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1. GIRIS

Periferik sinir yaralanmalari, ¢ok sayida operasyon gerektiren, operasyon
oncesi ve sonrasinda da morbiditede ciddi artislara yol acan &nemli bir saglik
problemi olarak goriilmektedir. Operasyon sonrasinda, uzun siiren bir iyilesme
donemi gerekmekte ve sinir fonksiyonlarinin tam olarak geri doniisti de pek miimkiin
olmamaktadir. Bu durum da 6nemli bir is giicli kaybina sebep olmaktadir (Hu ve ark,
2007).

Periferik sinir hasarlarinda gesitli tamir yontemleri bulunmaktadir. Periferik
sinirde doku kaybinin olmadigi ya da az oldugu yaralanmalarda ‘ug-uca ekleme’
yontemi ile tedavi tercih edilmektedir. Doku kaybinin fazla oldugu durumlarda ise;
kayip olan doku boslugunu tamir i¢in bir ‘greft’ kullanimi1 gerekmektedir. Fakat ne
yazik ki, 6zellikle bu tiirden genis kayip olan yaralanmalarda tam bir tedavi miimkiin
olamamaktadir. Doku kaybinin fazla oldugu durumlarda ‘otogreft tamir’ ilk tercih
olarak diistiniilmekte ise de, motor/his kaybi ve noéroma formasyonu gibi bazi
dezavantajlar1 bulunmaktadir (Kingham ve ark, 2007). Allogreft tedavide ise; uzun
dénemli immiinsiipresyon gerekebilmektedir (Bain ve ark, 1992). Greft olarak
sentetik ve dogal maddelerde [kollojen, silikon, fibrin, polikaprolakton (PCL),
polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA)] kullanilmaktadir. Arter ve ven greftleri
de tedavide tercih edilebilir (Ahmed ve ark, 2003; Battiston ve ark, 2007; Bender ve
ark, 2004; Ciardelli ve Chiono, 2006).

Yag dokusu; adipositler, pre-adipositler, mikrovaskiiler endotelyal ve diiz kas
hiicreleri, monositler, lenfositler ile kok hiicreleri igeren mezodermal kaynakli
karmasik bir dokudur. Yetiskin donem kok hiicreleri i¢in de 6nemli bir kaynaktir.
Yag dokusu kaynakli kok hiicreler, elde edilmesi kolay ve uygun kosullarda gesitli
hiicre serilerine doniisiim gosterebilen multipotent hiicrelerdir (Santiago ve ark,
2009).

Bu caligmada; sican siyatik sinirinde periferik sinir yaralanma modelleri
olusturularak, bu yaralanmalardaki konvansiyonel cerrahi tedavi yontemleri ile bu
yontemlerin  kok hiicre uygulamasi ile kombine edildiginde etkinliginin

fizyopatolojik ve histopatolojik degerlendirmeler ile karsilastirilmas: amaglanmistir.



1. 1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi, beyin, beyincik ve spinal korddan olusan merkezi sinir sistemi
(MSS) ile merkezi sinir sistemi ile diger sistemler arasinda iletisim roli iistlenmis
olan periferik sinir sisteminden (PSS) olusmaktadir. Camillo Golgi ve Santiago
Ramon y Cajal sinir sisteminin fonksiyonel baglantilari ile birbiri igerisine ge¢cmis
olan sinir hiicrelerin olusturdugu bir sebeke oldugunu gdosteren ¢alismalariyla 1906

Nobel fizyoloji/tip 6diiliinii almaya hak kazanmislardir (Glickstein, 2006).

1. 1. 1. Noronlar

Sinir sisteminin en 6nemli yapisal ve islevsel linitesidir. Diger tiim yapilar
noronlara bagimlidir. Noronlar uyarilar1 almak, iletmek, belli hiicresel aktiviteleri
baslatmak, norotransmitterleri ve diger bilgi molekiillerini salgilamaktan
sorumludurlar. Noronlar fonksiyonel rollerine goére motor (efferent) noronlar,
duyusal (afferent) noronlar ve internoronlar olmak iizere lige ayrilir. Noron, beyinde,
medulla spinaliste ya da gangliyonlarda yer alan bir gévde (soma) ile periferdeki
hedef organa kadar uzanan ¢ok uzun bir akson ve noronlarin birbiri ile iletisimini
saglayan dentritlerden meydana gelir. Noronlar uzantilarinin sekil ve biiytlikliigline
gore cogunlukla ii¢ kategoriye ayrilir. Multipolar (¢ok kutuplu) ndronlarin ikiden
fazla uzantis1 vardir. Bunlardan biri akson iken, digerleri dendrittir. Motor ve inter
noronlar daha ¢ok multipolardir. Bipolar noronlarda ise bir akson ve bir dendrit
bulunur (Janquerira Luiz Carlos, 2009). Ozel duyu (gdrme, isitme, koku, tat, denge)
noronlar1 bu tiptir. Psédounipolar néronlarda perikaryondan tek bir uzanti ¢ikar, kisa
bir siire sonra bu uzant1 ikiye ayrilir, biri merkezi akson diger biri de periferik akson
(dendrit olur). Periferik spinal/dorsal kok gangliyonunda yer alan genel duyu

noronlar1 bu tiptir (Sekil 1. 1).

Aksonun ¢iktig1 akson tepesi diginda, néronun tiim ylizeyi ¢esitli sinaptik
terminallerle doludur. Noronlarin sitoplazmalar1 yuvarlak, oldukca biyiik ve
okromatik belirgin bir tek ¢ekirdek tasir. Golgi cisimcigi ve mitokondri belirgin
yapilardir. Bunlar sinir duyusu iletimi i¢in enerji destegi ve deposu olarak gorev
yaparlar. Akson ndronun tipine gore degisen uzunluk ve capta silindirik bir yapidir.
Genellikle standart bir yapiya sahip olan aksonlarin caplart 1-24 pum arasinda
degisirken, uzunluklar1 da 50 um’den birka¢ metreye kadar uzayabilmektedir (Sekil
1. 2).
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Sekil 1. 1. Baslica noron tipleri (Junqueira, 2003).
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Sekil 1. 2. Noron yapist (Junqueira, 2003).

Perikaryon ve dendritte bulunan graniilli endoplazmik retikulum (Nissl
cisimcikleri) ve ribozomlar akson tepeciginde yoktur. Akson ile akson tepecigin
birlestigi bolgeye ‘baslangic segmenti’ denir. Baslangic segmenti kisa, dar ve
miyelinsiz bir bolgedir. Burasi ndrona gelen degisik eksitator ve inhibitdr uyarilarin
degerlendirildigi ve bir aksiyon potansiyelinin ya da sinir impulsunun iretilip
iretilmeyeceginin belirlendigi yerdir. Perikaryon igerisinde yer alan ve hiicre
iskeletinin dnemli bir yapisini olusturan ndrotiibiiller ve ndrofilamentler dendrit ve

akson uzantilari i¢ine kadar uzanir (Abraham L., 2006). Akson tepeciginden sonra
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akson miyelinlenir, ¢apini artirir ve sonlanacagi hedef organa kadar ayni ¢apta
devam eder. Aksonal sitoplazma (aksoplazma) birka¢ mitokondri, mikrotiibiil,
norofilaman ve graniilsiiz endoplazmik retikulum sisternalar1 igcermektedir.
Poliribozomlarin ve graniilli endoplazmik retikulum gibi protein tiretiminden
sorumlu organellerin bulunmamasi, aksonun ihtiyaglar1 i¢in perikaryona bagimli

oldugunu gosterir (Sekil 1. 3).

Sekil 1. 3. Noron govdesi (soma) (Kierszenbaum, 2001).

1. 1. 2. Aksonal Madde Tasinmasi (Transport)

Akson boyunca kiigiik ya da biiyiik molekiiller hizli bir bigimde iki yonlii

olarak aktarilmaktadir.

Anterograd (ileriye) tasima ile makro molekiiller ve hiicre govdesinde
sentezlenen organeller akson boyunca iletilirler. Bu akim ¢ ayr1 hizda
gerceklesmektedir. Yavas akim (giinde birkag mm) proteinleri ve mikrofilamanlari
aktarir. Orta hizli akim mitokondrileri, yliksek hizli akim (100 kez daha hizli) sinirsel
aktarim sirasinda akson terminalinde gereksinim duyulan vezikiiller igindeki

maddeleri aktarir.



Es zamanl olarak, endositozla hiicre icerisine alinan maddeleri (viriisler ve
toksinler dahil) kapsamak iizere pek ¢ok molekiilii tasiyan karsit yonde bir akim

bulunmaktadir.

Akson akimu ile ilgili proteinler arasinda mikrotiibiillerde bulunan, ATPaz
aktivitesi gosteren, retrograd akim ile ilgili bir protein olan dynein ve vezikiillere
baglandiginda aksondaki anterograd akimi uyaran, mikrotiibiiliin aktive ettigi bir

ATPaz olan kinesin yer almaktadir (Janquerira, 2009).

1. 1. 3. Norogliya (Gliya) Hiicreleri

Gliya hiicrelerinin sayis1 memelilerde noronlardan yaklagik on kat daha fazla
bulunmaktadir. Bu hiicreler néron araliklarina yerleserek hem sinir hiicresinin
govdesini, hem de akson ve dendrit uzantilarin1 saran destek hiicreleridir. Merkezi
sinir sisteminde dort tip gliya hiicresi bulunur. Bunlar: astrositler, oligodentrositler,
mikrogliya ve epandim hiicreleridir. Bu hiicrelere; ‘merkezi nérogliya hiicreleri’ adi
verilir. Periferik sinir sisteminde bulunan gliya hiicrelerine ise; ‘periferal norogliya’

ad1 verilir. Bunlar; Schwann ve satellit hiicreleridir (Ross, 2011).

Astrositler, gliya hiicreleri i¢inde en fazla olan ve ¢ok sayida uzantilar1 nedent
ile yildiz seklinde izlenen hiicrelerdir. Bu hiicrelerin, yapilarini giiclendiren gliyal
fibriler asit proteinden yapilmig ara filamanlar1 bulunur. Astrositler ndronlari,
kapiller kan damarlarina ve merkezi sinir sistemini Orten ince bir bag dokusu olan
piamatere baglar. Az sayida uzun uzantilara sahip astrositlere, fibroz astrositler denir
ve bunlar ak madde igerisinde yer alir. Cok sayida kisa dallara sahip olan astrositler
protoplazmik astrositlerdir ve gri madde igerisinde yer alirlar. Astrositler destekleme
gorevine ek olarak; noronlarin kimyasal ve iyonik ortamini kontrol ederler. Hasar
durumlarinda ¢ogalarak yara iyilesme dokusu olustururlar. Adrenerjik, aminoasit ve
peptid reseptorleri bulundurarak bu reseptérler aracili uyarilara yanit verme

ozelligine sahiptirler; kan-beyin bariyerine katilirlar (Janquerira, 2009) (Sekil 1. 4).

Oligodentrositler, merkezi sinir sistemindeki néronlarin elektriksel yalittimini
saglayan miyelin kilifi yaparlar. Bu hiicrelerin akson etrafina sarilan uzantilar

bulunmaktadir ve boylece miyelin kilifi olustururlar (Janquerira, 2009) (Sekil 1. 5).



E .

Sekil 1. 5. Oligodentrositler (Junqueira, 2003).

Mikrogliya kisa uzantilara sahip, uzun, kiigiik, tek ¢ekirdekli, mononiikleer
fagositik sistem kapsamina giren hiicrelerdir ve kemik iligindeki oncili hiicrelerden

koken alirlar. MSS’de inflamasyon ve onarimda gorev alirlar (Janquerira, 2009).

Epandim hiicreleri, beyin vetrikiillerini ve omurilik orta kanalin1 déseyen
alcak prizmatik epitel hiicreleridir. Baz1 yerlerde epandim hiicreleri beyin omurilik
stvisinin  hareketini  kolaylastiracak mikrovilli ve silyaya sahiptirler (Janquerira,
2009).

Satellit (uydu) hiicreleri duyusal, sempatik ve parasempatik sistemlerde
gangliyoner noronlar sararlar. Oldukga kii¢iik hiicrelerdir. Noronun dig kimyasal
ortamii diizenleyici gorevleri vardir. Hasara ve iltihaplanmaya kars1 asiri

hassastirlar ve hemen miidahale ederler.



1. 1. 3. 1. Schwann Hiicreleri ve Miyelin Kilif

Aksonun c¢evresinde aksonal yapimin hayatiyeti icin mutlak gerekli olan
Schwann hiicresi yer alir. Schwann hiicreleri periferik sinir sisteminde, tiim aksonlar1
degisik oranlarda c¢evreleyen, disinda bir bazal lamina tabakasi bulunan ve miyelin
tireten hiicrelerdir. Noronlardan farkli olarak noroektoderm kokenlidirler (Terzis JK,
1990). Schwann hiicresinin varlig1 aksondan gelen trofik faktorlerin etkisi altindadir.
Bir Schwann hiicresinin membrani ilk olarak aksonu sarar, daha sonra hiicre akson
etrafinda bir¢ok defa donerek sfingomiyelin ve lipid igeren hiicre membrani ile ¢cok

sayida kat olusturur (Sekil 1. 6).

Sekil 1. 6. Schwann hiicresinin miyelin kilif olugturmasi (Junqueira, 2003)

Miyelin kilif adi verilen bu madde bir¢ok iyonun akimimi engelleyen
mitkemmel bir yalitkandir. Membranin iyon akigina direncini 5.000 kat artirip,
membran kapasitesini 50 kat diisiiriir (Thanos ve ark, 1998). Miyelinli aksonlarda
akson boyunca, yan yana iki Schwann hiicresi arasinda, belli araliklarla (0,08-6mm),
ekstraselliiler siv1 ile akson arasinda, akabilecegi izole edilmis kiiclik bir alan kalir.
Bu alana: ‘Ranvier bogumu’ adi verilir. Iki bogum arasinda kalan miyeline
‘Internodal Segment’ denir. Miyelin segmentlerini birbirinden ayiran sirkiiler ya da

oblik araliklar da ‘Schmidt-Lantermann yariklari’ diye adlandirilir (Sekil 1. 7).



Sekil 1. 7. Schmidt Lanterman yarig1 ve Ranvier bogumu (Junqueira, 2003).

Bazal lamina tabakasi, Ranvier bogumlarinda da Schwann hiicrelerinin dig
tabakasini kesintiye ugramadan sarar. Miyelinli liflerde iyonlar miyelin kiliflarindan
gecemezken, Ranvier bogumlarindan kolayca gegerler. Bu nedenle aksiyon
potansiyeli ancak bu bogumlarda gelisir ve bir bogumdan digerine iletilir. Buna
sigrayici (saltator) ileti adi verilir. Sigrayici iletinin iki ydnden énemi biiyiiktiir. 1lki,
depolarizasyon olaymin sinir lifinin ekseni boyunca uzun aralarla si¢cramasi,
miyelinli liflerde ileti hizim 5-7 kat artirir. Ikinci olarak; aksonda enerjinin
korunmasini saglar. Ciinkii yalniz bogumlar1 depolarize ederek iyon kaybin1 100 kat
azaltir. Aksi takdirde, bir seri impulstan sonra membrana sodyum ve potasyum

farkini tekrar saglamak i¢in ¢ok daha fazla enerji gerekecektir (Janquerira, 2009).

Miyelin tabakasinin kalinligi, sardigi aksonun ¢apina gore degiskenlik
gosterir. Daha yeni liflerin miyelin tabakas1 daha kalin olmaktadir. Ayrica ayni capta

aksona sahip motor néronlarin miyelin tabakas1 duyu néronlarina gére daha kalindir.

Bazi sinir lifleri ise miyelinsizdir. Sinir liflerinin neye goére miyelinlendigi
belirsizdir. Schwann hiicreleri ve bazal lamina tabakasi miyelinsiz sinirlerde de
aynen miyelinli sinirlerde oldugu gibi dizilidir (Luse, 1956; Rustemeyer ve Dicke,
2010) (Sekil 1. 8). Akson gapi, sinirin miyelinlenmesinde 6nemli bir etkendir. Kii¢iik
capli aksonlar, genelde miyelinsiz lifleri olustururlar. Miyelinsiz sinirlerin insanlarda
0,5-3,5 um arasinda kalinliga sahip oldugu ve bu sinirlerde iletim hizinin 0,5-2 m/sn

arasinda degistigi tespit edilmistir.



Sekil 1. 8. Miyelinli (A) ve miyelinsiz (B) aksonlar (Junqueira, 2003).

1. 1. 4. Merkezi Sinir Sistemi

MSS beyin, beyincik, omurilikten meydana gelir. Gergek anlamda bir bag
dokusu bulunmaz bu yiizden yumusak jel kivaminda organlardir. Kesit alindiginda
beyaz ve gri madde boélgeleri goriilir. Beyaz maddenin ana bileseni miyelinli
aksonlar ve miyelini yapan oligodendrositlerdir. Gri maddede noéronal hiicre
govdeleri, gliya hiicreleri, aksonlar, dentritler bulunabilir. Gri madde beyin ve
beyincigin kabugunu olustururken beyaz madde merkezidir, omurilikte ise beyaz
madde dis kisimda gri madde merkezde bulunur. MSS, kafatas1 ve omurga ile
korunur. Ayn1 zamanda meninks denen zar yapilarla sarilmis durumdadir. En dis
tabakadan baslamak {izere dura mater, araknoid ve piamater seklinde tabakalanir.
MSS’de subaraknoid aralikta ve ventrikiillerin icerisinde dolasan BOS (Beyin
Omurilik Sivist) bulunmaktadir. BOS berrak, dansitesi diisiik ve protein icerigi ¢ok

az olan bir stvidir, koroid pleksus epiteli tarafindan salgilanir.



