinc1 derece; Yakin zamanda eklenmistir (40). Mikst tip yaralanmadir ve
bazi fasikiiller veya liflerin farkli bolgelerinde birinci, ikinci, iigiinci,
dordiincii veya besinci derecede hasar olabilir.

Dejenerasyon

Hasarlanan sinirin distalinde aksonal transportun kesilmesi sonucu dejenerasyon
gelisir.  Akson hasar bolgesinin distalinde kalan kisimda anterograd (Wallerian)
dejenerasyon gelisir.  Ilk hasar belirtileri 8-24 saat sonra akson sismesi ve
disintegrasyondur. Mikrotiibiiller, norofilamentler ve diger hiicre iskeleti
komponentleri pargalanarak hiicre iskeleti yikilir ve ‘aksonal hiicre iskeletinin
graniiler disintegrasyonu’ adin1 alan akson fragmentasyonu gelisir. Norofilamanlar ve
mikrotiibiiller sitoplazmada goriilmez ve yerini amorf graniiler sitoplazmik materyal alir.
PSS’de akson temaslarinin kaybolmasi Schwann hiicrelerinde dediferansiasyona
neden olarak miyelin kilifin yikimina neden olur ve miyelin ovoidler olusur.
Schwann hiicreleri gii¢lii proliferasyon stimiilatdrleri olan gliyal biiylime
faktorlerinin (GGF) iiretimini artirir ve salgilar. GGF etkisi ile Schwann hiicreleri
boliinerek eksteral lamina boyunca bir hat halinde dizilirler. Hasar bolgesinin
distalindeki aksonal uzanti fagositozla ortadan kaldirildigi i¢in Schwann hiicrelerinin

diizenledigi liimen bos tiip benzeri bir goriiniim alir (16).

Periferik
_/ Cekirdek
~ Kromatolizis,; 2 2
: l: . Bunger bantlarim
Travmatik penetre etmekte olan ”
Dejenerasyon s Dedfferars:ye
Hasar = Schweann Hicreler:
Anterograd & /
(Wallerian) - 2 Makrofaj
Dejenerasyon | = &/
v . Dejenere Lif
7 ve Miyelin Kf Aok
- Kas
Nonmel Hasar Sonrast Hasar Sonrasi
Noéron 2. hafta 3. Hafta

Sekil 2.9: Akson dejenerasyonu (16)
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Miyelin yikintilarinin hasar bolgesinden temizlenmesindeki en 6nemli hiicre monosit
kaynakli makrofajlardir. Makrofajlar olay yeriine gelene kadar miyelin yikintilarini
Schwann hiicreleri uzaklagtirmaktadir. Periferik sinirde az sayida bulunan yerlesik
makrofajlar hasar olustugunda sinir hasar bolgesine go¢ edip prolifere olurken asil
yikintilarin temizlenmesi kan-sinir bariyeri bozuldugu i¢in kan dolasimindan gog
eden monosit kaynakli makrofajlarca gergeklestirilir. Debris birka¢ hafta igerisinde
ortadan kaldirildiktan sonra makrofajlar vaskiiler alana go¢ ederler. Periferik
sinirlerde miyelinin uzaklastirilmasi 2 hafta i¢inde tamamlanir. Aksonal rejenerasyon
inkomplet ise dnceden aksonun yer aldig1 alan kollajen ile doldurulur (16).

Hasarlanmig sinirin proksimalinde retrograd olarak gergeklesen dejenerasyona
travmatik dejenerasyon denir. Histolojik olarak Wallerian dejenerasyona benzese de
travmatik dejenerasyon hasarin sidettine baglidir ve ¢ogunlukla bir ya da birkag
internodal segmenti kapsarken bazen birkag Ranvier diigimden daha proksimale
uzanarak hiicre govdesinin 6liimii ile sonuglanabilir. Motor lif kesintiye ugradiginda
inerve ettigi kas da atrofiye ugrar. Hasarlanmig sinirin hiicre govdesi siser, niikkleus
perifere kayar ve Nissl cisimcikleri kaybolarak kromatolizis gergeklesir. Hasardan
bir iki giin sonra baslayan kromatolizis yaklasik iki haftada en yiiksek seviyeye
ulasir. Yasanan bu degisikliklikler tahrip olan aksoplazma miktar1 ile dogru orantili

olup harabiyet ¢ok fazla ise hiicrenin 6limii gergeklesebilir (16).

Segmental demiyelinizasyon

Schwann hiicrelerinin miyelini koruma ve tamir gorevindeki patolojik olaylara
“’demiyelinizasyon’’ denir. Schwann hiicresi iki Ranvier diigiim arasindaki aksonun
miyelizasyonunu yaptig1 i¢in hasari ile sadece o akson iizerinde miyelin kaybi olusur.
Bu olay ile miyelin kayip olurken akson korunur ve Schwann hiicreleri
miyelinizasyon ig¢in prolifere olur. Aksonal integral membran proteinleri Schwann
hiicrelerini  boliinmeleri i¢in uyarirlar. Schwann hiicre proliferasyonu aksonal
filizlenmenin hasarli alana ulasmasindan ¢ok once gerceklesir. Bu sebeple aksonal
hasarlanma, Schwann hiicre mitojenlerinin olusumuna sebep olmaktadir. Schwann
hiicre proliferasyonunun ilk fazinda miyelin iiretilmezken ikinci fazda demiyelinizan
segmentin tamiri i¢in miyelin Uretilir. Segmental demiyelinizasyon parafine gomiili
kesitlerde degerlendirilemez. Bu olusum plastik gomiilii kesitlerde, glutaraldehid
tespitli epoksi rezin preperatlarda ve frozen takip yontemleriyle fark edilebilir.

Remiyelinizasyon sonras1 Ranvier bogumlarinin arasi (internod) farkli uzunlukta ve
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miyelin kalinliklar1 farklidir. Birgok kronik demiyelinizan hastalikta goriilen sogan
kabugu seklinin olusmasina Konsantrik tabakalanma seklinde Schwann hiicre
proliferasyonu sebep olmaktadir (41).

Rejenerasyon

Periferik sinirin rejenerasyonunda ilk olarak dediferansiye Schwann hiicreleri
boliinerek endondryal tiip ad1 verilen bir seri hiicresel bantlar olustururlar. Miyelin ve
akson yikintilarinin bu tiipler igerisinden uzaklastirilmasi ile tiipler kollabe olur.
Uzunlamasina siitun seklinde olusan bu bandlara Bungner bandlar1 denir. Bu bandlar
rejenere olan sinir filizlerinin biiylimesine rehberlik eder. Bu filizlerin distal
kisiminda aktin filamentlerinden zengin biiyiime konisi geligir. Eger bir filiz Bungner
bandi ile iligkili hale gelirse yaklagik 3mm/giin hizinda biiyiiyerek Schwann
hiicresinin eksternal tabakalar1 arasinda rejenere olur (Sekil 2.9) (16). Aksonal
filizlerin Schwann hiicreleri ile uygun temasi saglanmazsa diizensiz bir biiyiime ve
sonugta travmatik néroma ya da ampiitasyon noéromasi denen aksonal uzantilarin
karmagik bir sekilde uzadigi kitlesel bir tablo olusur. Travmatik néroma hasar

bolgesinde serbestge hareket eden ve palpasyonla agrili nodiil olarak goriiliir (16).

2.2. KOKHUCRE
Kendini yenileme, farkli hiicrelere farklilagsma yetkinligi (potensi) ve klon olusturma
yetenegi (klonalite) (42) 6zelliklerini tasiyan hiicrelere kok hiicre denir. Bu 6zellikler
embriyo kok hiicreleri, fetlis ve bazi yetigkin kok hiicrelerine uymakla birlikte,
organizmanin yasami boyunca siiren kok hiicrelerin 6zelliklerinin  tamamin

aciklayamaz. En gegerli ortak 6zellikler asagidaki gibidir (9);

1. Dokularda az sayida bulunurlar,
2. Yasam boyu belli oranda boliiniirler ve boliindiikge sayilarini korurlar,
3. Béliindiiklerinde ortaya ¢ikan iki yavru hiicreden en az birisi kok hiicre

olarak mevcut kok hiicre havuzuna katilir,

4. Cok kez boliinerek gecici (transit) hiicreleri olustururlar ki, bu hiicreler
kisa siire icinde farklilasma yoluna giderek dokuya 06zgii farklilagsmis
hiicreleri olusturur.

5. Genellikle boliinme hizlar1 yavastir, ancak doku yaralanmasi sonrasinda

yogun boliinme etkinligi kazanirlar. Eger yaralanma ve doku kaybi ¢ok
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siddetliyse, kendi hiicre havuzlarinin yenilenmesi i¢in dogal boliinme
hizlarimi arttirirlar.

6. Dokularin en kalic1 ve en uzun siire yasayan hiicreleridir, organizmanin
yasami1 boyunca varliklarini korurlar, ancak yasla birlikte sayilar1 azalir,

7. Biiyiime faktorlerine ve sinyal molekiillerine olduk¢a duyarhdirlar ve
hizla yanit verirler; TGF, Notch, Wnt ve Jak/ Stat gibi sinyal yolaklarin
etkin bir bicimde kullanirlar.

8. Kok hiicrelerin bir¢ogu hiicre doniisiimiiniin GO evresinde sessiz olarak
bulunurlar. Embriyo kdk hiicreleri veya yetiskindeki ¢ogalan kok hiicreler
gibi bir grup hiicre ise bu siireci ¢ok hizli gegerek hiicre dongiisiinii cok
¢abuk tamamlar.

9. Diger hiicrelere oranla farkli kromatin Oriintiisiine sahiptirler. DNA
metilazlar veya histon deasetilazlarin transkripsiyon baskilayicilari
tarafindan veya Groucho ailesi proteinleri tarafindan 6zgin DNA
diizenlenmesi kok hiicrelere 6zgiin DNA 6zelligi kazandirir,

10. Tiim kok hiicreler strese karst dayaniklidir. Bu 6zelliklerini ¢oklu ilag
direnci tasiyicilari, 6zgiin protein katlanma mekanizmalari, ubiquitin ve

detoksifikasyon sistemleriyle basarirlar.

bh 13 o5 13 2 (134

Kok hiicre; “infinite/0limsiiz”, “smirsiz”, “siirekli”, “ileri derecede g¢ogalabilen”
anlamlarina gelse de, kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin 40-60 kez
boliindiikten sonra ciddi anlamda yaglandiklar1 ve diger kok hiicre 6zelliklerini de

kaybettikleri gosterilmistir (43).

Hiicre yenilenmesi, eskiyen organellerin onarilmasi anlaminda degil, kok hiicre
havuzunun yenilenmesi anlamindadir. Kok hiicre havuzunun tiikenmemesi i¢in her
boliinen kok hiicrenin biri yedek kok hiicreyi olustururken, digeri de sonraki asama
icin farklilagma yoluna gider. Bu tiir bolinmeye “’asimetrik hiicre boliinmesi’” denir.
Asimetrik hiicre boliinmesi; ¢evre asimetrisi ve boliinme asimetrisi seklinde iki farkli

yolla gerceklesir (44) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10: Kok hiicre farklilagsmasi (9)
Cevre asimetrisinde ¢evre faktorleri belirleyici rol oynadigi icin ortaya ¢ikan her iki
hiicre de kok hiicre havuzuna katilabilir. Ancak bdliinme asimetrisinde hiicrenin
yapis1 ve-veya ¢evredeki bir bagka hiicre ile olan iliskisi sonucunda sitoplazmadaki
faktorlerin farkli dagilimiyla iki farkli yapida hiicre olusur. Bunlardan birisi kdk
hiicre olmay1 siirdiiriirken digeri farklilagir. Kok hiicrelerin birgogu, ilk boéliinmeden
sonra hemen farklilasma yoluna gitmezler. Bir kismi kok hiicre olarak kalmayi
secerken diger kismi da bir dizi béliinme siirecine daha girer ve bunun sonucunda
farklilasmadan boliinen hiicreler ortaya ¢ikar ve bunlara ¢ogalan gegici hiicreler
denir. Bu da kok hiicrelerin organizmada idareli kullanildigi anlamina gelir. Cogalan
gecici hiicreler, belli bir sayiya ulastiklarinda, kosullar da uygunsa, farklilagsmaya

giderler ve boylece sonuna kadar farklilasmis hiicrelere dontisiirler (9).