1. 1. 5. Periferik Sinir Sistemi

Periferik sinir sistemi, santral sinir sistemi ile periferik hedef organlar arasinda
cift yonlii uyar iletimini saglayan, bu sayede motor, duyu ve otonomik fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan bir sistemdir. Bu sistemin afferent boliimii,
periferdeki reseptorlerden gelen duyulari MSS’e, efferent boliimii ise MSS’nin
olusturdugu motor cevaplan perifere tasimakla gorevlidir. Motor, duyu ve otonomik
olmak iizere ii¢ tip periferik sinir bulunmaktadir. Bunlardan motor sinirlerin hiicre
govdeleri medulla spinalis 6n boynuzunda, duyu sinirlerinin hiicre gévdeleri ise dorsal
spinal arka kokler icerisinde yerlesmistir. Duyusal ve motor lifler igeren periferik

sinirler, dorsal ve ventral spinal koklerin birlesmesinden olusmaktadir (Sekil 1. 9).

Q Arka kék ganglionu
>N

<

On boynuz

motor ndron Motor sinir

Motor son plak

Sekil 1. 9. Periferik sinirlerin hiicre govdelerinin yerlesimi (Myers RR.
Morphology of the peripheral nervous system and its relationship to neuropathic
pain. Anesthesia: Biologic Foundations, Yaksh TL, Lynch IIl C, Zapol WM, Maze
M, Biebuyck JF, Saidman LJ (eds), Lippincott-Raven, Philadelphia, s: 487, 1998).

Periferik sinir sisteminin (PSS) ana bilesenleri sinirler, gangliyonlar, sinir
sonlanmalaridir. Sinir lifleri ektodermal kokenli hiicrelerden olusan 6zel bir kilifla
sartlmig aksonlardan olugmaktadir. Periferik sinir, sinir liflerinin bir bag dokusu
tarafindan bir araya toplanmis seklidir. Periferik sinirler motor ve duysal iletileri
organ, doku, beyin, spinal kord arasinda tasirlar. Periferik sinirde bulunan aksonlarin
hiicre govdeleri MSS’de ya da gangliyonlarda olabilir. Gangliyonlar bag dokusu
tarafindan desteklenen noron hiicre govdeleri ve gliya hiicrelerini iceren yuvarlak
yapilardir. Sinirsel uyar1 aktariminda dagitim istasyonu olarak gorev goriirler

(Abraham, 2006).
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1. 1.5. 1. Periferik Sinir Histolojisi

Periferik sinirlerin gevresinde koruyucu tabakalarla bulunur. Bu tabakalara
bag dokusu adi verilir ve periferik sinirin %21-81’ini meydana getirirler (Kline ve
Hudson, 1995). Eklem bolgelerinde oranin arttigi bilinmektedir. Bag dokusunun
gorevi periferik siniri beslemek ve korumaktir (Hunt, 2002). Periferik sinirleri
cevreleyen bag dokusu epindriyum, perindriyum Ve endondriyum adi verilen ii¢
farkli destek doku kilifindan olusur. Bu yapilarin birgok mekanik ve fizyolojik
gorevleri vardir. Periferik sinir lifleri ve Schwann hiicreleri bir araya gelerek fasikiil
denen yogun bir demet olustururlar. Sinir lifleri, fasikiilde kollajen ve retikulin lifleri
ile birlikte mukopolisakkaritten olusan temel maddenin (ground substance) iginde
bulunurlar. Bu yapinin temel hiicresi fibroblastlardir ve kollajen {iretiminden
sorumludur. Hiicreler, kollajen, retikulin ve temel maddenin olusturdugu yapiya
endondriyum denir. Endondriyum iginde bulunan makrofajlar ve mast hiicreleri

muhtemelen hematojen kaynaklidir (Kline ve Hudson, 1995).

Epindriyum gevsek bag dokusudur. Sinir boyunca boyuna yerlesmis kollajen
ve elastik liflerden olusur. Fasikiil gruplart epindriyum tabakasi tarafindan
cevrelenmektedir (Landers, 2003). Eksternal epindriyum siniri mekanik etkilerden
koruyan en dis tabaka, internal epinériyum ise perifasikiiler ve interfasikiiler
bolgelerin arasini dolduran ve fasikiilleri ayirarak birbiri iizerinde kaymasina izin
veren tabakadir. Epinériyum, mezodermden koéken alir ve periferik sinir kesitinin
% 30-70’ini olusturur. Bir periferik sinirde ne kadar fasikiil varsa epinériyum o kadar
kalindir. Epinériyum, bolgesel lenf nodlarina agilan lenf kanallar igerir (Burnstock
G, 1995). Epinoriyum, sinirin kapiller pleksusunu besleyen kani tasidigindan
vaskiiler bir dokudur. Sinir kesilerinden sonra olusan skar dokusunun ¢ogu yine
epindriyumda bulunan fibroblastlarin proliferasyonundan kaynaklanir. Sinir lifinde
perindriyumun cerrahi olarak diseke edilmesi sinir iletimini bozarken, epinériyumun

diseke edilmesinin boyle olumsuz bir etkisi yoktur (Brushart, 1999).

Sinir liflerinin bir araya gelmesiyle fasikiil ad1 verilen yapilar olusur. Fasikiil
cerrahi olarak manipiile edilebilir en kii¢iik sinir yapisidir. Bu yapilar saglam bir
perindriyum tabakasi ile gevrilidir. Bu tabaka endondriyumdan daha organizedir ve
i¢ tabakasinda ¢ok katli ve lamelli hiicreler, dis tabakasinda ise dairesel, boyuna ve

capraz yerlesimli yogun kollajen lifler igerir. Bir damar-sinir bariyeri oldugundan
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sinir lifinin i¢ dengesinin korunmasinda 6nemli rol oynar (Burnstock, 1995).
Perindriyum, fasikiilleri hafif bir basing altinda tutar. Perindriyum saglam oldugu
siirece sinirin elastikligi ve biitiinliigli korunur. Sinir kesildiginde fasikiiller yumusak

ve jolemsi bir doku halinde perindriyumundan tasarlar.

Endondriyum, her sinir lifinin bazal zarini saran hassas bir bag dokusu
tabakasidir (Hunt, 2002). Endonériyum akson ve bunu ¢evreleyen Schwann
hiicreleri, kollajen ve retikiiler lifler, fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri ve
kapiller sistemden olusur (Mills, 2007). Yapisinda elastin bulunmamaktadir
(Burnstock, 1995; Hunt, 2002). icerdigi uzun yerlesimli tip I kollajen sayesinde
gerilmeye kars1 kuvvetli bir yapidir. Sinirde bulunan endonéral damarlar, Schwann
hiicrelerini ve miyelini sarar. Morfolojik olarak dalgali bir yapiya sahiptir ve bu
sayede uzamaya karst uyumludur. Endondriyumun fibréz ve hiicresel komponentleri
endonoral sivi ile g¢evrilidir. Endondral sivi basinci, ¢evre doku basinglarina gore
daha yiiksektir. Bu fark sayesinde, aksona zarar verecek toksik, zararli maddeler
uzak tutulur (Sekil 1. 10).

Sekil 1. 10. Periferik sinir bag dokusu tabakalar1 (Di Fiore Histoloji Atlasi, 2001).

Fasikiil sayilari bir sinir boyunca ve kisiden kisiye degiskenlik gosterir.
Fasikiiller bir sinir boyunca birbirine paralel uzanan bagimsiz akson dizilimleri

degildirler. Seyri boyunca fasikiiller birbirlerine sayisiz dallar ile baghdirlar ve bir
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tiir intranoral pleksus olustururlar. Pleksiform yap1 nedeni ile bir fasikiilden digerine
dallanmalar olmasi sonucunda, trase boyunca trunkusun igerdigi fasikiil sayist ve
fasikiillerin igerdigi akson sayisi degiskenlik gostermektedir. Bu durumda sinir
trasesi boyunca alinan degisik kesitlerde farklt morfolojik yapilar goriilebilir

(Sekil1.11).

Sekil 1.11. Periferik sinir fasikiil ve bag dokusu (Junqueira, 2003).

1. 1. 5. 2. Periferik Sinir Embriyolojisi

Motor sinir hiicreleri, Spinal kordun 6n boynuz sinir hiicrelerinden kéken alir
ve gelisimin 4. haftasinda ortaya ¢ikarlar. Demetler halinde bir araya geldiklerinde
‘ventral sinir kokleri’ olarak adlandirilirlar. Dorsal sinir kokleri de dorsal kok
gangliyonlarindaki hiicrelerden ¢ikan lif demetleridir. Bu gangliyonlardan ¢ikan
merkezi ¢ikintilar da demetler halinde spinal kord i¢ine dogru arka boynuzlarin aksi
yoniinde biiyiirler. Distal ¢ikintilar ventral sinir kdkleriyle birleserek spinal sinirleri
olustururlar. Hemen ardindan da spinal sinir dorsal ve ventral primer ramuslara
boliiniir. Ventral primer ramuslar ekstremiteleri ve viicut 6n duvarini innerve ederler

ve major sinir pleksuslarini olustururlar.

Periferik sinir miyelinizasyonu Schwann hiicreleri tarafindan gerceklestirilir.
Noral krestten kaynaklanan bu hiicreler, perifere dogru goc¢ ederek aksonlarin

cevresini sararlar ve bdylelikle norilemma kilifin1 olustururlar. Fetal yasamin 4.
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aymin basinda sinir liflerinin ¢ogu, Schwann hiicresi membraninin akson iizerinde
bir¢ok defa kivrilmasi sonucu olusan miyelinin birikmesiyle beyazimsi bir gériiniime
biiriintirler. Her ne kadar spinal kord igindeki sinir liflerinin miyelinizasyonu
intrauterin yasamin yaklasik 4. ayinda baslarsa da yiliksek beyin merkezlerinden
spinal korda inen motor liflerin bazilar1 miyelinizasyonunu ancak postnatal 1. yasta

tamamlar (Kaplan ve ark, 2009; Song ve ark, 1999).

1. 1. 5. 3. Periferik Sinir Fizyolojisi

Sinir sisteminde iletimin temel anlami herhangi bir noktada olusan aksiyon
potansiyelinin sinir govdesi ve uzantilar1 boyunca tasinmasidir. Her hiicre gibi
noronlarinda hiicre dis1 ile i¢i arasinda bir elektriksel potansiyel farki vardir. Bu
potansiyel farki, hiicre zarinin iyonlara kars1 gegirgenlik 6zelligi ve hiicre i¢i ile dist
arasindaki iyon konsantrasyonlarindaki farklilik sonucu olusur. Normalde hiicre disinda
Na ve Cl iyonlar fazla iken, hiicre iginde K ve Ca iyonlar1 fazladir. Ayica hiicre iginde
negatif ylklii proteinler mevcuttur. Hiicre zariin segici gecirgenligi bu negatif yiikli
proteinlerin disartya kagisina izin vermezken, hiicre zarina yerlesmis olan Na, K, Ca ve
Cl kanallar1 hiicre i¢i ile dis1 arasinda konsantrasyon farki doguracak sekilde iyon
gecisini denetlerler. Bu konsantrasyon farkliliklari ve ortaya ¢ikan elektriksel potansiyel
hiicre i¢inin digina gore -60 ile -80 mV arasinda bir polarizasyon olusturur. Istirahatte bu
potansiyel sistemin denge halinde kalmasi ile korunur. Bu durumda Na kanallar1 tama
yakin kapali, K kanallar1 ise agiktir. Kanallar disinda diffiizyonla hiicre i¢ine Na hiicre
disina K kagisi ise Na-K pompasi ile kompanse edilir. Bu enerji gerektiren aktif bir
pompa olup sodyumu hiicre disina potasyumu hiicre igine tagimaktadir. Noronun
uyarilmasi hiicre zarinda istirahatte var olan dengeyi bozar ve depolarizasyon meydana
gelir. Kanallarin acilmasi ile sodyumun hiicre igine girisi baslar, siddeti yeterli bir
membran destabilizasyonu yaparsa hiicre ici ile dis1 arasindaki potansiyel farki azalarak
esik degere ulasir ve hiicre membraninin bu noktasinda ani bir potansiyel degisimi olur.
Bu noktada hiicre i¢i hiicre disina gore pozitif potansiyeldedir. Aksiyon potansiyeli
olusturan uyarilar i¢in esik degeri -59 mV'tur. Bu esik degeri asamayan potansiyel
degisiklikleri aksiyon potansiyeli yaratmazken esik degerin {izerine ¢ikan potansiyel
degisikligi siddeti ne kadar farkli olursa olsun ayn1 aksiyon potansiyelini olusturur. Buna
"hep ya da hi¢" kural1 denir. Aksiyon potansiyeli bir kez olustuktan sonra durdurulamaz

ve komsu bolgeleri uyararak yayilir (Sekil 1.12).
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Miyelinli liflerde, akson boyunca dizilim gosteren Schwann hiicreleri arasinda
miyelin kilifi olmayan 1 um’lik alanlar mevcuttur. Miyelin kilif boyunca iletilen
impulslar “Ranvier diigiimii” adi verilen bu alanlarda bir sigrama (saltatorik iletim)
yaparak bir sonraki miyelin kilifa gegerler (Lawrence, 1995). Ranvier diigiimlerindeki
sinir elemanlar1 buraya gelen akimu arttiric1 yapidadirlar. Bu bolgede bulunan mitokondri

gibi enerji lireten hiicre elemanlarinin sayist normal alanlara oranla 5 kat fazladir.
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Sekil 1. 12. Aksiyon Potansiyeli (Nebiloglu S. 2012).

Erlanger, Gasser ve Grundfast (1937) yaptiklar1 siniflamada tim periferal sinir
fibrillerini ¢aplarina ve ileti hizlarina gdére ayirmislardir. Bunlardan A grubu lifler,
miyelinli somatik afferent ve efferent liflerden olusur. B grubu lifler ise miyelinli
otonomik pregangliyonik lifleri icerir. C grubu lifler, en ince capli ve en yavas iletim
saglayan liflerdir. Miyelinsiz somatik ve viseral afferent lifler ile postgangliyonik lifler

bu gruptadir (Tablol. 1).

Tablo 1. 1. Periferik sinirlerin ¢ap ve ileti hizlarma gore smiflandirilmasi
(Nebiloglu S. 2012).

GRUP CAP ()  ILETIM HIZI FONKSiYON
(m/saniye)
A 2.5-22 15-100 Miyelinli somatik afferent ve efferent
(a,B,,0)
B 3 3-15 Miyelinli preganglionik otonomik
“visceral”)
C 0.2-15 0.3-1,6 Miyelinsiz somatik afferent ve otonomik

postganglionik efferent (agr1, pilomotor
ve vazomotor)
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1. 1. 5. 6. Sican Siyatik Siniri

Sican siyatik sinir ve dallar1 deneysel sinir cerrahisinde ve sinir rejenerasyonu

calismalarinda en ¢ok kullanilan sinirlerdir.

Normal sig¢an siyatik sinirinin daha ¢ok L4, L5 ve L6’da, az bir kismu ise
L3’de bulunan toplam 2.005+89 motor néronu ve 10.500 adet dorsal kok gangliyon
noronu vardir (Swett ve ark 1991). Sinirin uylukta, biiyiik trokanterin distalinde
yaklasik 23.700-27.000 arasinda aksonu bulunmaktadir. Bunlarin sadece 700-800
tanesi miyelinlidir. Miyelinli aksonlardan 4.500 tanesi tibial sinir, 1.900 tanesi
peroneal sinir, 1.050 tanesi sural sinir ve 350 tanesi kutandz sinire ait oldugu
diisiiniilmektedir. Miyelin kilifinin ¢ap1 1,5; 12,5 pm arasinda degiskenlik gosterir.
Miyelinsiz akson sayis1 ise toplam 19.400°diir (Schmalbruch 1986).

Siyatik sinir pelvisten ¢iktiktan sonra hamstring ve gluteal kaslara kiigiik
dallar verir ve daha sonra biiylik trokanter etrafinda doner. Bu safthada sinir
unifasikiilerdir. Biiyiik trokanterin 3-5 mm distalinde sinirin ilerde ana dallarini bélen
septum goriilmeye baslanir. Hemen hemen ayni seviyede sinirin peroneal kismindan
bir dal ¢ikar. Bu dal biseps femorisi ve uylugun proksimal-lateral ylizeyini innerve
eder. Bu daldan 2 cm sonra popliteal bolgede sinir dort dala daha ayrilir. Sural sinir
daha yiizeysel seyrederek bir damar esliginde gastrokinemius kasmin dorsal
yiizeyinde seyreder. Tibial sinir popliteal fossanin derininde seyrederken
gastrokinemius kasinin baglar1 arasinda kaybolur ve fleksor kaslari innerve eder.
Peroneal sinir daha superfisiyal ve lateral seyrederek anterior kas grubunun igine

girer. Sinirin ¢ap1, 0.9-1.1mm arasinda degismektedir.

Sigan siyatik siniri, memeli hayvanlar arasinda, elektron mikroskopi
diizeyinde bile insan sinir dokusundan ayirt edilemeyen hiicresel 6zelliklere sahip,

ucuz ve temini kolay bir sinir dokusu kaynagidir (Sekil 1. 13, 1. 14).
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Sekil 1.13. Sigan siyatik siniri yapisi

Sekil 1.14. Sigan siyatik sinirinin dnden goriintiisii. L4 ve L5 spinal sinirler
birlesip siyatik siniri olusturmaktadir. L6 spinal sinir siyatik sinire solda ince bir dal
vermektedir (beyaz ok). Siyah okla L4 ve L3 spinal sinirlerin ince birlesimi

gosterilmistir (Asato, 2000).

17



1.1.5. 7. Periferik Sinirde Hasara Reaksiyon

Aksonal Dejenerasyon

Aksonun ndronal hiicre govdesine en uzak kisminin (distal akson)
zedelenmesi sonucu buradaki sitoplazmik pargalanma aksonal dejenerasyon olarak
adlandirilir. Dejenerasyon, akson igindeki tek bir noktada baslar ve daha distal
segmentleri icermek iizere ilerler. Zedelenmeden sonra birka¢ giin iginde distal
aksonun tiim kisimlarinda pargalanma baglar. Norofilamanlar ve mikrotiibiiller
sitoplazmada artik goriilmez ve yerini amorf graniiler sitoplazmik materyale birakir.
Ayn1 zamanda aksolemma da devamliligin1 koruyamaz ve aksondaki elektrik tiretimi
kesilir. Miyelin kilif dagilir ve hasarin distalindeki alanlarda akson kiiciikk oval
segmentlere parcalanir. Fragmanlar, belirgin miyelin debris ve aksonal kalintilar
igerdikleri i¢in ‘miyelin ovoidler’ olarak adlandirilirlar. Eger hasar noron hiicre
govdesinin hemen proksimalinde ise hiicre govdesi dejenere olur. Aksi takdirde
hiicre gbvdesi, santral eozinofilik bir alan seklinde genisler ve Nissl cisimcikleri
hiicrenin periferine yer degistirir, bu olaya ‘kromatolizis’ veya ‘aksonal reaksiyon’
denir.

Schwann hiicreleri aksonal dejenerasyon ve rejenerasyon olayina aktif olarak
katilir. Akson pargalanmasinin baglangicindan Kisa bir siire sonra Schwann hiicreleri
prolifere olarak ¢ogalir ve aksonal kalintilari kusatirlar. Makrofajlar aksonal
dejenerasyon alanina gelip lifin dis yiizeyine katilirlar. Birkag hafta sonra debris
ortadan kaldirilir ve makrofajlar vaskiiler alanlara go¢ ederler. Eger aksonal
rejenerasyon inkomplet ise dnceden aksonun yer aldig: alan kollajen ile doldurulur.

Hizli aksonal transportun, aksonal dejenerasyon olayr ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Aslinda aksonal transportun ilk gostergesi, kesiden sonra anterograt
akson dejenerasyonudur. Hizl1 aksonal tansportta en hizli hareket, membranla iliskili
vezikiiller i¢indeki materyallerle ilgilidir. Bunlar anterograt yonde ‘kinesin’ olarak
bilinen mikrotiibiil-iliskili ATPaz ile ileri dogru hareket ederler. Kinesin hem aksonal
vezikiillere hem de mikrotiibiillere baglanir ve mikrotiibiil boyunca vezikiil
hareketini olusturur. Hizli aksonal transportun aksonal dejenerasyonla iliskisini
gosteren kanit, daha kisa olan aksonlarda bu materyalin (vezikiillerin) daha hizl
bosalmasi ve tiikenmesiyle dejenerasyonun uzun aksonlara gore daha hizli olmasidir.

Ek olarak, hizli taginan vezikiiller aksonal kesinin proksimal kisminda birikir. Sonug
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olarak; aksonal dejenerasyon, kesiden sonra 1-4 giin i¢inde baslar ve bu zaman
cercevesinde molekiiler hareketin ana dalgasi, hizli aksonal transporttur.

PSS, eger zedelenmeye yol agan ajan elimine edilirse genis rejenerasyon
kapasitesine sahiptir. Aksonal filizlenme ve yeniden biiyiime iki paternde gergeklesir.
[lki ve en hizli olani, denervasyon alammin bitisigindeki intakt aksonlarin
filizlenmesidir. Bu olay, terminal akson filizinin atrofik kas lifini tekrar inerve etmesi
seklinde, iskelet kasinda da bildirilmistir. Ikinci tip filizlenme, hasarlanan aksonun
distal giidiigiinde olur ve aksonal biiylime konilerinin formasyonu ile sonuglanir.
Biiyiiyen koninin yayilimi ve aksonal biiyiimenin yeterliliginde birgok faktor rol
oynar. Bu biiyliyen koniler 6zellesmis, aktinden zengin hiicre iskeleri (sitoskeleton)
eleman1 igerirler. Artmis biiylime-iliskili (growth-associated) protein (GAP-43)
iceren Ozel vezikiil ve membran karakteristikleri vardir. Diger biiyiime faktorleri,
sinir buyiitiicii (nerve growth) faktorler (NGF) aksonal rejenerasyonu kolaylastirir.
Denerve olan Schwann hiicreleri de artmis sayida NGF reseptorii eksprese ederler.

Wallerian dejenerasyon aksonal dejenerasyonun bir tipi olarak goriilebilir.
Kesi noktasinin distalindeki aksonlarin dejenerasyonu olarak tanimlanir. Kesi
yaralanmalarindan sonra aksonal dejenerasyon ve rejenerasyon dengede
goriilmektedir. Ancak transeksiyon zedelenmelerinde sinirin devamliligi bozuldugu
icin rejenerasyon distal segmentlerdeki biiylime konilerinin yanlhs yerlesimi sonucu
bozuk olur. Bu yanhs yerlesim aksonal rejenerasyonun vyeterliligini azaltir ve

travmatik néromalarin olusmasina yol acar.
Segmental Demiyelinizasyon

Schwann hiicrelerinin miyelini koruma yeteneginde gerceklesen patolojik
olaylara ‘demiyelinizasyon’ denir. Iki Ranvier nodunun (internod) arasindaki akson
segmentini, bir Schwann hiicresi miyelinledigi igin tek bir Schwann hiicresinin hasari
sadece bir akson segmenti iizerindeki miyelinin kaybina yol agar. Bu olayn
habercisi, akson korunurken miyelinin dagiliyor olmasidir. Schwann hiicreleri ¢giplak
aksonu tekrar drtmek icin prolifere olur. Once sitoplazmik kilif sonra miyelinin tiimii
olusur. Remiyelinizasyon fazi farkli molekiiler sinyallerle regiile edilir. Hiicre
kiiltiriinde, aksonal integral membran proteinleri, istirahat halindeki Schwann
hiicrelerini boliinmeleri i¢in stimiile ederler. Bir akson, kronik olarak denerve olmus
olan bir sinire greft olmak iizere rejenere olurken, Schwann hiicreleri proliferasyon
icin stimiile olurlar. Yaralanmalarda aksonal filizlenme daha hasarli dokuya

19



ulagmadan, Schwann hiicre proliferasyonu olusur. Bu yilizden aksonal kopmanin,
Schwann hiicre mitojenlerinin olugumuna neden oldugu disiiniilmektedir. Ayrica
tam olarak karakterize olmamis olsa da, kismen sindirilmis miyelin proteinleri
Schwann hiicreleri i¢in mitojenik gdziikmektedir. ilk Schwann hiicresi
proliferasyonu sathasinda miyelin dretilmez. Demiyelinize segmentin tamirinin
ikinci fazi miyelinin tretilmesidir. Miyelin protein ekspresyonu, transkripsiyon
sathasinda regiile olur ve sadece aksonal kontakt hatti tizerindeki Schwann
hiicrelerinde miyelin proteini icin mRNA eksprese olur. Segmental demiyelinizasyon
parafine gomiilii kesitlerde degerlendirilemez. Bu olusum plastik gomiili kesitlerde
ve glutaraldehid tespitli epoksi rezin preperatlarda fark edilebilir. Remiyelinize
internodlar kisadir ve daha incedir. Bu yiizden demiyelinizasyon sonrasi internodlar
farklt uzunluktadir ve tek lif boyunca miyelinin kalinhig:r farklidir. Tekrarlayan
demiyelinizasyon epizodlart ayni internodda oldugunda Schwann hiicreleri prolifere
olur ve konsantrik sekilde tabakalanma gosterirler. Bu tabakalanma az oldugunda
‘Schwann hiicre  hiperplazisi’ denir ve ayni internoddaki tekrarlayan
demiyelinizasyon ve remiyelinizasyona isaret eder.

Olay devam ettigi siirece ¢cok sayida konsantrik Schwann hiicre tabakasi
sogan kabugu goriiniimiine yol agar. Sogan kabugu goériintimiindeki dagilmis lifler
bir¢ok kronik demiyelinize néropatide goriilebilir.

Uzun siiren periferik sinir hastaliklarinda, nedenden bagimsiz olarak,
birbirinden ayirt edilemeyen patolojik degisiklikler —goriilebilir. Sekonder
demiyelinizasyon ile iligkili aksonopatiler ve demiyelinizan hastaliklar aksonal
kayipla sonuglanabilir. Ornegin {iremik noropatide, ilk degisiklikler aksonal
dejenerasyon ile giden aksonopati ve progresif lif kaybidir, ayn1 zamanda segmental
demiyelinizasyon da olusur.

Primer olarak demiyelinize noropati olan Guillan-Barre sendromunda,
aksonal dejenerasyon Ozellikle distal sinir segmentlerinde belirgindir. Sonug olarak;
periferal ~sinir biyopsi Ornegi hem aksonal kaybi1 hem de segmental
demiyelinizasyonu igerebilir. Bu nedenle sinir biopsilerinin sonuglari spesifik klinik

ayiricl tani 15131inda degerlendirilir (Sekil 1.15).
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1-Narmal Sinir

e

2-Yikim

5-lyilegme
Sekil 1. 15. Sinir dejenerasyon ve rejenerasyonu (Lundborg G. The nerve

trunk. Nerve injury ve repair. Churchill Livingstone, New York, s: 151, 1988” den

cevirilerek alinmistir).

1. 2. Kok Hiicre Tanim ve Ozellikleri

Kok hiicre gibi islev ve yap1 olarak birbirinden farkli olan bir dizi hiicreyi bir
tanim altinda toplamak olduk¢a zor olsa da, bugiin kabul edilen birkag¢ temel 6Slgiit,
kok hiicrelerin en bilinen tanimini olusturur;

i) Kendini yenileme,

ii)Farkli hiicrelere farklilasma yetkinligi (potensi)

iii)Klon olusturma yetenegi (Smith, 2001) bu 6lgiit, her ne kadar embriyo kok
hiicrelerine, belli oranda fetiis kok hiicrelerine uymaktaysa da, bir organizmanin
yasami1 boyunca siiren kok hiicre davraniglarini agiklayamaz.

Bu hiicreleri tanimlayan en gegerli ortak ozellikler asagidaki gibidir (Can,
2014).

1) Dokularda az sayida bulunurlar,

ii) Yasam boyu belli oranda béliiniirler ve boliindiikge sayilarini korurlar,

ii1) Boliindiiklerinde ortaya ¢ikan iki yavru hiicreden en az birisi kok hiicre
olarak mevcut kok hiicre havuzuna katilir,

iv) Cok kez boliinerek gegici (transit) hiicreleri olustururlar ki, bu hiicreler
kisa siire i¢inde bir farklilasma yoluna giderek dokuya 6zgii farklilagsmis hiicreleri

olusturur.
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v) Genellikle boliinme hizlar1 yavastir; ancak doku yaralanmasi sonrasinda
yogun bdliinme etkinligi kazanirlar. Eger yaralanma ve doku kaybi ¢ok siddetliyse,
kendi hiicre havuzlarinin yenilenmesi i¢in dogal béliinme hizlarini arttirirlar,

vi) Dokularin en kalic1 ve en uzun siire yasayan hiicreleridir, organizmanin
yasami boyunca varliklarini korurlar, ancak yasla birlikte sayilart azalir,

vii) Biiyiime faktorlerine ve sinyal molekiillerine olduk¢a duyarhidirlar ve
hizla yanit verirler; TGF, Notch, Wnt ve Jak/ Stat gibi sinyal yolaklarini etkin bir
bigimde kullanirlar,

viii) Kok hiicrelerin birgogu hiicre doniisiimiiniin Go evresinde sessiz olarak
bulunurlar. Embriyo kok hiicreleri veya yetiskindeki ¢cogalan kok hiicreler gibi bir
grup hiicre ise bu siireci ¢ok hizli gecerek hiicre dongiisiinii ¢ok ¢abuk tamamlar,

ix) Diger hiicrelere oranla farkli kromatin Oriintiisiine sahiptirler. DNA
metilazlar veya histon deasetilazlarin transkripsiyon baskilayicilar tarafindan veya
Groucho ailesi proteinleri tarafindan 6zgiin DNA diizenlenisi kok hiicrelere 6zgiin
DNA ozelligi kazandirir,

x) Tim kok hiicreler strese karst dayaniklidir. Bu 6zelliklerini ¢oklu ilag
direnci tasiyicilari, Ozglin protein katlanma mekanizmalari, ubiquitin ve
detoksifikasyon sistemleriyle basarirlar.

Kendini yenileme kavrami, kok hiicre ve hiicre kiiltiirii literatiiriinde hiicrenin
cogalama sayist ile ilgili bir kavram olup “infinite/6liimsiiz”, “siirsiz”, “siirekli”,
“ileri derecede c¢ogalabilen” gibi farkli terimlerle de anilir. Ancak bu terimlerden
bazilari, kok hiicrelere 6zelliklerini asan bir anlam yiikler. S6z gelimi, kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin 40-60 kez boliindiikten sonra ciddi anlamda
yaslandiklar1 ve diger kok hiicre 6zelliklerini de kaybettikleri bilinmektedir (Luna ve
ark, 2011).

Bir hiicrenin kendini yenilemesi, eskiyen organellerinin onarilmasi anlaminda
degil, kok hiicre havuzunun yenilenmesi anlamina gelir. Dolayisiyla kok hiicre
havuzunun tiikkenmemesi i¢in her boliinen kok hiicrenin en az bir yedeginin ortaya
¢ikiyor olmasi ve bu havuza katiliyor olmasi gerekir. Boliinme sonrast iki farkli
fenotipte hiicre ortaya ¢ikar; hiicrelerden birisi kok hiicrenin yedegi niteliginde
kalirken; digeri bir sonraki asama i¢in farklilagir. Bu tiir boliinme,‘asimetrik hiicre
bolinmesi’ olarak adlandirilir. Asimetrik hiicre boliinmesi prensip olarak ya ¢evre
asimetrisi ya da boliinme asimetrisi olarak iki yolla gerceklesir (Sekil 1. 16) (Watt ve
ark, 2006).
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Sekil 1.16. Kok hiicrenin boliinmesi ve farklilagsmasi. A: kok hiicre; B: onciil

hiicre; C: farklilagsmis hiicre; 1: simetrik kok hiicre boliinmesi; 2: asimetrik kok hiicre
boliinmesi; 3: onctil boliinme; 4: son farklilasma
(http://tr.wikipedia.org/wiki/Kok hiicre)

Kok hiicrelerin bir¢ogu, ilk boliinmeden sonra hemen farklilasma yoluna
gitmezler. Yukarida deginildigi lizere bir kism1 kok hiicre olarak kalmay1 segerken
diger bir dizi boliinme silirecine daha girer ve bunun sonucunda farklilasmadan
boliinen hiicreler ortaya c¢ikar; ¢ogalan gecici hiicreler denir. Bu kok hiicrelerin
organizmada idareli kullanildig1 anlamina gelir.

Farklilagma yetkinligi (potensi) veya farklilasma zenginligi bir kok hiicrenin
gelisim hiyerarsisinde hangi basamakta yer aldigi ile ilgili olup en tartismali
konulardan birisidir.

Tek bir hiicre tiiriine farklilasabilen (unipotent) hiicreleri kok hiicre olarak
nitelendirmek yerine progenitdr, prokiirsor olarak nitelendirmek daha dogrudur, bu
hiicreler kok hiicrelerden koken almis olup ¢ogunlukla bir veya iki hiicreye
farklilagsma yetenegine sahip, sinirli sayida ¢ogalabilen hiicrelerdir. Farklilasma,
aslinda goreceli bir kavramdir; yani bir hiicrenin farklilagsmasi ve bdylece fenotipinde
meydana gelen degisimler, ancak bir baska hiicre ile kiyaslandiginda anlam kazanir.

Gilinlimiizde, bir hiicrenin farklilagmasinda rol oynayan en Onemli
mekanizmanin epigenetik mekanizmalar oldugunu biliyoruz. Ik kez Waddington
tarafindan 1957 yilinda olusturulan modele gore; hiicrede farklilasma {izerinde rol
oynayan ve kalitilabilen bu genom 6&tesi diizenlemeler vardir. Bu diizenlemeler s6z

konusu hiicrenin hangi farklilasma durumunda olacagini belirlemekte, bunun da
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Otesinde bu mekanizmalarin etkisinin artmast veya azalmasiyla hiicre durum
degistirebilmekte, sonu¢ olarak viicudumuzdaki kok ve oncii hiicreler buna gore
davranmaktadirlar (Can, 2014).

Farklilagma, ileriye ve geriye farklilasma olarak ele alindiginda plastisite
kavramindan soz edilir. Bir hiicrenin farklilasma yolunda ileri gitmesi daha olagan
bir durum gibi goziikiirken; gerektiginde, farklilasmaya basladigr noktaya kismen
veya tamamen geri donmesi ‘geriye farklilasma’ olarak adlandirilir ki, giiniimiizde
deneysel olarak elde edilmis uyarilmis puliripotent kok hiicreler (UPK) (induced-
Pluripotent Stem Cells; iPSCs), bu mekanizmanin gergeklestigi en tipik drneklerden
birisidir.

Klon olusturma yetenegi (klonalite) kok hiicrelerin  vazgecilmez
ozelliklerinden birisi olmak durumundadir. Tek bir hiicreden ¢ok sayida yeni hiicre
tiremesi olarak tanimlanan klonalite, klonun biiyiikliigiine gore (icerdigi hiicre sayis1)
ve klon olusturma hizina gore kok hiicreler arasinda yapilacak kiyaslamalarda

kullanilan 6l¢iitlerdir.

1. 2. 1. Kok Hiicre Tiirleri

Zigotun birbirini izleyen 5-6 kez boliinmesi ile blastokist olusur. Bu
asamadaki hiicreler biitiin organlari olusturmak {izere giderek c¢ogalir, farklilagir
(diferansiyasyon) ve kararlanir (determinasyon). Insanda 4-6 giinliik bir blastokistin
i¢ hiicre kiitlesinde yer alan hiicreler ‘embriyon kok hiicresi’ olarak isimlendirilir.
Ciinkii bunlar, embriyon gdvdesine ait biitiin hiicre tabakalarini ve onlardan kdken
alacak olan organ sistemlerini olusturma yetenegine sahiptir (totipotent; totus:
biitlin). Bu asamada embriyon goévdesi digina c¢ikarildiklarinda deneysel yolla
farklilagsmalar1 ve dokudaki hiicrelere benzer hiicrelere doniisebildikleri bircok kez
gosterilmistir. Ancak yiiksek telomeraz aktivitesi sonucunda kontrolsiiz ¢ogalmayla
tiimor hiicrelerine doniisme olasilig1 da yiiksektir.