Farklilasma yetkinligi (potensi) bir kok hiicrenin gelisim hiyerarsisinde hangi
basamakta yer aldigi ile ilgili olup en tartigmali konulardan birisidir. Kok
hiicrelerden kdoken alip bir veya iki farkli hiicre tipine farklilasma yetenegine sahip,
sinirli sayida cogalabilen hiicreleri unipotent kok hiicre yerine progenitdr hiicre
olarak isimlendirmek daha dogrudur. Bir hiicrenin farklilagsmasi ancak bir bagka
hiicre ile kiyaslandiginda anlam kazanir. Bir hiicrenin farklilagmasinda rol oynayan
en onemli faktoriin epigenetik mekanizmalar oldugu biliniyor. Hiicre farklilasmasi
tizerinde rol oynayan ve kalitilabilen genom otesi diizenlemeler hiicrenin hangi
farklilasma durumunda olabilecegini belirler (9,45).

Farklilagma, ileriye ve geriye farklilasma seklinde ele alinip plastisite kavramindan
soz edilebilir. Bu farklilagmanin ileri gitmesi daha olagan bir durum iken,

farklilasmaya basladigi noktaya kismen veya tamamen geri donmeye de ‘geriye
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farklilagsma-dediferansiyasyon’ denir ve deneysel olarak elde edilen uyarilmis
pluripotent kok hiicreler bu mekanizma ile gergeklesir.

Klonalite kok hiicrelerin 6nemli 6zelliklerindendir ve bir kok hiicreden ¢ok sayida
klon olusturabilmeye denir. Kok hiicreler klon olusturma hizi ve klonun biiyiikliigiine
gore (icerdigi hiicre sayisi) kiyaslanirlar. Primer kiiltiirlerden kok hiicre dizisi
olusturulmak amaciyla karisik hiicre toplulugunu saf hiicre topluluguna doniistiirmek
isteniyorsa ve hedeflenen kok hiicrelerin de kendi basina ¢ogalma ve klon olusturma
yetenegini korumak gerekir. Telomeraz enzim etkinliginin artirilmasi ile elde
edilecek sinirli sayida cogalabilen, erken yaslanan hiicrelerin daha uzun siire
yaslanmadan kiiltiiriinii yapmak ve saklamak miimkiin

olabilir (9).

2.2.1. Kok hiicre tiirleri
Iki haploid gametin (Spermatozoon ve oosit) bir araya gelmesi ile zigot olusur.
Zigotun mitoz boliinmesi ile en yiiksek farklilasma kapasitesine sahip (totipotent)
blastomerler olusur. Kisa siire i¢inde blastomerler 6nce embriyoya daha sonra da tim
dokularin ortaya ¢ikmasina onciiliik ederler. Blastokist evresindeki hiicreler 6nce ara
olusumlar1 daha sonra da kalici doku ve organlar1 olusturmak {izere g¢ogalir
(proliferasyon),  kararlanir =~ (committmnet, determination) ve  farklilasir
(diferansiyasyon). Blastokistin i¢ hiicre kitlesinde (IHK) yer alan hiicreler embriyo
kok hiicresi (EKH) olarak isimlendirilen pluripotent o6zellikteki kok hiicrelerdir.
Pluripotent hiicreler embriyon govdesi disina ¢ikarildiklarinda deneysel yolla
farklilagsmalar1 ve dokudaki hiicrelere benzer hiicrelere doniisebildikleri birgok kez
gosterilmistir. Ancak bu hiicreler yiiksek telomeraz aktivitesine sahip olduklar1 i¢in
kontrolsiiz ¢ogalarak timor hiicrelerine dontisebilirler (9). Yetiskinlerde hiicre ve
dokularin yenilenmesi ve onarimi yetiskin kok hiicrelerce bazi dokularda devamli ve

hizli sekilde gerceklesir.
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Tablo 2.2: Kok hiicre tiirleri (46)

Hiicre Tiirleri Farkhlanma Etkinligi Farklhlanma Yonii
Morula agamasindaki . Embriyon ve embriyon disi
EKH o Totipotent - - :
hiicreler tabakalar
EKH Blast.okw:t ag.a_tpam.ldal{l Pluripotent ) Em'b_rlyon govdes:.l .
i¢ hiicre kitlesi (titm somatik ve germ hiicreleri)
EKH Gas‘[r.ula agga:flnasmd_akl Pluripotent Endoderm , mezoderm ve
epiblast hiicreleri ektoderm
EKH Ektoderm, end?der‘m ve Pluripotent Tiim somatik hiicreler
mezoderm hiicreleri
, . . Hiicrenin bulundugu dokuya
YKH | Ozgiin doku hiicrel Multipotent ; ’
zgtn €o ueretett utipoten gore bir veya daha fazla hiicre
Bir doku; lesik . . .
YKH o . ya yeriest Unipotent Bir hiicre tipi
hiicreler

Gelismekte olan organizmada ise fetiisten ¢ocukluk donemine kadar embriyo kok
hiicreleri bulunmamakla birlikte ¢esitli organ ve dokularda gerektiginde kendini
cogaltabilen, kararlanabilen, farklilasabilen yetiskin kok hiicreler veya dokuya 6zgii
kok hiicreler yer alir. Yetiskin kok hiicreler deri epitelinde, bagirsak epitelinde ve
kan hiicrelerini yenileyen (hematopoetik) hiicrelerde bulunur. Kok hiicreleri
siniflandirirken organizmanin yasam siireci iginde bulunduklari doneme (embriyo,
fetlis veya sonrasi) ve koken verebilecegi hiicre tiirlerinin zenginligine gore
siniflandirmak en dogru olanidir (Tablo 2.2) (46).

Son yillardaki onarimsal tiptaki gelismelerle birlikte embriyo dist dokular olan
plasenta, amniyon zar1 ve gobek kordonundan elde edilen kok hiicreler, kok
hiicrelerin bir bagka bolimiinii olusturmaktadir. Bu hiicrelere fetiis kok hiicreleri
denir (9). Fetiis kok hiicreleri ¢ogalma ve farklilasma yetenekleri agisindan yetiskin
kok hiicreleri ile embriyo kok hiicreleri arasindadir. Bu hiicrelerin en 6nemli
ozelliklerinden biri de dogum esnasinda kolaylikla, fetiise zarar vermeden ve etik
problemlere yol agmadan elde edilebilir olmasidir. Bu hiicrelerin hem embriyo hem
de yetiskin kok hiicrelere ait ylizey isaretleyicilerini barindirdiklar ortaya konmustur
(10,47).

Erken embriyo gelisimini tamamlamis organizmalarda bulunan, hasarlanan dokularin
yenilenmesinde gorev alan kok hiicreler yetiskin kok hiicrelerdir (YKH). Somatik
kok hiicre veya dokuya 6zgii kok hiicreler olarak da adlandirilir. Pluripotent embriyo
kok hiicreleri, ilkel cinsiyet hiicreleri, noral krista kok hiicrelerinin bir boliimii ve
embriyo disi mezoderm kaynakli bazi hiicrelerin disinda kalan tiim kok hiicrelere

yetiskin kok hiicreler diyebiliriz. En ¢ok ¢alisma yapilan YKH tipleri; hematopoetik
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kok hiicreler (HKH), mezenkimal kok hiicreler (MKH), noral kok hiicreler (NKH),
bagirsak kok hiicreleri ve endotel kok/onci hiicreleridir. Ayrica kalp, karaciger,
akciger, pankreas, géz, burun, kulak gibi organlarda yer alan parankim hiicrelerinin
koken aldigi kok hiicreler bulunur. YKH; multipotent, oligopotent hatta unipotent
ozellikte olabilir. Bu yiizden YKH 06ncii kok hiicreler olarak da algilanmaktadir.
Oncii  hiicrelerden ayiran ozelligi  ise asimetrik hiicre béliinme  dzelligini
tasimalaridir. Bununla kok hiicre havuzu yenilenmesi ve sayisinin sabit bir diizeyde

kalmasini saglar (9).
Mezenkimal kok hiicreler

“Mezenkim”  terimi  epiblastin  farklilasmasindan  baglayarak  embriyonun
gelismesinde ve fetlislin yasaminda Onemli yer tutan, bag dokusu yapisindaki
dokulara verilen genel isimdir. Hematopoetik kok hiicre (HKH) nin kesfinden kisa
siire sonra Friedenstein ve ark. farede kemik iligi stromasini bir baska dokuya
naklettiklerinde kemik, yag, kikirdak ve retikulum hiicrelerine doniisebilecegini
gostermiglerdir (48). Bu sebeple kemik iliginde hematopoetik olmayan baska bir
grup hiicre oldugu diistiniilmiis olup bu hiicrelerin fibroblast dnciisii hiicreler oldugu
ileri siiriilmiis ve fibroblast koloni olusturan birim (colony-forming unit-fibroblast
CFU-F) etkinligiyle dl¢tilmiistiir (49). MKH; plastik ylizeye yapisma, in-vitro olarak
cogalabilme Ozellikleri ile tanimlanmistir. Ayrica tek bir  koloniden
ayristirildiklarinda  in-vitro calismalarda osteoblast, adiposit ve kondrosite
farklilastirildigr gosterilmistir (50). Multipotensi, kendini yenileme ve kokliiliik
ozelligi gostermeleri nedeniyle bu hiicreler MKH olarak isimlendirilirler (51,52).
2008 uluslararasi hiicresel tedavi dernegine gore CD73, CD90, CD105 molekiilleri
temel belirteg olarak kabul edilmektedir. MKH’nin elde edilmesi ve
tanimlanmasinda; CD serisi baz1 belirteclerin yiiksekligi, bazilarinin ise yok denecek
kadar azlig1 veya yoklugu, plastik kiiltiir yiizeyine yapisarak biiylimeleri/¢ogalmalari
ve in-vitro olarak en az ig¢ seriye farklilastirilmalari altin standart olarak kabul
edilmektedir (9).

Fetiis doneminde gelisip postnatal donemde elde edilen dokulardan (6rnegin gobek
kordonu) ayristirtlan MKH’nin koloni morfolojisi, farklilagma yetisi ve gen ifadesi
farklilik gosterir (53). Bu durum MKH’nin farkli anatomik ve gelisim donemlerinden
elde edilen hiicrelerin tamaminin ayni olmadigini1 gostermektedir. Bu 6zellikler bu

hiicrelere bliyiik bir plastisite ve tipik olarak ‘’dokuya 6zgli kok hiicre’’ tanimini
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kazandirir. MKH insan viicudunun 6zellikle damardan zengin bag dokusu iceren
dokularinda bulunsa da, kemik iligi, yag dokusu gébek kordonu stromasindan da elde

edilmektedir (9).

2.2.1.1. Gobek kordonu kaynakh kok hiicre
Gobek kordonu; uzunlugu 50-60 cm, kalinligi 1-2 cm olan yaklasik 40 gr agirliginda

icinden iki arter ve bir ven gecen esnek saglam yar1 seffaf goriinimli bir yapidir.
Dis1 amnion zari ile ortiilii olup stromasi Warton peltesi (jolesi) denilen embriyoya
ozgli miikdéz bag dokusu yapisindadir. Icindeki arterler ve ven stroma igine
gomiiliidiir, kendilerine ait belirgin bir adventisya tabakalari bulunmaz. Stroma
dokusu damarsizdir ve histolojik olarak homojen goriiliir ancak son yillarda yapilan
calismalar farkli alanlardaki hiicrelerin farkli cogalma ve farklilasma 6zelliklerinin
oldugu gosterilerek stromayr en az 3 ayri bolime ayirmiglardir (54). Bu alanlar;
subamniotik stroma, intervaskiiler stroma ve perivaskiiller stroma olarak
adlandirilirlar (Sekil 2.11) (9). Tek kath yassi-kiibik epitel 6zelliginde olan amniyon
zarmin altinda kalan stromaya subamniyotik stroma adi verilir. Bu stromadaki
hiicrelerin diger alanlardaki hiicrelere gore daha az farklilasmig ve cogalma
yeteneginin de daha fazla oldugu belirlenmistir (55). Ayrica igeriginde tipl, tip3 ve
tip 6 kollajenlerce zengin, stroma hiicresi bakiminda fakir olup hiicreler arasi bol sivi
iceren bir ortamdir. Kordonun gerilme ve sikigmalarinda arterleri ve veni koruyucu
yastik¢ik gorevi yapan sivi dolu cepler subamniotik stromanin hemen altinda
bulunur.