Ote yandan gelismekte olan organizmada (fotal, prenatal, postnatal, infantil,
¢ocukluk donemi) embriyonal kdk hiicrelerinden s6z etmek miimkiin degildir. Basta
kemik iligi olmak {lizere ¢esitli organlarda ve bu organlarin belirli bdlgelerinde
gerektiginde kendiliginden cogalabilen, kararlanabilen ve farklilagsabilen hiicreler
varhigin siirdiiriir. Bunlara: ‘yetiskin kok hiicreler’ veya ‘dokuya 6zgii kok hiicreler’

ad1 verilmektedir. Bu hiicreler totipotent 6zellige sahip olmadiklar1 i¢in daha az
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sayida hiicre tiirtine farklilagirlar, bu 6zellikleri nedeniyle multipotent, unipotent

olarak degerlendirilirler (Sekil 1.17, Tablo 1. 2) (TirkiyeBilimlerAkademisi, 2009).

Tablo 1. 2. Kok hiicre tiirleri. EKH: embriyon kok hiicreleri; YKH: yetigkin
kok hiicreleri (Tiirkiye Bilimler Akademisi, 2009).

Hiicre tipi Farklilanma Farkhilanma yonii
etkinligi
EKH Morula asamasindaki totipotent Embriyon ve embriyon dis1 tabakalar
hiicreler
EKH Blastokist asamasindaki pluripotent Embriyon govdesi (tiin somatik ve
i¢ hiicre kitlesi germ hiicreleri)
EKH Gastrula asamasindaki pluripotent Endoderm , mezoderm ve ektoderm
epiblast hiicreleri
EKH Ektodrm, endoderm ve pluripotent Tiim somatik hiicreler
mezoderm hiicreleri

YKH Ozgiin doku hiicreleri multipotent ~ Hiicrenin bulundugu dokuya gore bir
veya daha fazla hiicre
YKH Bir dokuya yerlesik unipotent Bir hiicre tipi
hiicreler

(_Totipotent )

Sekil 1. 17. Kok hiicre tiirleri ve farklilasma 6zellikleri.
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1. 2. 2. Yetiskin Kok Hiicreler

Yetiskin kok hiicreler (YKH), erken embriyo gelisimini tamamlamis bir
organizmada bulunan kok hiicreler olarak tanimlanir. Yetigkin organizmadaki
cogalan gecici hiicrelerin Onciisii olan bu hiicreler hasarlanan dokularin
yenilenmesinde gorev alir. Somatik hiicreler olarak da adlandirilan bu hiicreler bazen
“dokuya 6zgili kok hiicreler” olarak isimlendirilirler. Pluripotent embriyo hiicreleri,
ilkel cinsiyet hiicreleri, ndral krista kok hiicrelerinin bir kismi ve embriyo dist
mezogerm kaynakli hiicreleri bir kenara ayiracak olursak bu gruplarin disinda kalan
tiim kok hiicreleri yetiskin kok hiicre semsiyesi altinda ele alabiliriz.

Glinlimiizde tizerinde en ¢ok calisilan YKH tipleri hematopoetik kok hiicreler
(HKH), mezenkimal kdk hiicreler (MKH), noral kok hiicreler (NKH), bagirsak kok
hiicreleri(BKH) ve endotel kok/6ncii hiicreleridir. Bunlarin disinda kalp, karaciger,
akciger, pankreas, gdz, burun, kulak gibi organlarda yer alan parankim hiicrelerinin
koken aldigi kok hiicrelerden soz edilebilir.

Yetiskin kok hiicreler arasinda multipotent olanlarin yani sira oligopotent
hatta unipotent olanlarina da rastlamak olasidir. Bu hiicreleri 6ncii hiicrelerden ayiran
en Onemli Ozellik, belki de pluripotent hiicrelerde oldugu gibi asimetrik hiicre
boliinmeleriyle boliiniiyor olmalaridir. Boylece, kok hiicre havuzunun yenilenmesi
ve yasam boyunca kok hiicre sayisinin gorece azalmadan siirdiiriilebilmesi garanti
altina alinir. YKH hemen hig birisi dogrudan bdliinmeye ugramazlar. Bunun yerine
cogalan gegici hiicreleri meydana getirirler ve bu siirecin sonunda sonuna kadar

farklilagsmis hiicrelere doniisiirler.

1. 2. 3. Mezenkimal Kok Hiicreler

“Mezenkim” terimi epiblastin farklilasmasindan baglayarak embriyonun
gelismesinde ve daha sonra fetiisiin yasaminda onemli yer tutan, bag dokusu
yapisindaki dokulara verilen genel isimdir.

HKH (Hematopoetik kok hiicre) nin kesfinden kisa siire sonra Friedenstein ve
ark. farede kemik iligi stromasi bir bagka dokuya naklettiklerinde (heterotopik
nakil) kemik, yag, kikirdak ve retikulum hiicrelerine doniisebilecegini
gostermislerdir (Friedenstein ve ark, 1966). Bu bulgu, kemik iliginde hematopoetik
olmayan bir grup oncii hiicrenin oldugunu ortaya koymustur. Bu hiicrelerin etkinligi

daha sonra HKH etkinligini 6l¢gmede kullanilan yontemin bir benzeri olan fibroblast
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kolonisi olusturan birim (CFU-F) etkinligiyle 6l¢iilmiis ve bu hiicrelerin fibroblast
oncusii hiicreler olduklar1 6ne siiriilmiistiir (Friedenstein ve ark, 1970). Temel olarak
bu hiicreler plastik yilizeye yapismalar1 ve in vitro olarak g¢ogaltilabilmeleriyle
tanimlanmiglardir. Yillar sonra bu hiicreler tek bir koloniden ayristirilarak in vitro
olarak osteoblast, adiposit ve kondrosite farklilastirilmistir (Pittenger ve ark, 1999).
Birden fazla hiicre serisine farklilasabilmeleri (multipotensi) ve in vitro ¢ogalabilme
(kendini yenileme), yani kisaca kokliiliik (stemness) ozelligi gostermeleri nedeniyle
bu hiicreler mezenkimal kok hiicre (MKH) olarak adlandirilirlar (Caplan, 1991,
Prockop, 1997). Bu isim altinda ele alinan hiicreler o giinden bu yana yetiskin ve
embriyonun Ozellikle bag dokusu yapisindaki bircok dokudan elde edilmis ve
giiniimiizde kok hiicre calisma alanimnin 6nemli konularindan biri halini almistir.
Gilinlimiizde bu hiicrelerin hangi dokulardan elde edilip hangi hiicre serilerine
donistiiriilebildigine iliskin binlerce arastirma makalesine ve yiizlerce derleme ve
kitap bolimiine ulasmak miimkiindiir (Can, 2014).

Uluslararasi hiicre tedavileri toplulugunun mezenkimal kokenli kok hiicreler
icin tanimladig kistaslar su sekilde siralanabilir;

1. Plastik ve cam yiizeylere yapisabilme,

2. Hiicre yiizeyinde minimum CD73, CD90, CD105 pozitif ifadesi
(ekspresyonu) yani sira hematopoetik kok hiicre belirtegleri olan CD45, CD34, CD14
veya CD11b, CD79 o veya CD19 ve HLA-DR yiizey molekiillerinin negatifligi,

3. Bu hiicrelerin in-vitro adiposit, kondrosit veya osteoblast gibi mezenkimal
hiicrelere doniisebilme yeteneginin bulunmasidir (Dominici ve ark, 2006). Ilerleyen
zaman ig¢inde bu hiicrelerin mezoderm disinda, endoderm ve ektoderm kdkenli
hiicrelere de doniisebildikleri in-vivo ve in-vitro ¢alismalarda gosterilmistir (Snykers
ve ark, 2011; Trzaska ve ark, 2007; Zavan ve ark, 2010).

MKH insan viicudunun 0&zellikle damardan zengin bag dokusu iceren
dokulardan elde edilmektedir. Bunlar arasinda kemik iliginin en cok MKH icerdigi
kanist hakim olsa da yag dokusu, gébek kordonu stromasi gibi MKH kaynaklarinin
da yabana atilmayacak yetkinligini ortaya koyan caligmalar giderek artmaktadir.
Ancak unutulmamasi gereken nokta, bu kaynaklardan elde edilen hiicrelerin sayisi,
genetik yapilar1 (Wagner ve ark, 2005), fenotipleri, biiyiime-¢ogalma ve farklilasma
ozellikleri, sitokin ve kemokin salgilama yetileri degisen oranlarda birbirinden
farkliik ~ gosterir  (Friedman ve ark, 2007). Onarim tibbi1 agisindan

degerlendirildiginde; her hiicrenin ayni verimlilikte yanit vermesi beklenemez.
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Ornegin, kemik iliginden elde edilen MKH’nin kondrojenik farklilasma yetisi, yag
dokusundan elde edilenlere gore daha yiiksektir (Huang ve ark, 2005). Insanlarda
MKH kaynaklarini degerlendirirken kisinin yasin1 da dikkate almak gerekir.
MKH’nin sayis1 yagla birlikte azalmaktadir, yeni doganin kemik iliginde her 10.000
cekirdekli hiicreden birisinin MKH oldugu, buna karsin ergenlik yillarinda bu sayinin
1:100.000, 30’Iu yaslarda 1:250.000, 50’li yaslarda 1:400.000 ve 80’li yaslarda
1:2.000.000 oldugu varsayilmaktadir (Caplan, 1994) (Tablo 1.3).

1. 2. 4. Yag Dokusu Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicreler (ADSC)

Yag dokusunu olusturan hiicrelerin %90’1 adipositdir. Flow-sitometri ile
yapilan incelemeler sonucunda yag dokusu igerisinde; matiir adiposit, pre-adiposit,
post-adiposit (obesite sirasinda yag hiicresine doniisen ve kilo kaybiyla yeniden eski
hiicre tipi olan fibroblast yerine adiposit olarak kalan hiicreler), mezenkimal kdkenli
kok hiicre, makrofaj, fibroblast, retikiilosit, vaskuler endotel hiicreleri, mast hiicreleri
ve sinir sistemi elemanlarinin da bulundugu tesbit edilmistir (Astori ve ark, 2007).
Yoshimura ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢aligmada: intakt yag dokusunun %16
adiposit, %30 adipoz kokenli kok hiicre, %15 endotel, %9 kan orjinli hiicreler ve
%30 diger hiicrelerden olustugu bildirmistir (Eto ve ark, 2009).

Kok hiicrelerin yag dokusu igerisinde kan damarlar1 ¢evresindeki perisitler
oldugu veya fibroblastlarin bir subpopulasyonu olabilecegi seklinde yorumlar
mevcut olmakla birlikte heniiz kokenleri net olarak tanimlanamamistir (Amos ve ark,
2008; Crisan ve ark, 2008; Traktuev ve ark, 2008). Son donemde yag dokusu iginde,
adipositler arasinda SSEA-3 (stage specific embriyonic antigen) olarak tanimlanan
ve diger adipoz kokenli kok hiicrelerden farkli yeni multipotent master hiicre tiirii
kesfedilmistir (Gilindeslioglu ve ark, 2013; Kuroda ve ark, 2010; Wakao ve ark,
2011). Bu bilgi, biri yag dokusu i¢inde sinirlandirilmis ve sadece acil durumlarda
aktive olan multipotent kok hiicrelerin varhigini, digeri ise kapillerler ¢evresinde
yerlesen ve dokunun fizyolojik doniisimiini diizenleyen progenitor hiicrelerin
varligint ortaya koymast bakimindan onemlidir. Yag doku kokenli kok hiicreler,
diger endotel hiicrelerinden, makrofajlardan ve periferik monositlerden minimum
CD105, CD73 ve CD90 olmak iizere tasidiklar1 farkli fakat sabit yiizey ayiraglarinin
varligiyla ayrilirlar (Giindeslioglu ve ark, 2013).
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Tablo 1. 3. Insanda perinatal ve yetiskin kaynakli mezenkimal kdk
hiicrelerin elde edildigi doku ve organlar (Can, 2014).

Doku/ Organ Kaynaklar (ilk tammlayanlar)

Amniyon sivisi In’t Anker ve ark. 2003

Dermis Young ve ark. 2001; Toma ve ark. 2005

Gobek kordonu stromasi Wank ve ark. 2004

iskelet kasi Young ve ark. 2001

Kemik iligi Campagnoli ve ark. 2001

Periferik kan Campagnoli ve ark. 2001

Yetiskin doku ve organlari

Dalak Krampera ve ark. 2007

Dis pulpasi Gronthos ve ark.2000

Fallop tiipleri Jazedze ve ark.2009

intervertebral disk Rizbud ve ark.2007

Kemik Bruder ve ark. 1997

Kikirdak Alsalahmeh ve ark.2004

Menstiiral kan Cui ve ark. 2007

Pankreas duktus epiteli Seeberger ve ark.2006

Periost Nakahara ve ark. 1991

Retina Covas ve ark. 2008

Siit disi pulpasi Miura ve ark. 2003

Timus Krampera ve ark. 2007

Yag dokusu Zuk ve ark. 2001

N
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1. 2. 4. 1. Yag Doku Kokenli Kok Hiicrelerin Doku Onariminda Etki
Mekanizmalari

Kok hiicrelerin doku onarimina katkilar1 6zellikle doku yaralanmasinin var
oldugu durumlarda ortaya cikar. Normalde saglikli doku igerisinde sessiz bulunan
kok hiicreler, yaralanma sonrasi ortaya ¢ikan endokrin ve parakrin ¢agrilar (selektin,
kemokin, integrin etkilesimleriyle) sonucu g¢evre dokulardan ve kemik iliginden
yaralanmis dokuya dogru gog eder (Fox ve ark, 2007). Kok hiicreler, aldiklari sinyal
mekanizmalarin etkisi ile ortamdaki progenitor hiicreleri ¢ogalma ve farklilasmaya
stimiile etmeleri yan1 sira salgiladiklar1 biiyiime faktorleri ve mediatorler yoluyla da
anti-inflamatuar ve immunmodulatuar etki gosterirler ve matriksin yeniden se-
killenmesine katkida bulunurlar (Caplan, 2007; Chamberlain ve ark, 2007; Dazzi ve
Horwood, 2007; Phinney ve Prockop, 2007; Uccelli ve ark, 2007). Kok hiicrelerin,
transfer edildikleri ortamlarda bulunan hiicre tiirlerinin yiizey isaret¢ilerini
sunabildikleri immiinhistokimyasal yontemler ve revers transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu ile gosterilmistir. Fakat temelde etkilerini ortam hiicrelerine doniiserek mi
veya parakrin fonksiyonlartyla mi yaptiklari konusundaki tartisma halen devam
etmektedir.

Doku hasarmin ilk giiniinde ortama, yaralanmis dokulardan ve aktive olan
plateletlerden; temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF, basic fibroblast growth
factor), trombosit kokenli biiylime faktorii (PDGF, platelet-derived growth factor),
epidermal biiyiime faktorii (EGF, epidermal growth factor), doniistiiriicii biiyiime
faktoriic (TGF-B, transfroming growth factor-B) ve tiimor nekrozis faktér TNFa
(tumor necrosis factor o)) salinir (Aiba-Kojima ve ark, 2007; Muthukrishnan ve ark,
1991).

Yoshimura ve arkadaslarinin, yag dokusunda iskemi ve reperfiizyon
yaralanmasiyla ilgili yaptiklar1 deneysel ¢alismada; yaralanmanin 1. giiniinde ortama
salinan bFGF faktore ve iskemiye cevap olarak, yag dokusu kaynakli kok hiicrelerin
(ADSC, Adipose Derived Stem Cell), cogalmakla kalmayip ayn1 zamnada kuvvetli
damarlanma stimiilan1 ve fibrogenezis inhibitdrii olan hepatosit biiylime faktori
(HGF, hepatocyte growth factor), salgiladiklar tespit edilmistir (Suga ve ark, 2009).
Ortamdaki apopitotik endotel hiicrelerinden salinan EGF’iin de kok hiicrelerin anti-
apopitotik cevabini arttirdigi gosterilmistir (Soulez ve ark, 2010). ADSC’lerin

ortamdaki biiylime faktorleri ve stimiilanlara cevap olarak hem adipositlere hem de
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vaskiiler endotelyal hiicrelere doniistiigii diistiniilmekle birlikte, vaskiiler endotel
hiicrelerine doniisiim deneysel calismalarda gosterilmis ve fakat in vivo ¢alismalarda
nadiren tespit edilmistir (Kondo ve ark, 2009; Moon ve ark, 2006). Ayrica, kok
hiicrelerin yaralanmig ortama infiltre olan lokositlerden salinan pro-inflamatuar
sitokinlerin interleukin-1f (IL-1B), TNF-a, interferon-y ve nitrik oksit sentetaz NOS
(nitric oxide synthase) salinimini azaltip, anti-inflamatuar sitokinlerin (IL-1beta, IL-
10, bFGF, TGF-B ve antipitotik gen Bcl-2) salintmini arttirdigi da gézlenmistir (Cui
ve ark, 2007; Niemeyer ve ark, 2008).

Bu mediatorlerden 6zellikle TGF- mezenkimal kok hiicrelerin doku hasari
tizerindeki etkilerinin yonetilmesinde 6nemli rol oynar ve ¢evre yag dokuda sessiz
pozisyonda bulunan veya kemik iliginden orijin alan diger kok hiicreleri aktive
ederek ortama cagirir. Yaralanmanin 2-4. (inflamatuar faz) giinlerinde yag dokusu
icinde yerlesmis mast hiicreleri ve trombositler de diger hiicreler gibi TNF alfa,
VEGF, PDGF, TGF-B salgilayarak iyilesmeye katkida bulunur. Yaralanmanin 5-7.
giinlerinde (proliferasyon fazi) ise VEGF, HGF, IL-8 ve matriks metalloproteinaz-
8’in (MMP-8) yara sivisinda arttig1 gosterilmistir (Doi ve ark, 2013). Kompansatuar
proliferasyon olarak da adlandirilan bu dénemde yag doku kokenli kok hiicrelerin
yeni yag dokusu hiicrelerini olusturdugu gosterilmistir (Fan ve Bergmann, 2008).

Bu sekilde bir taraftan iskemiye bagli bir grup hiicre apopitoza giderken bir
taraftan da yeni nesil adipositler olusturularak remodeling siirecine girilmis olur ve
yaklasik 2 hafta icerisinde yaralanmis yag dokusu iyilestirilir. Ortamda bulunan kék
hiicrelerin sayis1 ve kok hiicrelerin yerlestigi mikro c¢evreyi olusturan matriks
bilesenleri siirecin yeni dokunun rejenerasyonuyla mi1 yoksa fibrozis ve
kalsifikasyonla m1 sonuglanacagini belirler (Giindeslioglu ve ark, 2013).

MKH klinik kullanimlar1 heniiz yenidir ancak farkli tiirlerde bugiine kadar
yiiriitiilmiis ve yiiriitilmekte olan yiizlerce hayvan deneyi bu hiicrelerin gerek otolog
gerekse allojenik olarak birgok hastalikta kullanilabilecegini gostermektedir. MKH
lokal hasarlarin onarimi amaciyla organizmaya verilmeden Once laboratuvarda
istenen hiicre tipine in vitro olarak farklilasabilecegi gibi daha yaygin bigimiyle 1-3.
pasajlarda yeterince hiicre sayisina ulasildiginda viicuda verilir. Cogunlukla hastanin
kilosu basma 1-2 milyon hiicre verilmektedir. Verilis sekli de en ¢ok tartisilan
konulardan birisidir. Hiicrelerin yamanma 6zelliklerinin bulunmasi nedeniyle yerel

uygulamanin yani sira ven yoluyla da uygulama yaygindir (Can, 2014).
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1. 3. Periferik Sinir Yaralanmasi

Periferik sinir yaralanmalar1 bir¢ok sebebe bagli olusabilir. Burada en énemli
faktor yaralanmanin derecesidir. Sinir yaralanmalarinda Seddon (1947) ve
Sunderland (1951) tarafindan tarif edilen iki onemli kabul gormiis siniflandirma
mevcuttur (Seckel, 1990; Thomas PK ve ark, 1993) (Tablo 1. 4, Sekil 1.18).

Tablo 1. 4. Sinir yaralanma simiflandirmalarinin 6zeti (Seddon, 1947)

Seddon Seddon Hasar Tyilesme
Potansiyeli
Noropraksi I Iyonik blok; olas1 segmental Tam
demiyelinizasyon
Aksonotmezis I Akson kopmasi; endondral tiip saglam, Tam
distal segment Wallerian dejenerasyon
Il Endonoral tiip kopmast, Yavas;
perindriyum saglam inkomplet
v Perindriyum hasari, yalnizca Noroma
Epindriyum saglam
Norotmezis \Y Epindriyum hasari, sinirde tam kopma Yok
Vi Sinir trasesi boyunca degisik Yok

seviyelerde ve degisik derecelerde
yaralanmalar

Hasarh
akson ve miyelin
kilif kaviteler Skarh Saglam ekstarnal

Hasarli miyelin a8l glary
endondnyum epinérnyum
L\

kihf kaviteler

‘7; Saglam; i
perindriyum | Saglam mezondriyum
3. Derece 4. Derece

e 6. Derece =

Sekil 1. 18. Periferik sinir yaralanmalarinin smiflandirtimas: (Brandt KE ve
Mackinnon SE: Microsurgical repair of peripheral nerves and nerve grafts. Grabb
and Smith’s Plastic Surgery. Aston SJ, Beasley RW, Thorne CHM (eds) Lippincott-
Raven, Philadelphia, s:82, 1997 and Mackinnon SE. New directions in peripheral
nerve surgery. Ann Plast Surg. 22: 257-64, 1989’dan degistirilerek).
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1. 3. 1. Periferik Sinir Onarim Prensipleri ve Zamanlamasi

Sinir onarimimin, uygun magnifikasyon, mikrocerrahi alet ve siitiirlerle
miimkiin olan en erken donemde yapilmasi gereklidir. Hastanin klinik ve cerrahi
durumu elverdigi siirece onarim gergin olmamalidir (Myckatyn ve Mackinnom,
2007). Sinir onarimi i¢in en uygun zaman yaralanmadan sonraki miimkiin olan en
erken donemdir (Myckatyn ve Mackinnom, 2007). En iyi sonuglar diizgiin sekilde
kesilmis, erken onarim yapilan sinirlerde goriiliir. Sinir u¢larindaki vaskiiler isaretler
ve fasikiiler yapilar, erken onarimda dikkat edilmesi gereken yapilardir. Bunlara
dikkat edilerek sinirin tam karsilikli gelmesine ¢alisilir (Lundborg, 1987; Myckatyn
ve Mackinnom, 2007).

Klinikte en sik kullanilan onarim teknigi epinéral onarimdir. Dikis proksimal
ve distal uglardaki epinériyumdan geger. Perinoral (fasikiiler) onarim, en uygun
eslesmeyi saglayabilmek i¢in proksimal ve distal sinir u¢larindaki es fasikiillerin
birbirlerine dikilmesi amaglanir. Yapilan calismalar epinoral ve perinoral dikis
tekniklerinin birbirlerine bariz bir tstiinliigliniin olmadigin1 gostermistir (Bennett ve
Schultz, 1993; Lundborg, 1987). Epiperindral onarim, her iki yontemin birlesimi
olan bir tekniktir. Epinoral dikislerin yeterli fasikiil uyumu saglayamadiklari, buna
karsin perinoral dikislerin ise hem asir1 intrandral diseksiyon, hem de icerdeki dikis
materyalleri nedeniyle fazla skar olusumuna yol agtiklari diisiincesinden ortaya
cikmustir.
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2. GEREC ve YONTEM

2. 1. Deney Gruplarinin Belirlenmesi

Tez projemizde Albino Wistar cinsi erigskin, disi 65 sigan sekiz gruba
ayrilmis, ayrica yag dokusu kaynakli kok hiicre (ADSC) eldesi amaciyla da ayni cins

eriskin, disi 10 sican kullanilmistir.

Grup 1: Siganlarin sag siyatik sinirinde bosluk olusturmayan kesi yapildi ve

bu kesi primer dikis ile karsilikli birlestirilerek tamir edildi (n=9).

Grup 2: Sicanlarin sag siyatik sinirinde bosluk olusturmayan kesi yapildi, bu
kesi primer dikis ile tamir edildi ve primer dikis bolgesine yag dokusu kokenli kok

hiicre eklendi (n=8).

Grup 3: Siganlarin sag siyatik sinirinde 10 mm bosluklu hasar olusturuldu ve

otogreft ile tamir edildi (n=9).

Grup 4: Siganlarin sag siyatik sinirinde 10 mm bosluklu hasar olusturuldu,
otogreft ile tamiri yapildi ve tamir yapilan bolgeye yag dokusu kokenli kok hiicre
eklendi (n=8).

Grup 5: Sicanlarin sag siyatik siniri etraf dokulardan ayrilarak agiga ¢ikartildi

ve bu diseksiyon sonrasi bagka islem yapilmadan doku kapatildi (n=8).

Grup 6: Sicanlarin sag siyatik siniri etraf dokulardan ayrilarak aciga ¢ikartildi

ve bu diseksiyon sonrasi sinir etrafina kok hiicre uygulanip doku kapatildi (n=7).

Grup 7: Bu gruptaki hayvanlarin sag siyatik sinirleri operasyon yapilmamis

kontrol grubu olarak kullanildi (n=7).

Grup 8: Sicanlarin sag siyatik sinirinde 10 mm bosluklu hasar olusturuldu,
tedavi uygulanmadan proksimal distal uglar komsu kas yapilarina sabitlendi (negatif

kontrol grubu) (n=9).
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2. 2. Yag Dokusu Kokenli Kok Hiicre Elde Edilmesi

Kayseri Universitesi Gen-K&k Merkezi'nden yag dokusu kaynakli, yiizey
belirtecleri CD45(-), CD90(+), CD44(+), CD29(+), CD73(+) olarak degerlendirilmis
2x10°kok hiicre temin edildi.

Hiicreler, %10 fotal sigir serumu (Foetal Bovine Serum; FBS), %1 L-
glutamin, %21 penisilin/streptomisin igeren Modifiye Eagle’s Medyum (MEM)
igerisinde T75 flaskta 37°C, %5CO, sartlarinda inkiibe edildi. Flasklarda yeterli
doluluk saglaninca pasajlama islemleri yapildi. Pasajlama igin; Tripsin/EDTA
(Ethylene diamino tetraasetik asit) kullanildi. Yaklagik 6 ml Tripsin/EDTA her flaska
eklendi ve 5 dakika beklendi. Yapisik halde bulunan hiicrelerin medyum igerisinde
yizdiigi gozlendi. Tripsi/EDTA aktivitesini inhibe etmek amaci ile eklenen
Tripsin/EDTA nin %10’u oraninda FBS (yaklasik 600pul) iceren medyum eklendi ve
500 rpm ile 7 dakika santrifiij edildi. Elde edilen pellet igerisindeki hiicreler sayilarak

uygun sayidaki flasklara ekimi yapildi (Sekil 2. 1).

Sekil 2. 1. Yag dokusu kaynakli kok hiicre kiiltiirti.

Hiicrelerin canlilik degerlendirmeleri trypan blue ile yapildi. Yapilan

sayimlarda % 95 ve lizeri oranda canli hiicre sayildi (Sekil 2. 2).
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Sekil 2. 2. Yag dokusu kaynakli kok hiicrelerin canlilik degerlendirilmesi.

Elde edilen hiicreler, kok hiicre tedavisi planlanan siganlara 1-2 x 10%kg

olacak sekilde uygulandi. Uygulama lokal olarak, hasar olusturulan bdlgeye yapildi.

2. 3. Cerrahi islemlerin Yapilmasi

Genel anestezi; ketamin 60mg/kg ve xylazine 8 mg/kg ile yapildi. Genel
anestezi altinda siganlarin sag uyluk mediyal bolgeleri tiras edildi ve povidone-iodine
ile doku temizligi yapildi. Yaklasik olarak 1,5 cm boyutlarinda longitidiinal insizyon
yapildi (Noorafshan ve ark, 2011a). Sag siyatik sinir siyatik foramene yaklasik 12
mm uzaklikta agiga cikartildi ve dikkatlice diseke edildi (Ngeow ve ark, 2011).
Sadece diseksiyon yapilacak gruptaki (grup 5) sicanlarda bu islem sonrasi,
diseksiyon ve kok hiicre uygulanacak gruptaki (grup 6) si¢anlarda diseke edilen
bolge etrafina kok hiicre eklendikten sonra cilt altt dokular ve cilt homeostasise
dikkat edilerek nylon siitiir ile kapatildi1 (Noorafshan ve ark, 2011b). 24 sicanda (grup
3, 4, 8) 10 mm sag siyatik sinir boliimii ¢ikartildi (Mohammadi ve ark, 2013).
Otogreft tamiri yapilacak gruptaki (grup 3) 8 hayvanda bosluk olusturulurken
cikartilan 10 mm’lik boliim distal ve proksimal uca 10/0 epinéral siitiirlerle tekrar
eklenerek otogreft tamiri yapildi (Meng ve ark, 2011). Otogreft ve kok hiicre
grubundaki (grup 4) siganlarda grup 3’teki gibi tamir yapildiktan sonra tamir edilen

bolge etrafina kok hiicre eklenerek hemaostasise uygun olarak doku kapatilda.
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Negatif kontrol grubundaki (grup 8) 8 hayvanda herhangi bir tedavi
yapilmadan 10 mm boslugun distal ve proksimal uglar1 komsu kas yapilarina 10/0
Naylon epindral siitiirlerle sabitlendi (Mohammadi ve ark, 2013). 16 siganda (grup 1,
2) diseke edilen sol siyatik sinire bosluk olusturmayan kesi yapildi 8 hayvanda (grup
1) kesi ug-uca primer dikis ile tamir edildi, 8 hayvanda (grup 2) ug-uca tamir
yapildiktan sonra tamir bolgesine kok hiicre eklenerek uygun sekilde doku kapatildi.
Kontrol grubundaki (grup 7) hayvanlar herhangi islem uygulanmamis kontrol grubu
olarak kullanildi. Tim siganlarin cilt ve cilt alti1 dokular1 homeostasise dikkat

edilerek kapatildi.

Hayvanlar 6 hafta 21+1°C oda sicakliginda, 12 saatlik karanlik aydinlik
dongiisii ve ad libidum ile yasatildi. 6 haftalik donem sonunda hayvanlarin yiiksek

doz genel anestezi (ketamine+xylazine; sirasiyla, 90mg/kg ve 10mg/kg, i.p.) altinda

servikal dislokasyon marifetiyle 6tanazi islemi yapildi ve sag siyatik Sinirdeki islem
yapilmis olan 10 mm’lik bolim ¢ikartildi (Carriel ve ark, 2013), (Sekil 2. 3,
2.4).

Sekil 2.3. Calismada kullanilan cerrahi donanim.
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Sekil 2.4. Siganlarin operasyona hazirlanmasi, siyatik sinir diseksiyonu, hasar

olusturulmasi ve onarimi ile operasyon sonrasi cilt ve cilt alti dokularin uygun olarak

kapatilmasi.
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2. 4. Degerlendirme Yontemleri

Uygulamalarin etkisinin degerlendirilmesi agisindan; motor iyilesmeyi
kontrol i¢in, hayvanlar operasyon sonrasinda ve deney sonunda (6 hafta sonunda)
sakrifiye edilmeden 6nce foot-print (ayak izi) testine tabi tutuldu (Wei ve ark, 2011).
Bu testte ayakaltlar1 ¢ini miirekkebi ile boyanan hayvanlar kagit iizerindeki yiirtime

hareketlerine gore motor islevleri degerlendirilebilmektedir.

Cikartilan periferik sinirde morfometrik parametrelerin degerlendirilmesi
agisindan; dokular, anti-S100, anti PGP 9.5 antikorlar1 ile indirekt
immunohistokimyasal yontem ile fliioresan olarak isaretlendi. Immunohistokimyasal
olarak boyanan preparatlar fliioresan (Olympus BX51) ve konfokal (Nikon Al+)
mikroskoplarda incelendi ve dijital 2D ve 3D olarak goriintiilendi. Goriintiilerde
akson organizasyonu, Schwann hiicre durumu, akson durumu gibi parametreler ayri
ayri Image J 1.46r (Wayne Rasband, NIH, USA, Public Version) goriintii analiz

programi ile analiz edildi ve nokta sayim cetveli ile skorlanarak karsilastirildi.

2. 4. 1. Frozen Kesitte Immunofliioresan Boyama Yéntemi

I- PBS’de taze hazirlanmis ve sogutulmus %4 parafolmaldehit ile (+4°C) 20-
40 dakika fiske edildi

I1- %30’luk siikroz soliisyonunda en az 1 gece bekletildi. Dokularin yeterli

siikroz doygunluguna ulasip ulagsamadigi dibe ¢okmeleri kontrol edilerek yapildi.

I11- Frozen mikrotomda kesit alma islemi yapildi. Kesitler poly L-lysine kapl
0zel lamlara alindi. Kesitler kurumalarini 6nlemek {izere nemli kutulara alindi ve
kesitin etrafi kesit alinan lam yiizeyinde hidrofobik kalemle (PAP Pen®™), arka yiizeyi

ise cam yazar (permanent) kalemle isaretlendi.

IV- 9% 0.2 Triton X-100 igeren goat serum %5 (v/v) 1 saat bloklama islemi
gergeklestirildi.

V-1 kez 5 dk PBS ile yikama
VI- Primer antikorlar (1/100-1/300 diliisyonda) ile 1 gece +4 °C inkiibasyon,

VII- 3 kez 10 dk PBS ile yikama
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VI11I- Fluorokrom konjuge (FITC/ Texas Red) sekonder antikorlar (antimouse
/ antirabbit 19G) (1/100-1/300 diliisyonda) ile 1 saat karanlik ortamda inkiibe edildi

IX- 3 kez 10 dk PBS ile yikama (karanlik ortamda)

®

X- DAPI ¢ekirdek boyamasi yapilip Fluoromount Medium™ ile lamel

kapatilir (karanlik ortamda).
XI- Lamel kenarlar1 seffaf tirnak cilasi ile tespit edildi (karanlik ortamda).
XI1- Kurumasi beklenerek-karanlik odada- mikroskopta incelendi

2. 4. 2. Histomorfolojik analiz

Immiinohistokimyasal olarak: Dokular, anti-S100, anti PGP 9,5 antikorlari ile
indirekt immunohistokimyasal yontem ile fliioresan olarak isaretlendi. S-100, FITC
ile isaretlenerck fliioresan yansimasi yesil olarak kaydedildi. PGP 9,5, TR ile
isaretlenerek fliloresan yansimasi kirmizi olarak kaydedildi. DAPI iceren kapatma

medyumu ile dokularin gekirdek isaretlemeleri (mavi) yapildi.

Nokta sayim cetveli, bir asetat {lizerinde esit araliklarla isaretlenmis +
isaretlerinden olusmaktadir. Her bir + kendi etrafindaki birim alan1 temsil etmektedir.
Dolayist ile her parametre i¢in elde edilen nokta sayisi ylizdeye cevrilerek yiizde
oranlart belirlendi (Howard, 1998) (Sekil 2. 5). 40X objektif biiyiitmesi ile elde
edilen dijital resimler monit6r lizerinde nokta sayim cetveli kullanilarak analiz edildi

(Sekil 2. 6).

+ + + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + + +
o :
1
+ + 0+ o+ + + + + + + + +
' 1 T !
L 1 1 :
1
+ + + + + + o+t + + + +
o |
+ + + + + + + + + + + +

Sekil 2. 5. Nokta sayim cetveli: Kare alanlar + isaretinin temsil ettigi birim
alan1 gostermektedir.
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Sekil 2. 6. Monitore yerlestirilmis nokta sayim cetveli ile boyanma
birimlerinin sayilmasi.

H&E boyama ile sinirin genel durumu, inflamasyon ve fibrosis varligi ve

derecesi, damarlanma durumu degerlendirildi ve 0-4 aras1 skorlandi.

2. 4. 3. Yiiriime Analizi ve Siyatik Fonksiyon Indeksi

Sicanlarin ayn1 dogrultuda yiirtimelerini saglamak i¢in 8.2 cm eninde 42 cm
uzunlugunda, kenarlar1 12 cm yiikseklikte olan bir yiiriiyiis yolu diizenegi hazirland:
(Kanaya ve ark, 1996; Ozmen ve ark, 2002; Varejao ve ark, 2004; Varejao ve ark,
2001). Yirime kulvart igine kulvar ile ayn1 boyutta kesilerek hazirlanan beyaz dosya
kagitlar1 yerlestirildi. Siganlarin her iki arka ayaklari1 mavi miirekkep emdirilmis
1stampaya bastirildi ve hazirlanan kulvarda yiiriitiilerek ayak izleri alindi (Ozmen ve
ark, 2002) (Sekil 2. 7).
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Sekil 2. 7. Yiirlime analizi diizeneginin hazirlanmasi ve siganlarin ayak

izlerinin alinmasi.

Kagit seritlerdeki en uygun ayak izleri kullanilarak, topuk ve parmak ucu
arasindaki mesafe-basi uzunlugu (print lenght, PL), birinci ve besinci parmaklar arasi
mesafe-adim genisligi (toe spread, TS), ikinci ve dordiincli parmaklar aras1 mesafe-
adim ortast genislik (intermediate toe spread, IT) milimetrik cetvel yardimi ile

sleiildii.

Her hayvanda deneysel (NPL, NTS, NIT) ve kontrol (EPL, ETS, EIT)
taraflarinda cetvelle 6l¢iildii. Her ii¢ 6l¢lim i¢in, deney sonrasi (sol bacak) ve normal

(sag bacak,) arasindaki farkin normal degerlere béliinmesi ile bir faktor olusturuldu

(Bain ve ark, 1989), (Sekil 2. 8).
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Sekil 2. 8. Sican ayak izlerinin analiz edilmesi.

-Baski Uzunluk Faktorii (BUF): (EPL — NPL ) / NPL
-Parmak Ayriklik Faktorii (PAF): (ETS — NTS) / NTS
-Orta Parmak Ayriklik Faktorii (OAF): (EIT- NIT) / NIT

SFI: -38,3xBUF + 109,5xPAF + 13,3xOAF -8,8

Olgiimler ile elde edilen degerler De Medinacelli tarafindan gelistirilen ve
daha sonra Bain ve ark (82) tarafindan modifiye edilen formiile yerlestirilerek SFI
hesaplandi. Sifir ile -100 aras1 elde edilen degerlerde, sifir: normal fonksiyonu
gosterirken, -100: tam fonksiyon kaybma isaret etmektedir. Elde edilen SFI

degerlerinde gruplar aras1 fark olup olmadig istatistiksel olarak arastirildi

2. 4. 4. istatistiksel analiz

Gruplar aras1 karsilagtirmalar tek yonlii varyant analiz (ANOVA) ile yapildu.
Post Hoc Test, Tukey HSD ile ikili karsilagtirmalar yapildi. Anlamlilik seviyesi: 0,05

olarak alindi.
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3. BULGULAR

3. 1. Genel Degerlendirme Bulgular:

Alt1 haftalik takip stiresi sonunda bir sigan 6liim nedeniyle calisma dis1 kald
ve degerlendirmeye 64 hayvan dahil edildi. Cerrahi islem sonrasinda tiim ratlarin sag
alt ekstremitelerinde paralizi gozlendi ve bazi sicanlarin ayak bilekleri ve dizlerinde
kontraktiir gelisimi gozlendi. Alt1 hafta sonunda tiim gruplarda paralizilerde kismi

diizelme oldugu ve kas atrofilerinin gelistigi gozlendi.

3.2. Yiiriime Analizi ve Siyatik Fonksiyon Indeksi Bulgular

Postoperatif altinci hafta sonunda, hazirlanan bir diizenek yardimi ile biitiin
gruplardaki sicanlarm yiiriime analizi yapildi. Iki sicanda ayak parmaklarmin
olmamasi sebebi ile yiirlime testi analizi yapilamadi. Uygulanan ylirlime testine gore
gruplarin siyatik fonksiyon indeksleri gosterilmistir (Tablo 3.1). Cerrahi islemden alt1
hafta sonra 6lgiilen SFI degerlerinde primer dikis grubu ile (ortalama: -56.02) primer
dikis kok hiicre (ortalama: -41.01) ve kontrol gruplari arasinda (ortalama: -4.44)
anlaml fark saptandi (Sekil 3.1). Otogreft (ortalama: -60.97) ile otogreft kok hiicre
(ortalama: -47.61) ve kontrol gruplar1 arasinda (ortalama: -4.44) anlamli fark oldugu
ancak diseksiyon (ortalama: -20,56) ve diseksiyon kok hiicre (ortalama: -19,56)
arasinda anlamli fark gozlenmedi (Sekil 3.2, 3.3). Diseksiyon ve diseksiyon kok

hiicre gruplari arasinda anlamli fark vardi (Tablo 3.2).

Tablo 3. 1. Siganlarin SFI sonuglari.

Primer P.Dikis+ Otogreft Otogreft+ Diseksiyon  Diseksiyon+ 1 cm bosluk Normal

Dikis KoKk hiic. KoKk hiic. Kok hiic.
Sican1 -64,86 -24,99 -69,79 -38,93 -19,21 -22,45 -82,43 4,36
Sican2 -52,65 -37,59 -59,59 -37,72 -23,28 -21,13 -87,63 -3,57
Sican3 -55,66 -40,05 -52,92 -66,32 -15,52 -18,88 -88,56 15,25
Sican4  -48,32  -40,08 -66,41 -42,09 -13,04 -15,78 -77,41 -18,25
Sican 5 -56,61  -44,62 -68,42 -54,42 -27,15 -16,42 -60,06 -0,74
Sican 6 -58,73  -63,16 -54,76 -55,43 -19,65 -19,18 -83,34 -10,5
Sican7 -4859 -33,06 -53,66 -43,86 -26,08 -23,14 -75,71 -17,64
Sican8 -49,61 -4454 -59,61 -42,12
Sican 9 -69,21 -63,64
Toplam -56,02 -41,01 -60,97 -47,61 -20,56 -19,56 -79,30 -4,44
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W primer dikis
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B 56,0230
\_ /0 J

& kontrol grubu ile kiyaslandiginda p<0,05

b primer dikis kok hiicre grubu ilekiyaslandiginda p<0,05

Sekil 3. 1. Primer dikis, primer dikis kok hiicre ve kontrol gruplarmin SFI
degerlendirme grafigi.

~N
( 20 T
0+
d ]
e ]
g -20 1 B otogreft
S e ] W otogreft + kok
F r -40 ~
| 1  tdv yok
e 60 H normal
; T W 47,61
i 1 m.60,97bc
-80
1 = 79,317
-100
. J

# kontrol grubu ile kiyaslandiginda p<0,05
®tedavi uygulanmayan grup ile kiyaslandiginda p<0,05

¢ otogreft kok hiicre ile kiyaslandiginda p<0,05

Sekil 3. 2. Otogreft, otogreft kok hiicre, kontrol ve tedavi uygulanmayan
gruplarinin SFI degerlendirme grafigi.
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Sekil 3. 3. Diseksiyon, diseksiyon kok hiicre ve kontrol gruplarmmin SFI
degerlendirme grafigi.

Tablo 3. 2. SFI sonuglarinin gruplar arasi karsilastirilmasi sonucu elde edilen
p degerleri. Anlamlilik seviyesi: 0,05 olarak alindu.

Pd+kdk 0,016 ,000

Oto+kdk 0,037 ,000 ,000

Dis+ kok 0,969 0,005

Normal ,000 ,000 ,000 ,000 0,003 0,005 ,000
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3. 3. Genel Histomorfolojik Degerlendirme Bulgular:

H&E boyama ile sinirin genel durumu, inflamasyon ve fibrozis varligi ve

derecesi, damarlanma durumu degerlendirildi.

H&E boyama ile yapilan genel degerlendirmede; sinirlerin fasikiil ve
perindriyum organizasyonlar1 genel olarak tiim si¢anlarda korunmus olarak izlendi.
Sinirlerde kanama alanlar1 ve nekrotik alanlar izlenmedi. Aksonal organizasyon
kontrol grubu haricinde primer dikis kok hiicre gurubunda en iyi goézlendi.
Inflamatuar hiicreler primer dikis, primer dikis kok hiicre, otogreft, otogreft kok
hiicre gruplarinda diger guruplara gore daha fazla gozlendi. Damarlanma gene
bahsedilen gruplarda daha fazla goriildii. Fakat bu dort grup arasinda inflamasyon ve

damarlanma diizeyi agisindan farklilik gézlenmedi (Sekil 3.4, 3.5, 3.6).
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Sekil 3.4. Siyatik sinirlerin H&E boyama goriintiileri. A- primer dikis grubu,

B- primer dikis kok hiicre grubu, C- kontrol grubu (normal). 1. resimler enine kesit

(x100), 2. resimler uzunlamasina kesit (x100), 3. resimler genel goriiniim (x10).
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Sekil 3.5. Siyatik sinirlerin H&E boyama goriintiileri. A- otogreft grubu, B-

otogreft kok hiicre grubu, C- kontrol grubu (normal). 1. resimler enine kesit (x100),

2. resimler uzunlamasina kesit (x100), 3. resimler genel goriiniim (x10).
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Sekil 3.6. Siyatik sinirlerin H&E boyama goriintiileri. A- diseksiyon grubu,
B- diseksiyon kok hiicre grubu, C- kontrol grubu (normal). 1. resimler enine kesit
(x100), 2. Resimler uzunlamasina kesit (x100), 3. Resimler genel goriiniim (x10).
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3. 4. Immunohistokimyasal Degerlendirme Bulgulari

Dokular, anti-S100, anti-PGP 9,5 antikorlari ile indirekt

immunohistokimyasal yontem ile fliioresan olarak isaretlendi (Sekil 3. 7).

140
120
E EEpd
100 =
B BB pd+kisk
80 W EEoto
60 I W oto+kdk
@ OmEdis
40 =
O OOdis+kak
20 O OOnormal
0
AP 5-100 PGP 9.5

Sekil 3. 7. Gruplarin DAPI, S-100, PGP 9,5 ile boyanma diizeyleri

3.4.1.PGP 95

Anti-PGP 9,5 immunfliioresan isaretleme ile yapilan aksonal degerlendirmede
ile primer dikis kok hiicre grubunda (ortalama: 87,75+5,62 birim alan) primer dikis
grubuna gore (ortalama: 75,63+ 4,89 birim alan) istatistiksel olarak anlamli derecede
(p<0,005) artmis olarak bulundu. Kontrol grubu (ortalama: 118,50+6,75) primer
dikis, primer dikis kok hiicre gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede

(p<0,005) artmis olarak bulundu (Sekil 3.8).

Otogreft ve kok grubu (ortalama: 82,38+5,01 birim alan) otogreft grubuna
gore (ortalama: 72,63+ 7,05 birim alan) istatistiksel olarak anlamli derecede
(p<0,005) artmis olarak bulundu. Kontrol grubu (ortalama: 118,50+6,75 birim alan)
otogreft, otogreft ve kok hiicre gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede

(p<0,005) artmis olarak bulundu (Sekil 3.9).
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Diseksiyon grubu (ortalama: 114,43+5,5 birim alan), diseksiyon kdk hiicre

grubu (ortalama: 116,29+4,52) ve kontrol grubu (ortalama: 118,50+6,75 birim alan)

arasinda akson degerlendirmesi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmedi

(p=0,404) (Sekil 3.10).

s
PGP 9,5
140 —
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B 120 T |
i 4
I ] a
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i 20 T [ | 75,63a’h .pd
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20 -
n I
0
g

& kontrol grubu ile kiyaslandiginda p<0,05

® primer dikis kék hiicre grubu ilekiyaslandiginda p<0,05

Sekil 3. 8. Primer dikis, primer dikis kok hiicre ve kontrol gruplariin
anti-PGP 9,5 ile isaretlenme grafigi.
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Sekil 3. 9. Otogreft, otogreft kok hiicre ve kontrol gruplarinin anti-PGP 9,5

ile isaretlenme grafigi.
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Sekil 3. 10. Diseksiyon, diseksiyon kok hiicre ve kontrol gruplarinin anti-
PGP 9,5 ile isaretlenme grafigi.
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3.4.2.5-100

Anti-S-100 immunofliioresan isaretleme ile yapilan Schwann hiicre
degerlendirmesinde primer dikis kok hiicre grubu (ortalama: 88,25+4,43 birim alan)
ile primer dikis grubu (ortalama: 90,63+ 6,94 birim alan) arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark (p=0,764) bulunmamustir. Kontrol grubu (ortalama: 67+8,29 birim alan)
primer dikis, primer dikis kok hiicre gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml

derecede (p<0,005) azalmis olarak bulundu (Sekil 3.11).

Otogreft kok hiicre grubu (ortalama: 98+7,34 birim alan) ile otogreft grubu
(ortalama: 100+7,42 birim alan) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark (p=0,863)
bulunmamistir. Kontrol grubu (ortalama: 67+8,29 birim alan) otogreft, otogreft kok
hiicre gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede (p<0,005) azalmis olarak

bulundu (Sekil 3.12).

Diseksiyon grubu (ortalama: 67,71£10,12 birim alan), diseksiyon kok hiicre
grubu (ortalama: 67,29+7,11 birim alan) ve kontrol grubu (ortalama: 67+8,29 birim
alan) arasinda Schwann degerlendirmesi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark

gozlenmedi (p=0,987) (Sekil 3.13).
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? kontrol grubu ile kiyaslandiginda p<0,05

Sekil 3. 11. Primer dikis, primer dikis kok hiicre ve kontrol gruplarinin
anti-S-100 ile isaretleneme grafigi.
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Sekil 3. 12. Otogreft, otogreft kok hiicre ve kontrol gruplarinim anti-S-100 ile
isaretleneme grafigi.
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Sekil 3. 13. Diseksiyon, diseksiyon kok hiicre ve kontrol gruplarinin
anti-S-100 ile isaretleneme grafigi.
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3.4. 3. DAPI

DAPI fliioresan isaretleme ile yapilan hiicre ¢gekirdegi sayiminda primer dikis
kok hiicre grubu (ortalama: 58,13+15,21 adet) ile primer dikis grubu (ortalama:
65,38+11,42 adet) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark (p=0,410) bulunmamustir.
Kontrol grubu (ortalama: 12,1343,18 adet), primer dikis ve primer dikis kok hiicre
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede (p<0,005) azalmis olarak

bulundu (Sekil 3.14)

Otogreft kok hiicre grubu (ortalama: 66,63+9,59 adet) ile otogreft grubu
(ortalama: 69,38+10,92 adet) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark (p=0,800)
bulunmamistir. Kontrol grubu (ortalama: 12,13+3,18 adet) otogreft, otogreft kok
hiicre gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede (p<0,005) azalmis olarak

bulundu (Sekil 3.15).

Diseksiyon grubu (ortalama: 13,1442,61 adet), diseksiyon kok hiicre grubu
(ortalama: 11,86+2,41) ve kontrol grubu (ortalama: 12,134+3,18 adet) arasinda
Schwann degerlendirmesi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmedi

(p=0,662) (Sekil 3.16).
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Sekil 3. 14. Primer dikis, primer dikis kok hiicre ve kontrol gruplarinin DAPI
ile isaretleneme grafigi.
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Sekil 3. 15. Otogreft, otogreft kok hiicre ve kontrol gruplarinin DAPI ile
isaretleneme grafigi.
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Sekil 3. 16. Diseksiyon, diseksiyon kok hiicre ve kontrol gruplarinin DAPI
ile igaretleneme grafigi.

Fliioresan mikroskop ile elde edilen gorintiiler sekil 3. 17, 3. 18, 3. 19°da
gosterilmistir.

Konfokal mikroskop ile elde edilen goriintiller sekil 3. 20, 3. 21°de
gosterilmistir.

Gruplar aras1 karsilastirma sonucu elde edilen p degerleri tablo 3. 3’de
gosterilmistir.