Intervaskiiler stroma en c¢ok alan kaplayan ve eskiden beri Warton jolesi olarak
bilinen bolgedir (56). Bu alandaki hiicreler miyofibroblast 6zellikteki uzun uzantilart
olan hiicrelerdir. Hiicreler arasindaki kalin demetleri tipl ve tip3 kollajen olusturur.
Warton jolesini kollajen eriten enzimlere ve bir¢cok kuvvete karsi dayamikli hale
gelmesini  tip3 kollajen saglar. Stromada elastin  bulunmaz. Viicuttaki
glikozaminoglikan yogunlugu en fazla gobek kordonunda yer alip, %70’ini
hyaluronik asit olusturur. Hiicreler arasi matriks bozukluklar1 gébek kordonu
anomalilerinin 6nemli bir kismini olusturur. Damarlarin etrafindaki storamada
bulunan hiicreler ve bu hiicreler arasindaki madde perivaskiiler stromay1r meydana
getirir. Bu stromadaki hiicreler daha dar ve kiigiik bir sitoplazmaya sahiptir. Ozel
yontemlerle bu doku pargasini damar duvarindan ve intervaskiiler stromadan ayirmak

miimkiindiir. Boylece bu bolgeye ait hiicrelerle olusturulan bir kiiltiir yapmak
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miimkiindiir. Perivaskiiler stromadaki hiicrelerin kemik hiicresine doniisme kabiliyeti
daha yiiksektir (57). Stroma hiicrelerinin kok hiicre 6zellikleri; gobek kordonu
stromasindaki kok hiicrelerin MKH tanimlamasina uydugu ancak embriyo ve
yetiskin kok hiicrelerinin bazi1 6zelliklerine de sahip oldugu gosterilmektedir (10).
Multipotent mezenkimal stroma hiicresi ve (GKS-MKH) gobek kordonu stromasi

mezenkimal kok hiicresi olarak da isimlendirebilir (9).

e Amniyon zari

Subamniyotik
"~ stroma

Umbilikal et Cepler
ven i |

intervaskiiler
stroma

Perivaskuler
stroma

Sekil 2.11: Insan gébek kordonu (9)
GKS-MKH’ler; sahip oldugu immun baskilayici, apoptozu engelleyici ve tlimor
baskilayict ozellikler bakimindan, diger MKH’lerden daha iistiin 6zelliklere sahip
multipotent hiicrelerdir. Her {i¢ germ yapragmin tiirevlerine in Vvitro ortamda
farklilagsma yetenegine sahiptirler. Tip 1 MHC molekiilii olan HLA-A, HLA-B ve
HLA-C yi barindirirken, tip 2 MHC molekiilii olan HLA-DR’yi barindirmazlar. Bu
sebeple hipoimmunojenik oldugu igin otolog ve allojenik hiicre nakillerinde
cogunlukla red yanit1 olusturmazlar. SCID farelere verildiklerinde teratom ve timor
olusturmazlar (EKH’nin tersine). Pasajlanirken en az elli pasaj boyunca karyotip
degistirmezler, baz1 sitokin ve kemokinleri salgilayarak apoptozu engellerler. Invitro
kosullarda tiimor hiicrelerinin yasamini durdururlar, invivo ortamda ise bazi timor

kitlelerini kiigtiltiirler (9).

Gobek kordonu embriyonel hayatin 12-13. giiniinde ekstraembriyonik mezodermin
ileri gelismesi ile ortaya c¢ikar. Mezenkim hiicre serileri olan osteoblastlar,
kondroblastlar ve adipositler {iglii serisine farklilagmalar1 gosterilmistir (10). Gelisim

stireci agisindan degerlendirildiginde epiblasttan kaynaklanan embriyo dist
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mezodermin bir tiirevi olan GKS-MKH, KI-MKH’ye kiyasla daha ilkel, EKH’ye
daha yakin konumda yer alir. GKS-MKH diger birgok MKH'ye oranla daha fazla
kok hiicre ve germ hiicresi belirteci igerir. Daha hizli ¢ogalma 6zelligine sahiptir
(58). Telomeraz etkinlikleri yiiksek olup boliinme sayilar1 20-80 arasindadir. Kok
hiicre 6zelliklerini 9-10 pasaj siirdiiriitken Ki-MKH’de genellikle daha erken

pasajlarda sona erer (59).

MKH’lerde olan CD105, CD90 ve CD73 GKS-MKH’de de yiiksek oranda
mevcuttur. Hematopoetik ve endotel hiicrelerinde bulunan ancak GKS-MKH’de
bulunmayan CD45, CD34 ve CD31 belirtecleri kontrol edilerek bu oranin %1-2’yi
geememesi gerekir. Bir hyaluronik asit reseptorii olan CD44’de GKS-MKH igin
pozitif belirtegtir. GKS-MKH sinir hiicrelerine 6zellikle tirozin hidroksilaz enzimi
iceren dopamin sentezleyen hiicrelere doniisebildigi bildirilmistir (60). GKS-MKH in
vitro ortamda sinir hiicresine doniisiim uyaris1 aldiginda; B3 tubulin, nérofilamin,
GFAP, MAP2, NeuN ve nestin gibi ndron ve néron 6nciisii hiicrelere farklilasmanin
yapisal Ozelliklerini edinirler (10). Bu doniisen hiicrelerden bazisi (GDNF, BDNF
gibi) norotrofik faktorler salgilar (61). Siganda olusturulan deneysel serebrovaskiiler
tikaniklik modelinde meydana gelen norolojik sekel ve korteksdeki —sinir
etkinligindeki artig yaklagik 1 milyon GKS-MKH verilmesi ile saglanmistir (62). Bu
hiicrelerin tikanma bolgesine giderek gliya, noron ve endotel hiicrelerine doniistigi
gosterilmistir. Sican retinasinda meydana getirilen hasar sonrasi verilen GKS-
MKH’ler retinal fotoreseptorlerde iyilesmeyi IL-6 ve BDNF gibi salgilamis olduklari
molekiillerle gerceklestirmiglerdir (63). GKS-MKH’ler uzun kiiltiir siiresine gerek
kalmadan ¢ok sayida hiicreye ulasilabildigi i¢in yiiksek kiiltiir giderleri gerekmez.
KlI, yag ve periferik kandan elde edilen kok hiicrelere gore bir diger {istiinliigii de
plasenta engeli sebebi ile anne kaynakli bakteri bulasi ihtimali bulunmamaktadir.

Ayrica ¢ok verimli bir sekilde dondurulup ¢6ziilebilmektedir (64).

2.3.  ERITROPOETIN
Eritropoetin (EPO), 34 kilodalton molekiil agirliginda glikoprotein yapisinda bir
hormon olup, kemik iligindeki eritrosit onciilii hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilagmasi ve
canliliginin korumasini saglayarak eritrosit tiretimini kontrol eder. EPO iiretimi doku
oksijenizasyonunun saglanmasi yoniinden ¢ok Onemlidir. Bobrek kortekslerindeki

peritiibiiler hiicrelerden iiretilirken, intrauterin donemde baslica karacigerden iiretilir.
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Yetiskin ¢agda bu oran yaklagik %20’lere diiser. Ayrica az miktarda kemik iligi,
dalak, gastrointestinal sistem, kalp, akciger, testis, overler ve santral sinir sisteminde
de sentezlenir (65).

1985 yilinda Jacobs ve arkadaslarinca (66) aminoasit siralamasi belirlenmesi ile
eritropoetin geni ve gen ekspresyonu yapilabilmis ve rekombinant insan eritropoetini
(rhEPO) klinik kullanima girmistir. Organ gelisimi ve anjiyogenezde hayati bir rol
oynadig1 diisiiniilen Epo-Reseptérleri (EPO-R) intrauterin  gelisim  sirasinda
neredeyse tiim embriyonik dokularda goriilmektedir. Molekiil agirligmin yiiksek
olmast nedeniyle kan beyin bariyerini gegemezken hipokampus, kapsula interna,
korteks ve orta beyinde ayri bir parakrin EPO sistemi oldugu gosterilmistir (67).
EPO-R; kemik iligi, karaciger, endotelyal hiicreler, epikardiyum ve perikardiyum
hiicreleri, renal mezengial ve epitelyal hiicreleri, pankreatik ada hiicreleri, plasenta,
beyin, retina, periferik sinirler, spinal kord, testis, akciger, dalak gibi birgok dokuda
bulundugu gosterilmistir (68). Hematopoetik olmayan dokularda eritropoetin
reseptorlerinin saptanmasi ile EPO’nun sadece eritroid seri tiretiminden sorumiu
olmadig1 ve degisik dokulara etki eden (pleiotrofik) ve doku koruyucu etkisi olan bir
hormon oldugu hipotezi savunulmaya baslanmistir  (68).  Eritropoietin
noroprotektif/nororejeneratif etkinligini; “’apoptozisi inhibe ederek, antiinflamatuar
ve anti-oksidan etki gostererek, kan-beyin bariyerini onararak, noral kok hiicrelerin
mobilizasyonu ve proliferasyonu saglayarak, hipoksi iliskili glutamat toksisitesinden
koruyup, nérogenezis ve angiogenesisi uyararak, noral hiicreleri hipoglisemiye karsi
koruyarak’’ gosterir (69).

EPO ve Epo-R genleri baskilanan fare embriyolarinda noroblastlarin gogiiniin
etkilendigi ve noral tiip defektlerinin gelistigini bildirmistir (70). Ayrica ndronal
onciil hiicrelerin azalmasi ve apoptozun artmasi ile beyin gelisiminin bozuldugu
gosterilmistir (68). EPO, EPO-R iizerinden Janus kinase 2 (JAK2) molekiillerini
aktive ederek noronal sagkalim ve korumada gorev alir (71). Cekirdekte
transkripsiyon faktorii olarak hareket eder, B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) ve B-cell
lymphoma extra large (Bcl-xL) anti apoptotik genlerin ifadesini saglar ve hiicrenin
apoptoza girmesini engeller. Pro-apoptotik bir molekiil olan Bcl-2 associated X
(Bax)’in, Bcl/Bax oranmi diizenler (72). EPO ve EPO-R travma sonrasi arttigi,
saglam noron ve glial hiicrelerde ise daha diisiik oldugu bir ¢ok ¢alisma bulgular ile
gosterilmistir (73). Yapilan calismalarda sistemik rh-EPO uygulamalarinin dorsal

root gangliyonlarinda apoptozisi azalttigi, periferik sinir hasar1 sonrasi mekanik
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allodininin diizelmesini destekledigi ve ndropatik agrimin tedavisinde de etkili
olabilecegi gosterilmistir (74). EPO’nun yalmzca anti apoptotik 6zelliginin
olmadigmi, aymi zamanda aksonal dejenerasyona karsi da koruma sagladiginm
gostermislerdir. Aksonal hasar sonrasi Schwann hiicreleri tarafindan salinan nitrik
oksitin EPO {iretimini uyardigi bulunmustur (75). Spinal kord hasar1 yapilan
calismada travma sonrast EPO wuygulanan gruplarda travmatik notrofil
infiltrasyonunu gosteren ve 24. saatte belirgin olarak artan myeloperoksidaz

seviyesinde azalma ve kaspaz-3 enzim aktivitesinde diisiis gosterilmistir (76).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanlig
tarafindan 14/02/2018 tarih ve 18/030 no’lu onay1 alinmis olup, TTU-2018-8163
no’lu proje kodu ile Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan desteklenmistir. Calismanin deneysel asamalar1 Betiil Ziya Eren Genom
ve Kok Hiicre Merkezi (GENKOK), Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel
ve Klinik Arastirma Merkezi (DEKAM) ve Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuvar’inda gergeklestirildi.