57



Sekil 3.17. Fliioresan mikroskop ile goriintiilenen, anti-S-100, anti-PGP 9,5
ve DAPI isaretlenmesine ait mikrofotograflar: A- primer dikis B- primer dikis kok
hiicre C- kontrol grubu (normal) 1. fotograflar uzunlamasina 2. fotograflar enine
kesit goriintiileri (X40).
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Sekil 3.18. Fliioresan mikroskop ile goriintiilenen, anti-S-100, anti-PGP 9,5
ve DAPI isaretlenmesine ait mikrofotograflar: A- otogreft B- otogreft kok hiicre C-
kontrol grubu (normal) 1. fotograflar uzunlamasma 2. fotograflar enine kesit
goriintiileri (X40).
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Sekil 3.19. Fliioresan mikroskop ile goriintiilenen, anti-S-100, anti-PGP 9,5
ve DAPI isaretlenmesine ait mikrofotograflar: A- diseksiyon B- diseksiyon kok
hiicre C- kontrol grubu (normal) 1. fotograflar uzunlamasina 2. fotograflar enine
kesit goriintiileri (X40).
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Width:317.02 pm Height:317.02 pm Depth:30.00 pm

Width:317.02 pm Height:317.02 pm Depth:26.00 pm

Sekil 3.20. Siyatik sinirlerde anti-S-100, anti-PGP 9,5 ve DAPI
isaretlenmeleri ile elde edilen konfokal mikroskop goriintiileri: A- primer dikis
grubu, B- primer dikis kok hiicre grubu, C- kontrol grubu (normal) 1. fotograflar

uzunlamasina kesitler (x40), 2. fotograflar 3D goriintiileri.
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12 ym Height 317.02 ym Depth:16.00 ym

Sekil 3.21. Siyatik sinirlerde anti-S-100, anti-PGP 9,5 ve DAPI
isaretlenmeleri ile elde edilen konfokal mikroskop goriintiileri: A- otogreft, B-
otogreft kok hiicre grubu, C- kontrol grubu (normal) 1. fotograflar uzunlamasina
kesitler (x40), 2. fotograflar 3D goriintiileri.
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4. TARTISMA

Periferik sinir yaralanmalari, giinlilk hayati onemli derecede etkileyen,
onemli sosyal problemlere yol agcan ve tedavi maliyeti oldukga yiiksek bir sorundur.
Gliniimiizdeki tedavi yontemleri ile istenilen diizeyde sinir iyilesmesi maalesef

saglanamamaktadir.

Proksimal ve distal sinir giidiigii arasindaki bosluklu lezyonlarda otogreft
tedavi tercih edilmekle birlikte; bu tedavinin de bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Donér sinir bolgesindeki motor ve his kaybi, ndroma olusumu en Onemli

dezavantajlar1 olarak sayilabilir.

Allogreft tedavide ise; antijenik problemler 6ne ¢ikmaktadir. Immunsiipresif
tedavi eklenme gereksinimi, allogreft tedavinin tercih edilmeme sebeplerinden en

onemlisi olarak sayilabilir.

Arastirmacilar bu sebeplerle farkli tedavi yontemlerine yonelmislerdir. Bu
kapsamda; biyoteknolojik sinir greftleri denenmekte, greft olarak da: sentetik ve
dogal maddeler [kollojen, silikon, fibrin, polikaprolakton (PCL), polilaktik asit
(PLA), poliglikolik asit (PGA)] kullanilmaktadir. Arter ve ven greftleri de bir tedavi
yontemi olarak diisiiniilmekle birlikte; (Ahmed ve ark, 2003; Battiston ve ark, 2007;
Bender ve ark, 2004; Ciardelli ve Chiono, 2006) otogreft tedavi ile
karsilagtirildiginda bu tedavilerin basar1 oranlar diisiik seyretmektedir (Keilhoff ve
Fansa, 2011).

Arastirmacilar, bu tedavilerin bagar1 oranini artirmak i¢in ti¢ yol izlediler;
1- Biyoteknolojik greftlere biiylime faktorleri eklenmesi,

2- Schwann hiicresi veya Schwann benzeri hiicrelerin (mezenkimal kok

hiicreden farklilagtirilmis) eklenmesi,
3- Farklilastirilmamis mezenkimal kok hiicrelerin eklenmesi.

Carrel ve ark.’nin 2013 yilinda yaptigi bir ¢alismada: siganlarda 10 mm
bosluklu siyatik sinir hasari olusturulmus ve yapilan bosluklu hasar, bir grupta
kollajen kondiiit, diger grupta ise kollajen kondiiite eklenen ADSC ile tedavi
edilmistir. Gruplar, klinik olarak; self amputasyon, norotropik iilserler, ayak

uzunlugu, parmak aras1 mesafe uzunlugu, agr testi ile elektrofizyolojik olarak biseps
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femoris, gastroknemius, tibialis anterior, ekstansor digitorum brevis kaslarinin EMG
sonuclarina ilaveten histomorfolojik olarak da; MCOL, S-100 ve ndrofilament
immunhistokimyasi ile degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda: klinik olarak
kok hiicre uygulanan grup ile, uygulanmayan grup arasinda -gruplarin negatif ve
pozitif kontrol gruplar1 ile anlamli fark var olmasina ragmen- anlamli bir fark
saptanamamigtir. EMG degerlendirmesinde; biseps femoris kasina ait sonuglarda kok
hiicre uygulanan grup lehine fark saptanirken; diger kaslar i¢in iki grup arasinda
anlaml bir fark bulunamamistir. Histomorfolojik olarak; gruplar arasi Schwann ve
aksonal organizasyon kollajen ve miyelin miktar1 degerlendirilmis olup; kok hiicre
uygulanan grupta daha olumlu bir periferik sinir rejenerasyonu saptanmistir (Carriel

ve ark, 2013).

Lui ve ark. 2011 yilinda yaptig1 bir ¢alismada: sicanlarda 15 mm bosluklu
siyatik sinir hasar1 olusturulmus; bir grup hiicresizlestirilmis sinir allogrefti, bir grup
ise greft ve farklilagtirilmamis kok hiicre ile tedavi edilmistir. Fonksiyonel analizler
yiriime testi ile; elektrofizyolojik olarak da sinirden impuls aktarim hizi, latent
donem ve zirve amplitiid degerleri dlgiilerek; histomorfolojik olarak ise toluidin blue
ile miyelinlesme degerlendirilerek yapilmigtir. 12 hafta sonrasinda alinan sonuglarda
farklilagtirilmamis kok hiicre uygulanan grupta sinir iyilesmesinin diger grup ile
karsilastinlldiginda daha 1yi oldugu sonucuna varilmis olup; fonksiyonel,
elektrofizyolojik ve histomorfolojik olarak da anlamli diizelme verileri saptanmistir

(Liu ve ark, 2011).

Santiago ve ark. 2009 yilinda yaptiklari bir ¢alismada: si¢ganlarda 6 mm
bosluklu hasar olusturarak; sicanlar; PCL kondiiit ile tedavi uygulanan, PCL kondiiit
ve kok hiicre ile tedavi uygulanan, otogreft tedavi uygulanan, tedavi uygulanamayan
olmak iizere dort gruba ayrilmistir. Degerlendirme, 12 hafta sonra, fonksiyonel
olarak; SFI ve gastroknemius kas kitlesi, histomorfolojik olarak da; H&E boyasi ile
gelismekte olan sinir kalinliklar 6lgtilerek yapilmistir. Gelismekte olan sinir kalinlig
ve gastroknemius kas kitlesi degerlerine gore: sinir gelisiminin otogreft grubunda en
iyi, kok hiicre eklenen grupta ise eklenmeyen gruba gore daha iyi oldugu
saptanmistir. 12. hafta sonunda yapilan SFI degerlerinde ise anlamli bir fark

saptanamamustir (Santiago ve ark, 2009).

Arastirmacilar, genel olarak, ADSC’nin sinir gelisimi iizerine olumlu
etkilerini rapor etmislerdir. Fakat giiniimiizdeki biyoteknolojik sinir greftleri ve kok

hiicre kombinasyonlari, yapilan tiim arastirmalara ragmen, heniiz otogreft tedavinin
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yerini alamamiglardir. Otogreft tedavide karsimiza ¢ikan sorunlarin (dondr taraftaki
his, motor kayp, noéroma formasyonu...) da tolere edilebilir oldugu

diisiiniilmektedir. Biyoteknolojik greftlerle yapilan arastirmalar devam etmektedir.

Calismamizda; genel uygulamalardan farkli bir yontemle, kok hiicrenin
etkilerini arastirma hedeflenmis olup; geleneksel sinir tedavi yontemlerini kok hiicre
ile destekledigimizdeki sonuglarin, orta donemde sinir iyilesmesine etkileri

arastirildi.

Carrel ile ark. ve Lizzie ile ark. yaptigi c¢alismalarda fonksiyonel olarak
siganlarin iyilesme sonuglart olumlu olsa da istatistiksel olarak dnemli farklar ortaya
koymamaktadir. Histomorfolojik degerlendirme sonuglarinda ise kok hiicre eklenen
gruplarda anlamli farklhiliklar ortaya cikmistir. Bizim ¢alismamamizda ise;
fonksiyonel ve histomorfolojik olarak sonuc¢larimiz anlamli diizeyde olsa da,
fonksiyonel iyilesme daha bariz olmustur. Bunu sebebinin kok hiicrenin verilme sekli

ve kondiiit kullanmamasina bagli olabilir.

Calismamizda kok hiicreleri onarilan dokunun etrafina DMEM igerisinde
uygulandi. Uyguladigimiz kok hiicrelerin  salgiladigi  biiyiime faktorleri  ve
farklilagabilmesi sayesinde periferik sinir onarmmi ile birlikte etraf dokularin
onarimina da olumlu etkileri olabilir. SFI fonksiyonel iyilesmenin bir gostergesi olan
bir test olup, bu test sonuglarina sinir iyilesmesinin yani sira etraf dokulardaki
lyilesme de katkida bulunabilir. SFI ve morfolojik degerlendirme arasindaki farkin
etraf dokularda kaynaklanan bu olasi etkilerden oldugu diisiiniilebilir. Uygulanan kok
hiicrelerin etraf dokulardaki muhtemel etkileri, elektrofizyolojik galigmalar ve etraf
kas dokusunun histopatolojik incelemelerinin de bu tiir ¢alismalara eklenmesi ile

daha net bir sekilde degerlendirilebilir.

Calismamizda yag dokusu kaynakli kok hiicrelerinin sinir iyilesmesine olan
etkilerini bu hiicreleri farklilagtirnrlmadan uygulanarak arastirildi. Yag dokusu
kaynakli kok hicreleri, in-vitro olarak Schwann hiicre benzeri hiicreye

farklilastirilarak da kullanilabilmektedir.

Orbay ve ark.’nin 2011 yilinda bir ¢alismada; sican siyatik sinirinde 10 mm
bosluklu hasar olusturulmustur. Bosluk; silikon kondiiit, silikon kondiiit ve dADSC,
silikon kondiiit ve uADSC ile tedavi edilerek siganlar gruplanmistir. SFI ile yapilan
fonksiyonel degerlendirme farklilagtirilmis kok hiicre ve farklilagtirllmamis kok

hiicre uygulanan gruplar arasinda 3. ve 6. ay sonunda fark saptanamamustir. 3. aydaki
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SFI degerlendirmesinde: bu iki grup ile kok hiicre uygulanmayan grup arasinda fark
yokken; 6. ayda kok hiicre uygulanan gruptaki siganlarda fonksiyonel iyilesme daha
iyl bulunmustur. Elektrofizyolojik olarak yapilan degerlendirmelerde sinir aktarim
hiz1 k6k hiicre uygulanan grupta daha yiiksek iken; dADSC ve uADSC uygulanan
gruplar arasinda anlaml fark gézlenmemistir. Histomorfolojik incelemede miyelin
organizasyonu ve miyelinlesme degerlendirilmis, elektrofizyolojik degerlendirme ile

benzer sonuglar elde edilmistir (Orbay ve ark, 2012).

Tomita ve ark.’nin 2013 yilinda yaptig1 bir ¢alismada: in vivo ve in vitro
olarak; insan dADSC ve uADSC’nin etkileri arastinnlmistir. Hiicre kiiltiirlerinde
BDNF, NGF ile GDNF diizeyleri degerlendirilmis ve dADSC kiiltiirlerinde anlamli
olarak artig saptanmistir. Gruplarin NG108-15 hiicreleri ile ko-kiiltiirii yapilmis;
farklilagtirilmis kok hiicre grubunda noérit miktari, ndrit uzunlugu, néron bagina
diisen norit miktarinda anlamli alarak artis gézlenmistir. Son olarak, sican tibial
sinirinde ezilme yaralanmasi olusturulup; dADSC ve uADSC hiicreleri distal bolgeye
verilmigtir. 8 hafta sonra sinirin histomorfolojik analizleri, PGP 9,5 ile aksonlar ve
miyelin basic protein (MBP) ile miyelin isaretlenerek yapilmig; dADSC grubunda
uADSC grubuna gore miyelin ve aksonal gelisim daha iyi olarak saptanmigtir

(Tomita ve ark, 2013).

Bizim calismamizin sonuglari da bu calismalar ile de uyumludur. ileri
calismalarda dADSC ve uADSC ile geleneksel onarim yontemleri birlikte
uygulanarak periferik sinir onarimina etkileri arastirilabilir. Farklilastirilmadan
uygulanan kok hiicrelerin, etkilerini daha c¢ok salgiladiklar1 biliylime faktorleri ve

sitokinler tizerinden etki ettigi diigiiniilmektedir.

Santiago ve ark.’nin 2009 yilinda yaptigi bir ¢alismada: tranplante edilen kok
hiicrelerin gosterilmesi amaciyla lamin A/C ile boyanmis, ayn1 bdlgede yapilan
GFAP ile boyamada lamin A/C ve GFAP isaretli bolgelerin minimal uyumu
saptanmistir. Ayrica, bolgede yag vokuolleri igeren hiicreler goriilmistiir. Bu
durumda: yasayan hiicrelerin Schwann hiicre doniisiimiiniin az oldugu diisiintilmiis
olup; daha ileri arastirmalarla bu etkiler daha net olarak ortaya konulabilir (Santiago
ve ark, 2009).

Calismamizda yag dokusu kokenli kok hiicreler (ADSC) kullanildi. Yag
dokusu, elde edilmesinin kolay olmasi ve dokudan hiicrelerin kolaylikla izole

edilebilmesi nedeni ile tercih edildi. Ayrica son yillarda yag dokusu onemli bir kok
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hiicre deposu olarak tanimlanmaya baslamis ve bu kapsamda c¢ok sayida ¢alisma
yapilmustir. Yag dokusu kaynakli kok hiicreler ve kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin
karsilastirildigi caligmalarda sinir onarimina etkilerinin benzer olduklar1 sonucuna

varilmstir.

Di Summa ve arkadaslarinin 2009 yilinda si¢anlarda yaptig1 bir calismada; 10
mm bosluklu siyatik hasar1 olusturulmus ve hasara fibrin kondiiit ile birlikte kemik
iligi veya yag dokusu kokenli kdok hiicreler ile tedavi uygulanmis. Anti-S-100 ve
anti-PGP 9,5 ile degerlendirilen aksonal ve Schwann hiicre organizasyonunda yag
dokusu ve kemik dokusu kaynakli kok hiicrelerin benzer olumlu etkileri izlenmistir

(Di Summa ve ark, 2010).

Calismamizda, operasyon sonrast alt1 haftalik bir siire sonunda
degerlendirmeler yapildi. Literatiirdeki ¢alismalardan Ornek alinarak alti haftalik

stirenin sinir iyilesmesi agisindan yeterli olacagi diistiniildii.

Orbay ve arkadaslar1 2011 yilinda koék hiicrenin uzun dénemdeki etkilerinin
de ortaya koymak amaci ile silikon ve silikon ile birlikte kok hiicre verilmis olan
gruplarin 3. ve 6. ay sonunda SFI degerleri incelenmis olup; 3. ay sonunda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaz iken; 6. ay sonrasinda kok hiicre uygulanan

gruplar ile digerleri arasinda anlamli fark rapor edilmistir (Orbay ve ark, 2012).

Di Summa ve arkadaglarinin 2014 yilinda yaptigi bir ¢aligmada olusturulan
10 mm bosluk kollajen kondiiit veya kondiiit ile mezenkimal kok hiicre
kombinasyonu ile onarilmis. 2. hafta sonunda anti-S-100 ve anti-PGP 9,5 ile yapilan
histomorfolojik degerlendirmede: gruplar arasinda anlamli fark bulunmadigi

sonucuna varilmistir (Di Summa ve ark, 2014).

Lizzie Y. Santiago ve arkadaslar, 2009 yilinda yaptiklari bir ¢alismada: 6 mm
bosluklu hasar olusturulan siganlara PCL kondiiit ve PCL kondiiit ile birlikte kok
hiicre ile tedavisi uygulanmig ve 3 haftada bir SFI 6l¢iimleriyle fonksiyonel iyilegsme
degerlendirilmistir. 3. haftada gruplar arasinda kok hiicre ile tedavi edilen grup
lehinde anlamli diizeyde fark bulunuyorken; 12. hafta sonunda gruplar arasinda

anlamli fark bulunamamistir (Santiago ve ark, 2009).

Di Summa ve arkadaslarinin 2011 yilinda yaptigi bir c¢alismada ise;
olusturulan 10 mm bosluk, fibrin kondiiit veya fibrin kondiiit ile mezenkimal kok

hiicre kombinasyonu ile onarilmistir, 16. hafta sonunda yapilan histomorfolojik
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degerlendirmelerde gruplar arasinda anlamli farkliliklar saptanmistir (Di Summa ve
ark, 2011).

Siire ile ilgili ¢aligmalarda farkli sonuglar rapor edilmistir. Calismamizda orta
donemdeki sonuglar incelenmistir. Si¢anlarin iyilesme sirasinda periyodik
fonksiyonel testlerin yapilmasi iyilesmenin seyrinin ve kok hiicrenin kisa donemdeki
fonksiyonel etkilerinin degerlendirilmesi agisindan 6nemli sonuglar verebilirdi. Bu
acidan periyodik testler yapilarak veya farkli siirelerde gruplar planlanarak ileri

caligmalar yapilabilir.

Calismamizda yag dokusu kaynakli kok hiicreler flow-sitometrik (akim hiicre
Olger) analiz ile CD45(-), CD90(+), CD44(+), CD29(+), CD73(+) ile karakterize
edildi. Kok hiicre arastirmalarda genellikle CD isaretleyicileri ile tanimlanmaktadir.
Yag dokusu kaynakli kdk hiicrelerin ayriminda en sik kullanilan pozitif belirtecler;
CD9, CD13, CD29, CD44, CD54, CD73, CD90, CD105, CD106, CD117, CD140b,
CD146, CD166, HLAI, en sik kullanilan negatif belirtegler ise; CD11b, CD14,
CD19, CD31, CD34, CD45, CD79a, CD133, CD144’diir (Can, 2014).

Barbarisi ve ark.’nin 2014 yilinda yaptig1 bir ¢alismada: yag dokusu kaynakl
kok hiicreleri tanimlamak amaci ile flow-sitometrik olarak CD3, CD33, CD34
negatif, CD13, CDI105 isaretleyicilerinin de pozitif oldugunu gostererek hiicreleri
tanimlamigtir (Barbarisi ve ark, 2014)

Wei ve ark.’nin 2011 yilinda yaptig1 bir ¢alismada CD 11b, CD31, CD45
negatif, CD44, CD90 pozitif olarak saptanarak yag dokusu kaynakli kok hiicrelerin
karakterizasyonu yapilmistir (Wei ve ark, 2011)

Reid ve ark.’nin 2011 yilinda yaptigi bir c¢alismada: RT-PCR ve
immunohistokimyasal boyama yontemleri ile hiicrelerin CD29, CD44, CD90 ve
CD105 bulundurduklar: tespit edilmis ve bu hiicreler kok hiicre olarak tanimlanmistir
(Reid ve ark, 2011).

Yapilan caligmalarda; genel olarak kok hiicre tanimlanmasi i¢in, pozitif ylizey
belirteclerinden iki ya da {i¢ tanesinin pozitif ve 6zellikle hematopoetik seriye ait
hiicre belirteclerinden ise en az bir tanesinin negatif oldugu gosterilmistir. Ya da
farkl: hiicre serilerine doniisebilirliginin gosterilmesi gerekmektedir.

Lui ve ark.’nin 2011 yilinda yaptig1 bir caligmada 3-5 pasaj sonrasinda elde

edilen biiylik ve yaygin hiicrelerin yag ve kemik dokusuna (uygun farklilagtirma
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medyumu igerisinde) doniistiigi goézlenmis ve bu hiicreler kok hiicre olarak

tanimlanmustir (Liu ve ark, 2011).

Calismamizda: degerlendirmeler, aksonlar S-100 ile Schwann ve PGP 9,5 ile
immiinfliioresan olarak isaretlenerek yapilmistir. Aksonal organizasyon, akson
miktar1, Schwann hiicre organizasyonu ve miktarinin gruplar arasi farkliliklart

incelenmistir.

Wei ve ark.’nin 2011 yilinda yaptig1 bir ¢alismada: 10 mm bosluklu hasar,
bir grupta kok hiicre ve chitosan/ipek kondiiit ile bir grupta ise sadece chitosan/ipek
kondiiitle tedavi edilmistir. S-100 ile Schwann hiicreleri, NF-200 ile aksonlar
isaretlenerek ve SEM ile degerlendirmeler yapilmis, sinir liflerinin yogunlugu, sinir
liflerinin uzunlugu, akson uzunlugu ve ¢api, miyelin durumu degerlendirilmistir.
Akson miktar1 ve uzunlugunun ve Schwann hiicre miktarinin daha fazla bulundugu
kok hiicre tedavisi eklenen grupta sinir onariminin daha iyi oldugu yorumu yapilmis
ve bu durum SFI ile degerlendirmeleri ile uyumlu olarak degerlendirilmistir (Wei ve

ark, 2011).

Carrel ve ark.’nin 2013 yilinda yaptig1 bir yilinda yaptig1 bir caligmada: 10
mm bosluklu hasar bir grupta kok hiicre ve kollajen kondiiit ile bir grupta sadece
kollajen kondiiitle tedavi edilmis ve MCOLL histokimyasal yontem ve S-100,
norofilament ile immunhistokimyasal boyama ile gruplar arast farklar
degerlendirilmistir. S-100 ile isaretleneme sonucu isaretli bolgelerin yogunlugu ve
isaretlenen bolge degerlendirildiginde: hiicre eklenen gruptaki S-100 yogunlugu ve
alan1 anlamli olarak fazla bulunmus; aym1 parametreler ile nérofilament boyamasi
incelendiginde ayn1 sekilde kok hiicre eklenen grupta anlamli olarak fazla bulunmus.
MCOLL histokimyasal yontemle kollajen ve miyelin degerlendirilmis, her iki
parametre kok hiicre eklenen grupta anlamli olarak fazla bulunmustur (Carriel ve ark,

2013).

Di Summa ve ark.’nin 2011 yilinda yaptig1 ¢alismada: fibrin kondiiit, fibrin
kondiiit kok hiicre ile otogreft gruplari belirlenmis ve 10 mm siyatik sinir hasar
tedavi edilmis; SEM ile yapilan degerlendirmede aksonal alan, sinir lifi alani,
miyelin durumu, sinir lifi yogunlugu ve saymimi ve sinirin genel c¢ap1
degerlendirilmistir. Aksonal alan ve fibrin yogunlugu kok hiicre ve fibrin kondiiit
grubunda, diger parametrelerde otogreft grubunda en yiiksek degerler elde edilmistir

(di Summa ve ark, 2011).
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Di Summa ve ark.’nin 2010 yilinda yaptig1 ¢alismada ise 10 mm bosluklu
hasar fibrin kondiiit, fibrin kondiiit ve farklilagtirilmamis kok hiicre ve Schwann
hiicre fibrin kombinasyonu ile tedavi edilmis; PGP 9,5 ve S-100 ile immunfliioresan
boyama sonucunda gruplar aras1 degerlendirilmeler yapilmistir. Schwann hiicre ve
kondiiit grubunda fonksiyonel iyilesme en iyi olarak degerlendirilmis ve bu grupta S-
100 ve PGP 9,5 isaretlenme orani en fazla, sadece kondiiit ile tedavi edilen grupta ise

boyanma orani en az olarak degerlendirilmistir (Di Summa ve ark, 2010).

Calismamizda da, PGP 9,5 ile isaretlenerek degerlendirilen akson miktarina
iligkin bulgularimiz bahsedilen ¢alismalar ile uyumludur. Diseksiyon ve diseksiyon
kok hiicre grubunda aksonal oran arasinda anlamli fark yoktu. Calismamizda normal
sinirlerde diseksiyon yapilmistir, klinik gereksinimler sebebi ile diseksiyon yapilmasi
planlanan durumlar ileri ¢aligmalarda degerlendirilebilir. Fonksiyonel degerlendirme
(SFI) sonuclarmin yiiksek oldugu gruplarda akson Olciimlerimiz daha fazla
bulunmustur. Fonksiyonel iyilesme aksonal gelisim ile agiklanabilir. Fakat kok hiicre
uygulanan gruplarda fonksiyonel iyilesme morfolojik iyilesmeden daha barizdi. Bu

da kok hiicrenin etraf dokulardaki onarim etkileri ile agiklanabilir.

S-100 ile yaptigimiz degerlendirmeler yukarida bahsedilen c¢alismalarla
uyumlu degildir. Calismamamizda kok hiicre uygulanan gruplar ile diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak fark bulunamadi. Bahsedilen ¢alismalardaki yontem ile
bizim caligmamiz arasindaki yontem farkliliklar1 bu durumun sebebi olabilir.
Bahsedilen c¢alismalarda bosluklu bir hasar bolgesi bulunmaktadir ve S-100
isaretlenmesi sadece o bolgedeki yeni gelisen Schwann hiicrelerini géstermektedir.
Caligmamizda tamir edilen bolgedeki Schwann hiicreleri degerlendirildi. Tamir
edilen bolgede bulunan ve yeni gelisen Schwann hiicrelerinin hepsi ¢alismamizda
degerlendirmeye girmistir. Normal grupta S-100 isaretlenme oranmi diger gruplardan
daha azdi. Morfolojik olarak daha iyi olarak degerlendirdigimiz sinirlerde akson
oranin daha yiiksek olmasi S-100 isaretlenme oraninin daha az olmasina sebep
olabilir. Normal morfolojideki sinirlerde S-100 isaretlenme akson etrafinda daha ince
bir hat olarak izlendi. Gelisimin daha az oldugu gruplarda ise bu organizasyon
bozuktu ve S-100 isaretlenme daha daginik ve her bolgede izlendi. Bu durum S-100
isaretlenme oranmin morfolojisi kot sinirlerde daha fazla 6lgmemize katkida
bulunmus olabilir. Kok hiicrelerin endojen Schwann hiicrelerin proliferasyonunu
arttirma ve Schwann hiicrelerine farklilasma 6zellikleri bulunmaktadir. Erken
donemde yapilacak degerlendirmeler ile heniiz aksonal ve sinirin morfolojik iyilesme
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diizeyleri daha diisiik oldugu durumda kok hiicrelerin bahsedilen etkileri ile S-100
isaretlenme diizeyleri kok hiicre eklenen gruplarda daha anlamli olarak yiiksek

bulunabilirdi. Ileri arastirmalarla bu durum degerlendirilebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yag dokusu kaynakli kok hiicre uygulamasi periferik sinir onarimina (yapilan

motor fonksiyon ve histolojik degerlendirmeye gore) olumlu etki etmektedir.

Periferik sinir onariminda kok hiicre (6zellikle sinir hiicre serilerine

dontstiiriilmiis) kullanimu ile ilgili daha ileri ¢aligsmalar yapilmalidir.

Yag dokusu kokenli kok hiicre kolay elde edilmesi ve izole edilmesi

sayesinde oldukca umut vadeden bir tedavidir.

Farkli dokularda meydana gelen hasarlarda yag dokusu kaynakli kok hiicrenin

onarima etkileri arastirilmalidir.
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Periferik sinir yaralanmalar1 ciddi morbiditeye neden olan 6nemli bir problemdir. Periferik
sinir hasarlarinda ¢esitli tamir yontemleri bulunmaktadir. Sinirde doku kayb1 olmadigi ya da az oldugu
yaralanmalarda ug¢-uca ekleme yontemi, doku kaybinin daha ¢ok oldugu durumlarda ise greft tamiri
kullanmlmaktadir. Greft olarak sentetik ve dogal maddeler (kollojen, silikon, fibrin, polycaprolactone,
polylactic acid, polyglycolic acid) kullanilmakla birlikte, otogreft tedavi baz1 dezavantajlarina ragmen
(nbroma formasyonu, donor taraftaki motor ve his kaybi) halen ilk tedavi segenegi olarak
diigiiniilmektedir.

Yag dokusu; adipositler, pre-adipositller, mikrovaskiiler endotelyal hiicreler, diiz kas
hiicreleri, monositler, lenfositler ile kok hiicreleri igeren mezodermal kaynakli karmasik bir dokudur.
Postnatal kok hiicreler igin 6nemli bir kaynaktir. Yag dokusu kaynakli kok hiicreler elde edilmesi
kolay, uygun kosullarda ¢esitli hiicre serilerine doniisiim gosterebilen multipotent hiicrelerdir

Yapilan ¢aligmalarda greftin yag dokusu kaynakli kok hiicre ile birlikte kullanmasinin
periferik sinir onarimina olumlu etkileri bildirilmistir. Calismamizda geleneksel periferik sinir onarim
yontemleri ile yag dokusu kaynakli kok hiicrenin tedavide beraber kullanilmasinin periferik sinir
onarimina etkileri aragtirilmustir.

Calismamizda 64 sigan; primer dikis, primer dikis kok hiicre, otogreft, otogreft kok hiicre,
diseksiyon, diseksiyon kok hiicre, tedavi edilmemis 1 ¢cm bosluklu hasar ve kontrol grubu olarak 8
gruba ayrildi. Genel anestezi altinda sag siyatik sinire planlanan hasar ve tamir modelleri uygulandi. 6
hafta sonra fonksiyonel iyilesmenin degerlendirilmesi amaciyla ayak izi testi (SFI) yapildi. Alinan sag
siyatik sinirler dokulari, H&E ile boyanarak 1sik mikroskobunda ve S-100, PGP 9,5 ve DAPI ile
isaretlenip fliloresan ve konfokal mikroskopta genel yapi, aksonal organizasyon ve akson orani,
Schwann hiicre morfolojisi ve orani, damarlanma, fibrosiz, inflamasyon durumlar: degerlendirilerek
iyilesme diizeyleri belirlendi.

Primer dikis ve otogreft tedavisine eklenen kok hiicrenin dokudaki akson oranlarini arttirdig:
ve bu gruplarda fonksiyonel iyilesmenin daha iyi oldugu gézlendi. Diseksiyon tedavisine eklenen kok
hiicrenin bdyle bir etkisi saptanmadi. Schwann hiicre orani ile kok hiicre arasinda bir iliski saptanmadi
fakat kok hiicre eklenen primer dikis ve otogreft gruplarinda hiicre morfolojileri daha diizgiindii.
Damarlanma, fibrozis ve inflamasyona kok hiicrenin etkisi gozlenmedi.

Sonug olarak yag dokusu kaynakli kok hiicrenin fonksiyonel ve morfolojik iyilesmeye
olumlu etkileri saptandi. Kok hiicrenin sinir onarimina bu olumlu etkilerinin salgiladiklari sitokinler,
bliyime faktorleri ve ¢esitli hiicre serilerine doniisebilme 0Ozelliginin bulunmas: ile oldugu
diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Periferik sinir hasari, periferik sinir onarimi, yag dokusu kaynakli kok
hiicre.
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8. SUMMARY

The effects of adipose derived stem cell application on peripheral nerve

regeneration, in rats.

Peripheric nerve injury is an important problem that causes serious morbidity. There are
various ways of restoration in peripheric nerve damage. When there is no or little tissue loss at the
nerve, end to end anastamosis is used. When tissue loss is at a higher level graft usage must be
required. Synthetic or natural materials are used. In spite of having some disadvantages (neurama
formation, functional or sensory loss at the donor side) autograft treatment is still considered as the
first treatment method.

Adipose tissue is a mesodermal based complex tissue containing adipocytes, pre-adipocytes,
microvascular endothelial cells, smooth muscle cells, monocytes, lenfocytes and stem cells. It is an
important source for postnatal stem cells. Adipose tissue derivated stem cells are easy to obtain and
can transform into various cell series under appropriate conditions.

In the literature, it has been shown that using graft combined with adipose tissue derivated
stem cells has positive effects on the peripheral nerve regeneration. In our work, we investigated the
effects of using adipose derived stem cell to traditional methods on nerve restoration.

In our work, 64 rats are divided into 8 groups: primary sture, primary sture and stem cell,
autograft, autograft and stem cell, disection, disection and stem cell, untreated 1 cm gap damage and
control. Damage and restoration procedures were applied to right siatic nerve under genel anesthesia.
After 6 weeks, in order to evaluate functional recovery, foot print test was made, SFI was calculated
and right siatic nerve was taken. Samples were stained with H&E for light microscopy and S-100,
PGP 9,5 and DAPI for fluorescence and confocal microscope to evaluate general structure, axon
organization and axon ratio, Schwann cell morphology and ratio, vascularition, fibrosis and
inflammation condition.

Primary sture and stem cell, autograft and stem cell groups have increased axon ratio and
functional recovery was better.Also there was no smiler effects of ADSC in disection treatment group.
No relation was determined between Schwann cell ratio and stem cell. However, cell morphologies in
stem cell added primary sture and autograft groups were better. There was no effect of stemm cells on
vascularition, fibrosis and inflammation.

As a result, positive effects of adipose tissue derived stem cells on functional and
morphological recovery were determined. It is thought that these positive effects of stem cells on

nerve regeneration is related to secreted sitokins, growth factors and capability of transforming into
various cell series.

Keywords: Peripheral nerve injury, peripheral nerve repair, adipose tissue derived stem cell.
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Projede 10 grupta toplam 92 adet sican (Wistar Albino) kullanilacagi ve sicanlarin anestezi
altinda servikal dislokasyon ile sakrifiye edilecegi bildirilmistir.

Projenin deney hayvanlarina iliskin ydnlerinin Necmettin Erbakan Universitesi Kombassan
Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi Deney Hayvanlar Etik Kurul Y&nergesinin 6nci
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yapacak calismacinin “Deney Hayvanlan Kullanim Sertifikasina” sahip oldugu dikkate alinarak
projenin hayvan kullanim etigi acisindan “Uygun” olduguna oybirligi ile karar verilmistir.
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Prof.Dr.K.Esra S > < Prof.Dr.Selim
NURULLAHOGLU ATALIK Prof.Dr.ITgma[T'éXI’Ur;, Prof.'Dr.A,Salde SAHIN KUTLU
Uye: /7 Uye-Katiimadi 23
Baskan Uye
Yrd.Do¢.Dr.Mehmet Dr.M.Metin
ERGIN SENER
Uye Uye-Izinli Uye
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Adres:N.E.U.Kombassan Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi, 4208Q-Meram/KONYA
Tel: (0332) 223 71 11, Faks: (0332) 22371 24 e-posta: konudamn@konya.edu.tr
Web Adresi: http://www.konya.edu.tr/merkezler/konudam ! Bilgi: 223 71 11
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10. OZGECMIS

1984 yilinda Kiitahya Domani¢’te dogdu. ilkokulu Domanig, Durabey Koyii
Ilkokulunda, ortaokulu Simav Nurullah Koyuncuoglu Anadolu Lisesinde ve liseyi de
Tavsanli Anadolu Ogretmen Lisesinde tamamladi. 2002 yilinda Celal Bayar
Universitesi Tip Fakiiltesine girdi. 2008 yilinda mezun olduktan sonra Agr1 Eleskirt
Merkez Saglik Ocagi ve Meram 24 No’lu Saglik Ocaginda yaklasik 1 yil siire ile
pratisyen hekimlik yapti. 2010 yilinda Konya Egitim Arastirma Hastanesi’nde 6 ay
siire ile Aile Hekimligi asistanlig1 yaptiktan sonra 2011°de Selguk Universitesi Tip
Fakdiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda uzmanlik egitimine bagsladi.

Evli ve iki ¢ocuk babasidir.
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