3.1. UMBILIKAL KORDDAN MEZENKIMAL KOK HUCRE
IZOLASYONU

Calismada kullanilacak olan MKH elde etmek i¢in gerekli olan umbilikal kordun
temini Erciyes Unversitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 04.04.2018 tarih ve
2018/182 nolu onayi ile saglanmistir. Goniilliillerden aydinlatilmis onam formu onay1
alinmigtir. MKH izolasyonu igin gerekli olan umbilikal kordlar Erciyes Universitesi
Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum ameliyathanesinde gergeklesen
dogumlardan 2 adet 10 cm uzunlugunda olacak sekilde; gobek kordonlart (umbilikal
kordlar) steril HBSS (Hanks Balanced Salt Solution) soliisyonu i¢ine alinarak hizli
bir sekilde Erciyes Unversitesi GENKOK'’e transferi saglanmistir. Umbilikal
kordlarin warton jolesinden hiicre kiiltiirii sartlarinda MKH’lerin izolasyon islemleri
yapilmistir. Bu islem igin umbilikal kordlar biyogiivenlik kabini igerisine alindiktan
sonra steril PBS ile birkag kez yikanarak ve %70’lik etanol igerisinde birka¢ dakika
bekletildi. Daha sonra tekrar PBS ile yikanarak 3-5 cm’lik parcalara boliindii.
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Longitudinal olarak agilan her parcadan arterler ve ven dikkatli bir sekilde biitiinltigi
bozulmadan ¢ikarild1 (Sekil 3.1). Umbilikal kordun dis kismindaki amniyon zari
uzaklastirildiktan sonra Warton jolesi siyrilarak ¢ikarildi ve bistiiri yardim ile kiigiik
parcalara ayrildi. Elde edilen materyal 1500 rpm de 10 dakika santrifiij edildi. Elde
edilen pelletler 37 °C’deki % 10 Fetal Bovin Serum (FBS), % 1 Glutamax ve % 1
penisillint+streptomisin eklenmis Dulbecco Modifiye Eagle Medium (DMEM)
besiyeri iceren 175 cm®lik flasklara ekilmistir. Flasklar 37°C’de %5 CO, ve %95
nem ihtiva eden karbondioksit inkiibatériinde (Sanyo, Gunma, Japonya) inkiibe
edildi. Kiiltiir ortamina alinan hiicrelerin besiyeri 2-3 gilinde bir degistirilerek
cogalmalar1 saglandi. Cogalan hiicreler % 0.05’lik Tripsin-EDTA ile flasktan
kaldirilarak 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra tekrar flasklara ekilerek

pasajlama islemine devam edildi.
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Sekil 3.1: Umbilikal korddan damarlarin ¢ikartilmasi

3.1.1. Hiicrelerin karakterizasyonlarinin yiizey belirtecleri ile
belirlenmesi

Karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilmak iizere {¢iincli pasajdaki hiicrelerin bir
bolimii ayrilarak akim sitometride (BD FACS Aria Ill, San Jose, ABD) pozitif
yiizey belirtegleri olan CD73, CD90, CD105’1 ve negatif belirtegler olan CD19 ve
HLA-DR’yi hangi oranda tasidiklarini belirlemek i¢in uygun antikorlar araciligiyla
muamele sonrasi arastirilmistir. Yiizey belirte¢ antikorlarinin uygulama prosediirii
tiretici firmalarin talimatlart dogrultusunda yapilmigtir. Kullanilan antikorlar: APC
anti-human CD19 Antibody (Biolegend Kat. No: 302211, 5/100 ul, San Diego,
ABD), APC anti-human CD90 (Thyl) Antibody (Biolegend Kat. No: 328114, 5/100
ul, San Diego, ABD), FITC anti-human CD105 Antibody (Biolegend Kat. No:
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323204, 5/100 pl, San Diego, ABD), FITC anti-human HLA-DR Antibody
(Biolegend Kat. No: 307604, 5/100 ul, San Diego, ABD) ve PerCP/Cy5.5 anti-
human CD73 (Ecto-5-nucleotidase) Antibody (Biolegend Kat. No: 344014, 5/100
ul, San Diego, ABD)

3.1.2. Adipojenik ve osteojenik doniisiim yetenekleri
Karakterizasyon ¢alismalarina ilaveten MKH’lerin osteojenik ve adipojenik doniisiim
yeteneklerini gosterebilmek icin 3. pasajdaki hiicrelerden 24 kuyulu plakalara kontrol
gruplar1 da gbéz oOniinde bulundurularak ekim yapilmistir. Ertesi giin plakalardan
birine adipojenik digerine osteojenik farklilagsma besiyerleri (Rat Mesenchymal Stem
Cell Functional Identification Kit SC020, R&D Systems) eklenerek uygulama
talimatnamesinde belirtilen sekilde besiyerleri 2-3 giinde bir degistirilip 21 giin bu
sekilde gozlenmistir. 22. giinde % 10'luk formaldehit ile fikse edilen hiicrelerden
adipojenik doniisiime ugrayan grup Oil Red O (Sigma, Taufkirchen, Almanya) ile
osteojenik doniisiime ugrayan grup ise % 2’lik Alizarin Red S (Sigma, Taufkirchen,

Almanya) soliisyonu ile boyanarak invert mikroskopta fotograflari ¢ekilmistir.

3.1.3. Hiicrelerin PKH26 ile isaretlenmesi
In vivo kosullarda hiicrelerin hasarli dokuya yerlesimlerini gdsterebilmek igin 3.
pasajdaki 15x10° hiicre floresan ozellikteki membran boyasi olan PKH26 (Red
Fluorescent Cell Linker Kit, Sigma, Taufkirchen, Almanya) ile iiretici firmanin
talimatlari dogrultusunda boyanmiglardir. Hiicrelerin hangi oranda boyandiklari akim
sitometri cihazinda arastirilmistir. Boyanan hiicrelerin canlilik tespiti ve sayimi ise
tripan mavisi ile muamele edilerek thoma laminda (Marienfeld, Marienfeld,
Almanya) sayilarak belirlenmistir. Ayrica boyanan hiicreler Olympus BX51 marka
(Olympus Corp. Tokyo, Japonya) floresan mikroskobunda da goriintiilenerek

fotograflar1 ¢ekilmistir.

3.2. DENEY PROSEDURU
Bu ¢aligmada, Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezinde (DEKAM) yetistirilen agirliklar1 130-150 g arasinda olan toplam 60 adet
Wistar albino tiirii erigkin disi sicanlardan 10 tanesi 6n ¢alisma amagh kullanilirken,
50 tanesi de deney i¢in kullanildi. Tiim denekler, deney siiresince uygun laboratuvar
kosullart (22£2 °C, 12 saat aydinlik/karanlik) altinda, giinliik icme suyu ve pelet

yemlerle serbestge beslenmistir. Rastgele secilen hayvanlar 5 gruba ayrilds;
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1-Sham grubu (n=10): Sicanlarin sag siyatik siniri etraf dokulardan ayrilarak agiga
c¢ikartild1 ve bu diseksiyon sonrasi bagka islem yapilmadan doku kapatild.

2- Hasar grubu (Hasar) (n=10): Siganlarin sag siyatik siniri etraf dokulardan ayrilarak
agiga cikartildiktan sonra sinire sabit basing uygulayan bulldog klemp ile 90 saniye
boyunca kuvvet uygulanarak ezilme hasar1 olusturulduktan sonra sinir primer

iyilesmeye birakilarak cilt tabakalari orjinal anatomiye uygun sekilde kapatildi.

3- Hasar+Mezenkimal Kok Hiicre grubu (H+MKH) (n=10): Siganlarin sag siyatik
siniri etraf dokulardan ayrilarak agiga ¢ikartildiktan sonra sinire sabit basing uygulayan
bulldog klemp ile 90 saniye boyunca kuvvet uygulanarak ezilme hasari olusturuldu.
Hasarli sinir iizerine lokal olarak 50 mikrolitre hacimde 350.000 adet kok hiicre

verilip cilt tabakalar1 orjinal anatomiye uygun sekilde kapatildi.

4- Hasar+EPO grubu (H+EPO) (n=10): Sicanlarin sag siyatik siniri etraf
dokulardan ayrilarak agiga ¢ikartildiktan sonra sinire sabit basing uygulayan bulldog
klemp ile 90 saniye boyunca kuvvet uygulanarak ezilme hasari olusturuldu. Cilt
tabakalar1 orjinal anatomiye uygun sekilde kapatilip, intraperitoneal olarak 5000
U/kg dozunda rhEPO (PROCRIT; Amgen, Thousand Oaks, CA) uygulandi.

5- Hasar+EPO+Mezenkimal Kok Hiicre grubu (H+EPO+MKH) (n=10):
Sicanlarin sag siyatik siniri etraf dokulardan ayrilarak aciga ¢ikartildiktan sonra
sinire sabit basing uygulayan bulldog klemp ile 90 saniye boyunca kuvvet
uygulanarak ezilme hasar1 olusturuldu. Hasarli sinir {izerine lokal olarak 50
mikrolitre hacimde 350.000 adet kok hiicre verildi. Cilt tabakalar1 orjinal anatomiye
uygun sekilde kapatilip, intraperitoneal olarak 5000 U/kg dozunda rhEPO uygulanda.

Gruplarin tamami deneyden onceki giin, deney sonrast 14. ve 28. giin ylirliylis
platformunda yiiriitiilerek ayak izleri toplanarak siyatik fonksiyonel index (SFI)
hesaplamasi yapildi. 28. giin anestezi altina alinan hayvanlar sakrifiye edilip siyatik

sinir dokular: alindu.

3.3. CERRAHIi YONTEM

Tiim denekler, deney siiresi boyunca uygun laboratuvar kosullar1 (2242 °C, 12 saat

aydinlik/karanlik siklusunda) altinda, her biri tek bir kafesde olacak sekilde, giinliik
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icme suyu ve pelet yemlerle serbest¢e beslendi. Cerrahi oncesi sicanlar ketamin
(50 mg/kg) ve ksilazinin (5 mg/kg) intraperitoneal enjeksiyonu ile anestezi altina
alindi. Genel anestezi altina alinan sicanlarin sag uyluk mediyal bolgesindeki tiiyler
tras edildi. Sicanlar dort ekstremitesinden lastik bantlarla, steril hale getirilen mantar
panolar {izerine pron pozisyonda raptiyeler yardimi ile sabitlendi. Daha sonra
povidone-iodine ile temizlik yapildi. Sag alt ekstremitede kalga eklemi izdiisimiinii
takip edecek sekilde 1,5 cm uzunlugunda oblik gluteal insizyon yapilarak, cilt

kenarlar1 ekarte edildikten sonra biseps femoris kasina ulasildi.

Sekil 3.2: Sicanlar tespit edilmesi ve sinir hasarinin olusturulmasi

Biseps femoris kasi kiint diseksiyonla agildi ve kenarlar1 ekarte edilerek siyatik sinire
ulagildi. Daha sonra sinir ince ug¢lu bir diseksiyon makasiyla ¢evre dokulardan
serbestlestirildi. Tibial ve peroneal sinir dallanmalarinin 1 ¢cm proksimalinde ezilme
hasar1 olusturuldu (77) (Sekil 3.2). Crush hasar olusturacagimiz cerrahi yontemler
literatiirde cesitlilik gdsterdigi icin 10 tane siganla &n calisma yapildi. On calismalar
sonucunda: safir marka S08-002-030 kodlu, 220 gr sabit basingli, atravmatik, arter
vaskiiler bulldog klemp ile 90, 180 ve 300 saniye boyunca siyatik sinire kiint basi
olusturuldu (78). Sinirin hasar olusturulan bolgesinde sinir hasar1 makroskobik

olarak incelmis ve beyazlasmis sekilde gozlemlendi (Sekil 3.3A). Sinir iizerine kok
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hiicre verdigimiz gruplarda kok hiicre DPBS iginde, 50 mikrolitre hacimde olacak
sekilde Hamilton enjektorti ile lokal olarak uygulandi (Sekil 3.3B). Anatomiye uygun
olacak sekilde insizyon 4.0 ipek ile kapatildi (Sekil 3.3C). EPO uygulanacak gruplara
literatlirdeki (79-82) dozlar 6rnek alinarak intraperitoneal yolla 5000 U/kg dozunda
rhEPO uygulanda.

Sekil 3.3: Sinir hasarinin gosterilmesi

A: Hasarli sinir, B: MKH uygulanmasi C: Kesinin anatomik olarak kapanmasi

On calismalarda farkls siirelerle hasar olusturularak, hasardan 2 hafta sonra érnekler
histopatolojik olarak incelenip hasarin olustugu minimum siire degerlendirilerek
karar verildi. Bu siire 90 saniye olarak belirlendi. Siganlara 28 giinliik takip siiresince

0, 14 ve 28. giinlerde yiiriitiilerek siyatik fonksiyonel index testi dlgtimleri yapildi.

mm/inch

Sekil 3.4: SFI 6l¢iimii

A: Yiirlyiis platformu ve ayaklara miirekkep uygulamasi, B: Ayak izlerinin 6l¢timii
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3.4. SIYATIK FONKSIYONEL iNDEX TESTIi:

Motor fonksiyonel iyilesmenin degerlendirilmesinde yiiriime izi yiiriiylis analizi
kullanildi. Siganlarin arka ayaklar1 miirekkeple boyanarak, zemininin beyaz kagitla
kapli oldugu 50 cm uzunlugunda, 8,2 cm genislignde, 12 cm derinliginde bir
koridorda serbestge yiiriimesine izin verildi (83). Yiirliyilis pistinin tabandaki beyaz
kagida ayak izlerinin ¢ikmasi saglandi. Her bir sigan net bir sekilde ayak izi elde
edilene kadar yiiritiildii ve Ol¢timler iki kor gbzlemci tarafindan gergeklestirildi

(Sekil 3.4).
Baska ¢aligmalarda belirtilen kriterler goz oniine alinarak (14,84,85)

e PL (Print Lenght): Topuktan ii¢iincli ayak parmagina, baski uzunluguna olan

mesafe

e TS (Toe Spread): Birinci ile besinci ayak parmagi arasindaki mesafe, parmak

yayilimi

e IT (intermediate Toe Spread): Ikinci ayak ile dordiincii ayak parmag

arasindaki mesafe, ara parmak yayilimi olarak degerlendirildi.

— HT 7 NPL: Normal basi uzunlugu
~— NIT '—‘ |

— ) | EPL: Patolojik basi uzuniugu

. @ i 1
¢ N ‘ . NTS:Narmal ayakta 1. ve 5.
parmak arasl mesafe

parmak aras| mesafe

[» - ETS
NIT: Normal ayakta 2. ve 4.
‘ parmak aras| mesafe
. EIT: Patolojik ayakta 2. ve 4.
NTS S — parmak arasi mesafe

Sekil 3.5: SFI 6l¢iim semasi (85)

@ & ‘ ‘. ETS: Patolojik ayakta 1.ve 5.

Degerlendirme yapildiktan sonra asagidaki formiil kullanilarak hesaplama

yapildu.,
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SFi= -383 (EPLNPL) , 4095 (ETSNTS) 4433 ET-NT) oo
NPL NTS NIT

Sekil 3.6: Siyatik fonksiyonel index testi formiilii (85)
SFI: Siyatik Fonksiyonel index, E: Deneysel, N: Normal

Sicanlarin ayaklariin 6l¢iimleri ile elde edilen degerler De Medinacelli tarafindan
gelistirilen ve daha sonra Bain ve ark. tarafindan modifiye edilen formiille SFI
hesaplandi (85).

Sifir ile -100 arasi elde edilen degerlerde, sifir normal fonksiyonu gosterirken, -100

tam fonksiyon kaybina isaret etmektedir.

28. giin siganlara ketamine hydrochloride (50 mg/kg ip) ve %2 xylazine
hydrochloride (5 mg/kg ip) ile anestezi altina alinarak, kalp ponksiyonu yapildiktan
sonra hayvanlar sakrifiye edildi. Daha sonra siganlarin 6nceki insizyon hattindan
kontrollii sekilde yapilan yeni bir insizyon ile siyatik sinir hasar bolgesi ortada
kalacak sekilde 1 cm’lik sinir eksize edildi. Siyatik sinir o6rnekleri %4
paraformaldehitte sollisyonuna alinarak ve frozen icin gerekli takip yontemleri
kullanilarak Cryomatrix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) igine gomiildii.
Cryotom cihazi (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) ile kesit alinana kadar -
80 °C de saklandi.

3.5. HISTOPATOLOJIK YONTEMLER

Dokulardan, cryotom cihazi kullanilarak 7 pm kalinliginda kesitler poly L-lysine
kapli 6zel lamlara alindi. Genel morfolojik goriiniime oil red o (Sigma Aldrich,
00625-100G, USA) ile boyanarak akson sayist ve akson c¢api degerlendirildi.
Immunohistokimyasal ~markerlardan; néronal iyilesmeyi saglayan biiyiime
faktorlerinin miktarin1 degerlendirmek igin rabbit polyclonal to NGF (ab6199,
abcam, UK), noronal filizlenmeyi gosterebilmek igin NF-H antibody (NB300-135,
Novus Biologicals, USA), apoptozu gosterebilmek i¢in Cleaved Caspase-3 (Cell
Signaling Technology, 9661S, USA) monoklonal antikorlar imalat¢inin talimatlarina

uyularak lamlar iizerinde boyanarak incelendi. Boyanan 6rneklerin incelenmesinde
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ve fotograflarinin ¢ekiminde, Olympus BX51 florosan mikroskobu (Olympus Corp.
Tokyo, Japonya) ve DP71 goriintiileme donanimi kullanildi.

3.5.1. Doku takibi yontemi

1. PBS’ de taze hazirlanmis ve sogutulmus ph:7.4’e ayarlanmis %4
parafolmaldehit ile (+4° C) 24 saat fiske edildi

2. %30’luk siikroz soliisyonunda 36-48 saat bekletildi. Dokularin yeterli siikroz
doygunluguna ulasip ulasamadig dibe ¢cokmeleri kontrol edilerek yapildu.

3. Doku cryomatrix igerisine gomiildii ve sivi azotta dondurularak -80 °C ‘ye

kaldirild.

3.5.2. PKH 26 isaretli kok hiicrelerin gosterilmesi

Sadece PKH 26 isaretli hiicreleri gostermek istedigimiz kok hiicre grubu ve hasar
grubundaki 2 sigan siyatik sinirinin bir kismimi doku ¢ikartildigi esnada
paraformaldehit-sukroz takibini yapmayip direkt olarak cryomatrix igerisine gomerek
s1v1 azotta dondurulan dokulari -80 °C ‘ye kaldirildi. Poly L-lysine kapli 6zel lamlara
alinan kesitler asetonda fikse edilip PBS ile yikandi. DAPI igeren kapatma medyumu
ile dokularin ¢ekirdek isaretlemeleri (mavi) de yapilarak lamelle kapatildi.

Immunfloresan mikroskopta isaretli hiicreler gosterildi.

3.5.3.  Frozen kesitte oil red o boyama yontemi

Tablo 3.1: Oil red o boyama protokolii

Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
-20 °C ¢ de asetonda *
1 fiksasyon 10 dk 5 Cesme suyunda yikama 3*5 dk
2 %70" lik alkol 1sn g | Harisheamtoksilenile |, , 4
cekirdek boyamast
3 Oil Red O ile boyama 20 dk 7 Cesme suyunda yikama 3*5 dk
%70’ lik alkolde Fluoromount Medium®
4 1sn 8 .
yikama ile kapat

*Qil red o boyamasi karanlik ortamda yapilmustir.
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3.5.4. Frozen kesitte immunofloresan boyama yontemi

Tablo 3.2: Immunofloresan boyama protokolii

Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
1 Odakmakhgmda 10 dk 8 PBS ile yikama 3*5 dk
urutma
2 Parafqrmaldehlt lle 10 dk 9 Sekonder antikor 1 saat
fiksasyon
3 PBS ile yikama 3*5 dk 10 PBS ile yikama 3*5 dk
4 PAP Pen® isaretleme 11 DAPI ¢ekirdek boyamas: 1dk
5 Goat serum ile 10 dk 12 PBS ile yikama 35 dk
preinkiibasyon
5 Primer antikor ile +4 1 gece 13 Fluoromount Medium®
°C inkiibasyon g ile kapat

Biitiin immunofloresan boyama protokolleri ayn1 yontemle yapilmis olup rabbit polyclonal to NGF
icin primer antikor diliisyon orani 1/300, NF-H antibody i¢in primer antikor 1/1000 diliisyonda,
Cleaved Caspase-3 i¢in primer antikor 1/200 diliisyonda yapilmustir. Sekonder antikor (gtxRb
12G(H+L) Rhodamine, millipore) ise 1/200 diliisyonda yapilmistir.

3.6. HISTOMORFOLOJIK ANALIiZLER

Immiinohistokimyasal olarak: Pkh-26 ile isaretli kok hiicreler mikroskobun
rhodamine filtresinde dokuda incelendi. Boylece kok hiicrelerin hasar yerine gog

ettigini tespit etmis olduk.

Oil red o boyasi ile genel histopatolojik degerlendirmenin yani sira, akson g¢ap
ol¢iimii ve akson sayimi Image J Software programi kullanilarak yapildi. Aksonlarin
¢ap Olctimii her grubu 1000 adet akson temsil edecek sekilde grup i¢indeki sicanlarda
rastgele ve esit sayida olacak sekilde yapildi. Akson sayisi ise her grup igin rastgele
secilen 20 farkli alandan sayim yapilarak belirlendi (86). Biitiin elde edilen verilerin

istatistiksel analizleri yapildi.

Dokular; NF-H, NGF ve kaspaz-3 antikorlar1 ile indirekt immunohistokimyasal
yontem kullanilarak fliioresan olarak isaretlendi. NF-H, NGF sonuglarimi
degerlendirmek icin Image J Software programu kullanilarak yogunluk &lgiimii

yapildi. Olgiimler her bir sican icin rastgele secilen 10 farkli alanda degerlendirildi.
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NF-H ve NGF i¢in yogunluk Ol¢limii yapilirken Kaspaz-3 boyamasini

degerlendirmek i¢in ise immunreaktivite pozitif hiicre sayimi1 yapildi.

3.7. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME
Istatistiksel analizler SPSS (SPSS for Windows version 13) paket programi
kullanilarak yapildi. Sayisal degiskenlerin normal dagilimi Shapiro-Wilk testi ile
degerlendirildi. Gruplar aras1 karsilastirilmalar normal dagilim gosteren SFI
Olctimleri hesaplanirken degiskenlerde Tek Yonlii Varyans Analizi, fark bulunmasi
durumunda ¢oklu karsilagtirmalar1 ise Tukey testi ile yapildi. Normal dagilim
gostermeyen diger degiskenlerde gruplar arasi karsilastirmalar ise Kruskal-Wallis
Analizi, fark bulunmasi durumunda c¢oklu karsilastirmalar1 ise ikili olarak Mann

Whitney U testi ile yapildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. UMBILIKAL KORDDAN MKH ELDESI
Umblikal korddan izole edilen MKH’lerin primer kiiltiiriin yaklasik 10. giiniinden
itibaren ¢ogalmaya basladigi gorilmiistiir. Kiltliir kabina tutunmus olan hiicreler

(Sekil 4.1) gosterilmistir.

100 pm 100 pm

Sekil 4.1: MKH'lerin 10. giin invert mikroskop goriintiileri
A- Primer kiiltiiriin 10. giiniinde kiiltiir kabma tutunarak ¢ogalan hiicrelerin invert mikroskop

gorintiisti, 10x. B- 3. pasajdaki MKH’lerin invert mikroskop goriintiisii, 10x.
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4.2.

BELIRTECLERININ ANALIZi

HUCRELERIN KARAKTERIZASYONLARINDA YUZEY

3. pasajdaki hiicrelerin akim sitometri sonuclarina gore pozitif yiizey belirte¢lerinden
CD 105’1 % 89.4, CD 73’4 % 99.5 ve CD 90’1 % 99.9 oraninda tasidiklari
goriilmiistiir. Negatif belirteg olan HLA-DR’y1 % 0.9 ve CD 19°u % 0.5 oraninda

tasidiklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.2). Izole edilen hiicrelerin MKH’lerde bulunmasi

gereken pozitif belirtecleri oldukea yiiksek oranda tasidiklari, negatif belirtegleri ise

tagimadiklar1 gorilmiistiir.
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Sekil 4.2: MKH'lerin akim sitometri histogram grafikleri

MKH’lerin akim sitometri cihazinda pozitif (CD 73, CD 90, CD 105) ve negatif yiizey belirteclerine
(CD19 ve HLA-DR) ait histogram grafikleri.
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4.3. ADIPOJENIK VE OSTEOJENIK DONUSUM YETENEKLERI
Ucgiincii pasajdaki hiicrelere 21 giin boyunca uygulanan farklilasma besiyerleri ile
hiicrelerde adipojenik ve osteojenik doniisiimiin gerceklestigi, uygulama yapilmayan
kontrol grubunda degisimin olmadig1 gosterilmistir. Adipojenik doniisiim hiicrelerde
Oil O red boyama ile sitoplazmadaki yag damlaciklarinin kirmizi renge boyanmasi

ile gosterilmistir. Osteojenik doniisiimde ise Alizarin red boyama ile invert

mikroskopta kalsiyum depositlerinin kirmizi renk almalar ile belirlenmistir (Sekil
4.3).

Sekil 4.3: MKH'lerin 21. giin farklilagmalarinin mikroskobik goriintiileri
MKH’lere 21 giin boyunca farklilasma besiyerleri uygulanarak adipojenik (A-Kontrol, B- Adipojenik
dontisim 20x) ve osteojenik (C-Kontrol, D- Osteojenik doniisiim 10x) doniisiimiin gergeklestigi
gosterilmistir. Adipojenik doniisim gergeklesen hiicrelerde (B) Oil O red boyama ile sitoplazmadaki
yag damlaciklar1 kirmizi renge boyanmistir. Osteojenik doniisiimde (D) ise Alizarin red boyama ile

kalsiyum depositlerinin kirmizi renk aldiklari goriilmiistiir, 50 pm.

-

Adipojenik Kontrol Adipojenik + Adipojenik -
-
Osteojenik Kontrol Osteojenik + Osteojenik -

Sekil 4.4: MKH'larin 21. giin farklilagmalarinin floresan goriintiileri
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MKH’lere 21 giin boyunca farklilagma besiyerleri uygulanarak adipojenik (A-Kontrol, B- Adipojenik
+,C- Adipojenik - ;40x) ve osteojenik (A-Kontrol, B- Osteojenik+,C- Osteojenik-; 40x; bar ¢izgisi

100 pm.) doniigiimiin gerceklestigi gosterilmistir.

4.4. HUCRELERIN PKH26 iLE ISARETLENMESININ AKIM
SITOMETRISINDE GOSTERILMESI

Specimen_001-0TOFLO Specimen_001-0TOFLO Specimen_001-PkH26 Specimen_001-PKH26
284 o = 9
N E =3 2]
=g - ] =g B
&7 a7 EE ]
] 2 ]
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=t PE-A ! PE-A 25 PKH26 FE-4 265 PKH26 PE-A
Tube: PKH26
Population #Event: %Parent %Total
[l All Events 10,000 2% 1000
Hr 5,979 59.8 598
X r2 36 06 04
XPr3 5,929 99.2| 593

Sekil 4.5: PKH 26 ile boyanan MKH’lerin akim sitometrisinde verdikleri 1s1ma

A) Boyanmamus hiicreler ait B) Boyanmis hiicrelere ait histogramlaridir. PKH26 ile hiicrelerin % 99.2
gibi ¢ok biiyiik bir oranda boyanmig olduklari akim sitometrisinde analiz edilmistir. Boyanmayan
hiicrelere ait histogram sonucuna goére % 0.6 gibi ¢ok kiigiik bir miktar 151ma mevcuttu.

Tripan mavisi eklenen hiicrelerden thoma laminda 126 hiicre sayilmis, bunlardan 4
tanesi Oli hiicre oldugu i¢in canlibik orami % 96.9 olarak belirlenmistir. Ayni

zamanda PKH26 ile boyali hiicrelerin floresan mikroskobunda da farkli

biiylitmelerde goriintiileri alinarak varliklar gosterildi (Sekil 4.6).

Sekil 4.6: PKH26 ile boyali hiicrelerin floresan mikroskop goriintiisii
A)10x B)20x C)40x

45.  SFI TESTI
Deneyden onceki giin (0.glin), postoperatif 14 ve 28. giinlerde, hazirlanan bir

diizenek yardimu ile biitiin gruplardaki si¢anlarin yiiriime analizi yapildi. Elde edilen
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veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde, 0. giin yapilan yiiriiylis testinde
gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu. Hasar olusturulduktan sonraki 14. giinde
yapilan yiiriiylis testinde ortalamalar1 agisindan grup kategorileri incelendiginde;
Sham grubu ile kiyaslandiginda tiim gruplarda SFI degerlerinin anlamli olarak
azaldig1 goriildii (p<0.05). Hasar+EPO+MKH grubuna ait SFI degeri hasar grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde artig goriildii (p<0.05). 14. giine
ait tiim deney gruplar1 karsilastirildiginda, SFI degerindeki artistan dolay:
iyilesmenin en iyi Hasar+tEPO+MKH grubunda oldugu soylenebilir. 28. giine ait
deney gruplarinin si¢anlarina yapilan yiiriiylis testinde ise Sham grubu ile diger tim
gruplar kiyaslandiginda; SFI degerleri hala diisiiktii dahasi, H+EPO+MKH grubu ile
Sham grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark kalmamisti. Bu da bize
MKH ve EPO’nun birlikte verildigi Hasar+EPO+MKH grubunda iyilesmenin diger
gruplara gore daha belirgin oldugu ve degerlerin neredeyse Sham ile ayni olacak
kadar arttigin1 gosterdi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Siyatik fonksiyonel indeks testi istatistikleri

Hasar + EPO
Sham Hasar Hasar + EPO Hasar + MKH + MKH p

0.giin -9,718+1,44* -8,601+1,46° -9,359+1,97* -9,315+1,56° -1,0178+2,69* 0.464

1800100004433 64,211418,16° 48,441£6,69% 48,383£10,76™ 47465+15,49° OO0

28.giin  -9,712+2.26% -28,943+5,07° -27,231+8,04° -20,921+8,33™ -18,073+9,24° 0.001

Veriler ortalama + standart sapma ifade edilmistir. Ayni satirda yer alan ayni harfler gruplar arasindaki
benzerligi, farkli harfler gruplar arasindaki farklilig: ifade etmektedir
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Sekil 4.7: Siyatik fonksiyonel indeks testi istatistikleri grafigi

B Sham

M Hasar

Hasar+EPO

M Hasar+MKH
Hasar+EPO+MKH

-70

4.6. PKH 26 ILE ISARETLi KOK HUCRELERIN GOSTERILMESI

PKH 26 ile isaretlenmis hiicrelerin varligmi gostermek amaciyla kok hiicre
verdigimiz gruplardan elde edilen preparatlarda floresan boyama yoOntemini
kullandik. Floresan mikroskopla incelendiginde her alanda kirmizi refle veren birkag
adet kok hiicreye rastalandi. Boylece, PKH 26 ile isaretli olan MKH’lerin hasar
bolgesine gog ettigi gozlendi (Sekil 4.8).

100 ym c
Sekil 4.8: PKH 26 isaretli kok hiicreler

40x, Beyaz ok ile PKH26 isaretli kok hiicreler gosterilmistir.

47.  ISIK MIKROSKOBIK BULGULAR
Deney gruplarina ait siyatik sinir kesitleri incelendiginde yapisal degisiklikleri
degerlendirilmek igin, Erken HA ve arkadaslarinin olusturduklar1 degerlendirme
yontemi kullanildi (86). Oil red O boyama metodu uygulanan preparatlarda deney

gruplarina ait siyatik sinirin genel histolojik ozellikleri, akson sayilari ve ¢aplari
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degerlendirildi. Buna goére, Sham grubuna ait siyatik sinir kesitleri 151k mikroskobu
altinda incelendiginde epindryum, perinéryum ve sinir fasikiilleri diizenli bir
goriiniim sergilemekteydi. Biiyiikk biiyiitmede (x100) Sham grubuna ait aksonal
organizasyonun diizenli ve homojen oldugu, akson sekillerinin enine Kkesitlerinde
yuvarlak goriiniime sahip oldugu ve aksonu ¢evreleyen miyelin kilifin ise oil red o ile
kirmiziya boyanmis oldugu diizgiin yapilar1 ayirt edildi. Hasar olusturulan gruba ait
siyatik sinir kesitleri tiim diger deney gruplarina gore en belirgin dejeneratif
degisiklikleri gostermekteydi. Hasar grubunun sinir fasikiilleri oldukga diizensizdi,
fasikiillerin arasinda ve iginde bosluklar gozlenmekteydi. Ayrica oil red o ile
boyanmayan hasarli aksonlar oldukg¢a belirgin olsa da, sinirlerde kanama alanlar1 ve
nekrotik alanlar izlenmedi (Sekil 4.9D). Tiim deney gruplar1 histopatolojik
ozelliklerine gore karsilastirildiginda, periferik sinirlerin fasikiil ve perindriyumlari
hasar grubu hari¢ genel olarak tiim si¢anlarda korunmus olarak izlenmekteydi.
Histopatolojik olarak Sham grubuna en yakin olan grup Hasar+MKH grubuydu
(Sekil 4.9).

Deney gruplart histomorfometrik olarak degerlendirildiginde, akson ¢aplarinin
ortalamalar1 acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml farkliliklar vardi
(Tablo 4.3). Sham grubuna ait siyatik sinir Kkesitlerindeki akson caplari
karsilastirildiginda Hasar, Hasar+MKH ve Hasar+EPO+MKH gruplarinda akson
capinin anlamli bir sekilde azaldigi goriildi (p<0.05). Ancak bu gruplara ait akson
caplar1 hasar grubu ile kiyaslandiginda akson c¢aplarinda hasar grubuna gore
istatistiksel olarak anlaml bir artis vardi (p<0.05). EPO uygulanan gruplarda akson
capinin Hasar+MKH grubuna goére anlamli olarak daha fazla oldugu goriildi
(p<0.05). Deney gruplari birim alana diisen akson sayist yoOniinden
karsilastirildiginda hasar grubunda Sham’e gore akson sayisinda istatistiksel olarak
anlamli bir dists vardi (P<0.05). Hasar+MKH, Hasar+tEPO+MKH grubuna ait
kesitlerde akson sayisi hasar grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artig gostermis
olup (p<0.05), Hasar+MKH grubuna ait sinir kesitlerinde akson sayis1 Hasar+EPO
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olarak artmisti (p<0.05). Ozetle deney
gruplar1 akson sayist bakimindan degerlendirildiginde, Hasar+MKH grubunda akson
sayis1 diger deney gruplarina gore istatistiksel olarak en yiiksek artis gosteren grup

olmasina ragmen, akson capi agisindan degerlendirildiginde Hasar+EPO+MKH
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grubuna kiyasla akson ¢aplari daha az iken Hasar gruplarina gore daha fazlaydi
(p<0.05).

oum+ T So 0o T ERE =)

IXZ+TI

IXZ+tOoUum+ T

20x 100x
Sekil 4.9: Gruplarin oil red o boyama ile goriintiileri

beyaz ok : dejenerasyon



Tablo 4.2: Oil red o ile boyanan siyatik sinirde akson ¢ap ve sayisi istatistik tablosu

Sham Hasar Hasar+EPO Hasar+MKH Hsara+tEPO+MKH p

Akson | 305,50 183,50 250,00 317,00 289,00

Sayis1 | (260,00- (131,75 (215,75- (286,50- (258,25-351,75)*  0.001
350,75)*  245,75)° 279,75)® 341,00)°

Akson | 144,166 109,553 147,020 126,443 136,855

Cap | (13222-  (96,80- (134,51- (117,44- (129,03-147,16)°  0.001
154,41)°  123,80)° 159,15)* 136,70)°

Veriler medyan (1.ceyrek-3.ceyrek) ifade edilmistir. Aymi satirda yer alan ayni harfler gruplar
arasindaki benzerligi, farkli harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir.

Tablo 4.3: Akson cap ve say1 grafigi

350
300
250 -
B Sham
200 - M Hasar
W Hasar+EPO
150 -
M Hasar+MKH
100 -~ ® Hasar+EPO+MKH
50 -
O -

Akson sayisi Akson gapl

4.8. IMMUNOFLORESAN BULGULAR
Tim deney gruplarina ait siyatik sinir kesitlerinde NF-H’nin immunreaktivite

yogunlugunu belirlemek igin siyatik sinir kesitlerinde immunofloresan boyama
metodu uyguladigimiz preparatlar kullanildi. Caligmanin bu asamasindan elde edilen
veriler dogrultusunda NF-H immunreaktivite yogunlugunun hasar grubunda Sham
grubuna gore anlamli diizeyde azalma gosterdigi belirlendi (p<0.05). Tedavi gruplari
icinde Hasar+MKH grubunda NF-H immunreaktivite yogunlugunda Hasar
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artis gosterdigi tespit edildi

(p<0.05) (Tablo 4.5).

Deney gruplart NGF immunreaktivite yogunlugu agisindan degerlendirildiginde
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklarin oldugu gozlendi (Tablo 4.5).
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NGF immunreaktivite yogunlugunun en diisiik oldugu grup Sham grubuydu. Hasar
grubu ile tedavi uygulanan gruplardan alinan veriler istatistiksel olarak analiz
edildiginde, NGF immunreaktivite yogunlugunun sadece Hasar+MKH grubunda
anlamli olarak azaldigi ve diger tedavi gruplarina gore Sham’e en yakin NGF
ekspresyonu gosteren grup oldugu belirlendi. Sadece MKH uyguladigimiz
Hasar+MKH grubunun NGF immunreaktivite yogunlugunun Hasar+EPO ve
Hasar+EPO+MKH gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha diisiik
oldugu goriildii (p<0.05).

Siyatik sinirde apoptozu gostermek amagli yaptigimiz kaspaz-3 immunofloresan
boyamasi sitoplamazlarda kirmizi refle vererek immunreaktivite isaretlenmesi
yapildi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (P>0.05) (Tablo
4.5).

Tablo 4.4: immunreaktivite degerlendirme istatistikleri

Sham Hasar Hasar+EPO HasartMKH Hasar+EPO+MKH P
12818,000 2655500  4301,000 9620,000 6836,000

NF (9854- (1761,25-  (2622,00- (6218,50- (4809,50- 0.001
16153,25) 4036,25)>  6792,00)° 13272,50)° 10299,50)°
13,891 25,665 22,800 18,598 23,065

NGF (10,77- (20,67- (18,37- (14,82- (15,72-31,19)° 0.001
15,83) 30,60)° 28,23)° 25,74)°
0,0(0,0- 0,000,0- 0,0(0,0-0,00* 0,0(0,0-0,0) 0,0(0,0-0,0)*

Kaspaz3 0.382
0,0)? 0,0)?

Veriler medyan (1.ceyrek-3.ceyrek) ifade edilmistir. Aym satirda yer alan aymi harfler gruplar
arasindaki benzerligi, farkl: harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir.
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Sekil 4.10: NF-H immunreaktivite degerlendirme grafikleri

14000
12000
10000
B Sham
8000 M Hasar
W Hasar+EPO
6000
M Hasar+MKH
4000 W Hasar+EPO+MKH
2000
0
Sekil 4.11: NGF immunreaktivite degerlendirme grafikleri
30
25
20 B Sham
M Hasar
15
W Hasar+EPO
M Hasar+MKH
10 -
M Hasar+EPO+MKH
5 _
0 -
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Sekil 4.12: NF-H boyama goriintiiler
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Sekil 4.13: NGF boyama goriintiileri
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Sekil 4.14: Kaspaz-3 boyama goriintiileri

Ince beyaz ok: sitoplazmada kaspaz 3 immunreaktivitesi, 100x
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5. TARTISMA

Periferik sinir yaralanmalar1 ekonomik ve sosyal yasami dnemli derecede etkileyen,
giincel tedavi yontemleriyle ¢cogu zaman tam bir tedavi saglanamayan onemli bir
sorundur. Sinir iyilesmesini desteklemek igin farkli cerrahi onarim, ilag, hormon ya

da biyolojik triinlerin kullanildig1 pek ¢ok ¢alisma yapilmistir (3,4,14,23,77).

Viicuttaki diger dokulardan farkli olarak, periferik sinir rejenerasyonu yavastir ve
yaralanma sonrasi sinir onarimi yapilan hastalarin yarisindan azinda motor veya
duyusal fonksiyonlarin geri kazanimi tam olmaktadir. Cerrahi onarimla sinirleri
fasikiiler diizeyde yeniden insa etmek teknik olarak miimkiin olsa da aksonal
diizeyde miimkiin degildir (3). Primer cerrahi onarimdaki bu eksiklikler sebebiyle
cerrahiye ek olarak kok hiicre implante edilmis allogenik sinir greftleri veya vendz
greftlere kok hiicre ilave ederek yeni tedavi yontemleri gelistirilmeye ¢alisilmistir (4,
87).

Kok hiicrelerin kullanildigi yontemler literatiirde gesitlilik géstermektedir. Umbilikal
kord (88), yag dokusu (17), warton jolesi (7), amnion zar1 (89) gibi kaynaklardan
elde edilenler 6rnek olarak gosterilebilir. Farkli galismalarda verilis yollari lokal veya
sistemik olarak cesitlilik gostermektedir. Lokal kok hiicre ¢alismalarinda bazen
chitosan kapli tiibiillerle (38), bazen matrijel icinde (90) bazen de bizim de
yaptigimiz gibi direk doku {iizerine lokal olarak (17) DPBS soliisyonu iginde
uygulanmistir. Kok hiicre haricinde eritropoetin (15,91,92), curcumin (93), NGF
(94), hiperbarik oksijen tedavisi (8) gibi pek ¢ok maddenin rejenerasyona katkisi
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gosterilmistir. Ancak bu ¢aligmalarda kullanilan yontem ve materyallerin ¢ogu klinik
uygulamalara heniiz girememistir. GKS-MKH’ler sahip olduklar1 immun baskilayici,
apoptozu engelleyici ve timor baskilayict 6zellikler bakimindan, diger MKH’lerden
daha {istiin olmasi sebebiyle tercih ettik (9). Warton j6lesinden elde ettigimiz kok
hiicreleri diger kok hiicrelere gore rejenerasyona daha fazla katki sagladigi ve elde
edilmesinin kolay olmas1 sebebiyle tercih ettik. EPO’nun da apoptozu azaltma (15)

ve kok hiicre yonli gogiinii (13,14) artirdigina dair ¢alismalar oldugu i¢in kullandik.

Siyatik sinirde crush hasar modeli olusturmak i¢in kullanilan klemp ve stireler
liteatiirde (78,95,96) ¢esitlilik gosterdigi igin 6n ¢alisma ile kullanacagimiz klempin
olusturacag1 hasarin siiresini 90 saniye olarak belirledik. Ornegin Marconi S. ve ark.
2012 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda, 6-8 haftalik farelerin siyatik sinirinde crush
hasar olusturarak insan yag dokusundan elde ettikleri MKH’lerin sinir
rejenerasyonuna katkisini arastirmiglar. Jeweler forseps ile 30 sn sinir iizerine basi
uygulayarak hasar olusturduklar1 farelere hasardan 1 hafta sonra akim sitometri ile
karakterize ettikleri 2x10° MKH’yi kuyruk veninden enjekte ederken kontrol
grubuna PBS enjekte etmisler (97). Siyatik sinirde crush hasar modeli olusturmanin
en 6nemli kismi standardizasyonu saglamaktir. Bu yilizden olusturulan siyatik sinir

hasar modelinde sabit basing uygulayan bulldog klemp kullanmay tercih ettik.

SFI testi siyatik sinir rejenerasyonunu degerlendirmek igin siklikla kullanilan motor,
duyu, proprioseptif fonksiyonun geri doniistimiinii 6lgen 6nemli fizyolojik bir testtir.
Ayrica fonksiyonel geri doniisii gdstermek igin iyi bir yontemdir. SFI dl¢iimlerinin
en Onemli dezavantaji, Ol¢limlerin arastirmacinin hassasiyetine gore degiskenlik
gosterip, yanlis Ol¢iim yapilma ihtimalinin yiiksek olmasidir (98). Bu dezantaji
onlemek adina siganlara yiiriiyiis yolunda en az 2 kez alistirma yliriiyiisii yapildi ve
Olgtimler dogru olana kadar birka¢ kez yiiriiyiis izi alindi. Martins ve ark. yaptigi
caillsmada lif ¢ap1, myelin kalinhig1 ve akson capi ile SFI arasinda, lif ¢apn ile iletim
hiz1 arasinda ve lif sayisi ile amplitiit arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu
saptamiglardir (99). Bizim calismamizda da deney gruplarina ait siyatik sinir
kesitlerinde birim alana diisen akson sayis1 ve akson c¢aplar1 hesaplandi.
Calismamizda SFI testinden elde edilen veriler ile uyumlu olarak EPO, MKH ve
EPO+MKH uygulanan gruplarda hasar grubuna gore akson caplarinda anlamli bir
artts vardi. EPO verilen sicanlarda ise akson capi artisinin HasartMKH ’ye gore

daha fazla olmasma ragmen sonuglar SFI ile uyumlu degildi. Ancak EPO verilen
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gruplarda sinir rejenerasyonun oldugu goézlenmesine ragmen sadece MKH’nin
verildigi gruba gore iyilesmenin daha yavas seyrettigini gordiik. EPO verilen
gruplarda diger tedavi gruplarmma gore, hasarda morfolojik iyilesme olsa dahi

fizyolojik iyilesmenin daha geriden geldigini gordiik.

Yine Marconi S. ve ark. 2012 yilindaki ¢alismasinda; hasardan sonraki 7, 14, 21, 28
ve 35. giinlerde yiiriiyiis yolu analizi yaparak SFI analizi yapmuslardir. 14 ve 21.
giinlerde SFI kok hiicre grubunda anlamli bir gelisme gdstermis. 35. giinde ise her iki
grup da neredeyse tamamen normal motor fonksiyona geri dondiigini
gostermislerdir. Ayrica hasar sonrasi 14. ve 21. giinlerde GDNF diizeylerini ELISA
yontemiyle gostermisler ve MKH grubunda anlamli diizeyde artis goézlenirken,
BDNF doku seviyeleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir farkliligin
olmadigimi géstermislerdir (97). Biz de g¢alismamizda, yiiriiyiis yolu analizini 0, 14
ve 28. giinlerde gerceklestirdik. Hasarli grupta, Sham grubu ile kiyaslandiginda SFI
degerlerinin anlamli olarak azaldigimi gordiik. Buna ragmen, Hasar+EPO+MKH
grubunun SFI degeri hasar grubu ile kiyaslandiginda anlamli olarak artmisti. Bu da
bize 14. giinde en iyi iyilesmenin Hasar+EPO+MKH grubunda oldugunu ve bu
iyilesmenin hasar grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oldugunu gosterdi. 28.
giinde yapilan yiiriiyiis testinde de Sham grubu ile diger deney gruplarn
kiyaslandiginda tiim hasar olusturulan gruplarda SFi degerleri hala diisiiktii.
Hasar+EPO+MKH grubu Hasar grubuna gore anlamli derecede daha yiiksekti. Hatta
Hasar+EPO+MKH grubunda gozlenen SFi degerindeki bu artis Sham grubundan
elde edilen degerlere olduk¢a yakindi. Bu da bize EPO+MKH birlikte verilen tedavi
grubunda EPO+MKH birlikte kullanilmasi durumunda siyatik sinir hasarindaki
tyilesmeyi hizlandirdigini gosterdi.

Noral hiicre iskeleti {i¢ tiir filamentten olusur. Bunlar aktin mikrofilamentleri,
mikrotiipler ve norofilamentlerdir. Norofilamentler baslica ara filament tiiri olup;
hafif (NF-L; 68 kDa), orta (NF-M; 160 kDa) ve agir (NF-H; 200 kDa) olarak
gruplandirilirlar. Charcot-Marie-Tooth, parkinson ve amyotrofik lateral skleroz (100)
gibi bircok norodejeneratif hastaliklarda bozulduklar1 gosterilmistir. Fosforile
edilmis NF-H'nin ortaya ¢ikmasi, olgun néronlarin bir belirteci olarak kabul edilir ve
diger alt birimlerin gelisiminden daha sonra ortaya ¢ikar ve fosforilasyon da
sonradan olusur (101). Ali Eren ve ark. siyatik sinir de tam kat kesi ile hasar

olusturarak yaptiklar ¢aligmalarinda gruplar aras1 NF-H diizeylerini kiyaslamislardir.
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Elde ettikleri sonuglara gore hasar grubunda diger tedavi gruplarmma goére NF-H
diizeyleri anlamli olarak daha diisiik oldugunu belirtmislerdir (87). Biz de
calismamizda NF-H’in dokulardaki immunreaktivite yogunluklarini inceledik. Elde
ettigimiz verilere gore, hasar grubundaki NF-H immunreaktivite yogunlugunun tiim
gruplara gore anlamli sekilde diistiigii belirlendi. En fazla NF-H immunreaktivite
yogunlugu Sham grubunda iken tedavi verilen gruplar Hasar+ MKH grubundaki NF-
H yogunlugunun Sham grubuna en yakin oldugunu goérdiik. Ayrica Hasar+EPO ve
Hasar+EPO+MKH gruplarindaki yogunluk da Hasar grubuna gore anlamli sekilde
artmisti. Sonuglarimiz Ali Eren ve arkadaslarinin yaptigi calismaya benzerdi.
Polipeptit yapida norotrofik faktdr olarak tanimlanan NGF; sinir hasar1 sonrasi
makrofaj, Schwann hiicreleri ve fibroblastlardan sentezlenir. Hiicre oliimiinii
sempatik ve duyusal noronlarda geri dondiirdiigli, aksonal tomurcuklarin biiylime
yoniinii etkiledigi, miyelinize akson sayisinda ve miyelin kalinligin1 arttirdigi, noral
internal organizasyonun daha diizgiin olmasin1 sagladigi ve sinir rejenerasyonunu
hizlandirdigir saptanmistir (102). Dias FJ ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada
olusturduklar1 crush hasardan 4 hafta sonra si¢anlardan elde ettikleri dokulardan
gruplar arasinda kiyaslama yapildiginda kontrol ve Sham gruplarinda NGF diizeyini
benzer ve en diisiik diizeyde oldugunu gostermisler. Hasar grubu ile tedavi verdikleri
gruplarda ise NGF diizeylerinin daha yiiksek ve anlamli oldugunu gostermigler (103).
Biz de g¢alismamizda, norotrofik faktorlerden NGF’nin doku diizeyini
immunofloresan boyama yontemiyle gosterdik. Hasardan 28 giin sonra elde ettigimiz
siyatik sinir dokularindaki NGF immunoreaktivite yogunluklarinin sonuglar1 Dias Fj
ve arkadaslarinin sonuglari ile uyumluydu. Calismada, Sham grubunda en diisiik
NGF immunoreaktivite yogunlugu belirlenirken, hasar grubunda ise NGF diizeyi en
yiiksekti.  Hasar+MKH  grubunda NGF  diizeyi; Hasar, Hasar+EPO,
Hasar+EPO+MKH gruplarina kiyasla anlamli derecede diistikti. EPO+MKH
uygulanan tedavi grubundaki NGF diizeyi Sham grubuna en yakin degere sahipti.
Hasar+tMKH grubunda, hasara yanit olarak salgilanan NGF diizeyinin; 4 hafta
sonunda rejenerasyonu en iyi tamamlayan grup oldugu icin en diisiik oldugunu
diistindiik.

Kaspazlar; baslatici, efektor ve inflamatuar olmak tizere 3 tiptedirler. Hiicrede inaktif
olup, proteolitik olarak birbirlerini aktive ederler. Sistein proteazlar olup aspartik
asitten sonraki baglar1 kirarlar. 100 den fazla proteini keserek apoptoza neden olurlar.

Kaspaz-3 efektor kaspazlar tipindedir (104). Travmatik hasar1 takiben birkag saat
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iginde schwann hiicrelerinde kaspaz-3 eksprese edilmesiyle apoptoz mekanizmasi
gerceklesir (105) ve bu wallerian dejenerasyon igin iyi bir gostergedir (106). Naoki
ve ark. da p38 o mutant ve dogal farelerle yaptig1 crush hasar modelinde bizdeki gibi
yaklasik 250 g sabit basing uygulayan anevrizma klembi kullanilmislar. Biz
calismamizda farli olarak 1,5 dk hasar olustururken Naoki ve ark. 3 dk hasar
olusturarak Schwann hiicrelerinin eksprese ettigi kaspaz-3 immunreaktivitesini
incelememisgler. Sinir hasarindan ii¢ giin sonra, wt (vahsi tip) farelerde siyatik
sinirlerde endonéryumun tiim alaninda yogun kaspaz-3 immunreaktivite yogunlugu
bulunmusken sem farelerde (p38a ( rejenerasyonda rolii olan gen bolgesi) mutant
fare) nadiren bulunmus (107). Kaspaz-3 ifadesinin Wallerian dejenerasyonunun
tanimlanmasi i¢in giivenilir bir ara¢ oldugu diisliniilmekte ve hasarin erken fazinda
apoptotik siirecin gerceklestigi diisiiniilmektedir. Hasardan 2 hafta sonra enkazin
kaldirildigint 3. hafta da Schwann hiicrelerinin prolifere olup iyilesme siirecini
baslattig1 bilinmektedir (16) Biz ¢alismamizi 4 hafta sonra sonlandirdigimiz igin
apoptotik siirecin  ¢oktan tamamlanmis oldugunu Ve rejenerasyonun dahi
tamamlanmak tizere oldugu icin kaspaz-3 immunreaktivite yogunlugunun oldukca
diisiik oldugunu gordiik. Gruplararasi kaspaz-3 hiicre sayisinin bu nedenden dolayi

anlamli olmadigimi diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Umbilikal korddan elde ettigimiz kok hiicreleri akim sitometri ile ylizey
belirteglerinin CD 73, CD 90, CD 105 pozitifligi ve CD19 ve HLA-DR
negatifligi ile dogruladik.

. MKH’lerin 21 giin boyunca farklilagsma besiyerleri uygulanarak adipojenik ve
osteojenik doniisiimiin gergeklestigi gosterildi.

. Hasar olusturulduktan sonraki 14. ve 28. giinlerde yapilan yiiriiylis testinde
Sham’e en yakin olan, fonksiyonel diizelmenin en iyi oldugu grup
Hasar+EPO+MKH olup sonuglar istatistiksel olarak anlamliydi.

. Floresan mikroskopta PKH 26 ile isaretlenmis hiicrelerin dokudaki varligini
gosterdik.

Oil red O boyama ile siyatik sinirin genel durumu, akson sayilar1 ve gaplari
degerlendirildi. Sham grubunda genel yapt normal histolojik goriiniime
uygundu. Akson sayilari, ¢aplari ve genel histolojik goriiniim agisindan Sham
grubuna en yakin olan tedavi grubu Hasar+MKH  grubuydu. Akson c¢ap1
Olglimii yoniinden incelendiginde hasar grubuna gore tedavi gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli artis vardi. Akson sayisi agisindan ise kok
hiicrenin verildigi gruplardaki sayimin Hasar grubuna gore artig1 anlamliydi.
NF-H immunreaktivite yogunlugu agisindan; hasar grubu ile kiyaslama
yapildiginda tedavi uygulanan gruplar arasindan yogunluk artisinin en fazla
oldugu grup Hasar+MKH grubu olmasi ile birlikte tiim tedavi gruplarindaki

artis istatistiksel olarak anlamliydi.
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7. NGF immunreaktivite yogunlugu agisindan hasar grubu ile tedavi uygulanan
gruplar kiyaslandiginda ise Sham grubundaki gibi Hasar+MKH grubunda da;
Hasar, Hasar+EPO ve Hasar+EPO+MKH gruplarina gore anlamli olarak
daha diigtiktii.

Calismamizdan elde edilen verilere dayanarak, umbilikal kord kaynakli MKH
uygulamasi periferik sinir rejenerasyonu tizerine olumlu etki etmektedir. rhEPO
uygulamasi da kok hiicre kadar etkili olmamakla birlikte yine de rejenerasyona katk1
saglamaktadir. Ikisini birlikte uyguladigimizda bekledigimiz sinerjik etkiyi
histopatolojik olarak goremedik ve MKH’in tek basina uygulandigi gruba ait sinir
kesitlerinde histopatolojik sonuglar daha olumluydu. Ancak fizyolojik test olan SFI
hesaplamasinda ise kombine tedavi verilen gruptaki sonuglar kok hiicrenin tek bagina

verildigi gruba gore daha iyi olup, Sham’e en yakin degere sahipti.

28. gilinde kaspaz-3 boyamasi ile hasardan sonra uzun bir siire gectigi i¢in apoptozu
anlamli olarak saptayamadik. Apoptozu degerlendirmek icin gruplardan hasar
olusturuldugu andan itibaren farkli zaman noktalarinda sonlandirilan asamali

deneylerin yapilip kiyaslanmasi ile daha verimli sonuglar alinabilir.

Kok hiicrelerin Schwann hiicre ve benzerlerine doniisiip donlismedigini gostermek
icin 6zel yontemler kullanilarak ileri ¢aligmalarin yapilmasi ile kok hiicrelerin

etkisinin daha objektif dl¢iilmesi saglanabilir.

Kok hiicre ve EPO’nun birlikte kullanimindan bakledigimiz sinerjik etkiyi
gorememekle birlikte; kok hiicre tedavilerinin tek basina ya da baska maddelerle
kombine edilerek etkilerinin degerlendirilmesi ile sinir hasari olusan hastalarin

tedavisine 151k tutacagini diisiinmekteyiz.
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TUTANAK

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali aragtirma
gorevlisi Dr. Menekse ULGER, 03/10/2019 tarihinde yapilan “ Siyatik sinir hasar1 olusturulan
siganlarda eritropoetinin ve umbilikal kord kaynakli mezenkimal kék hiicrelerinin sinir
rejenerasyonu iizerine etkisi” Tipta Uzmanhik Tezi Degerlendirme Sinavinda basarili
olmugtur. Is bu tutanak tarafimizca imza altina alinmustir.
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