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OZET

ELEKTRIKSEL STIMULASYON VE SCHWANN-BENZERI HUCRELERIN
PERIFERIK SINIiR HASARINA ETKILERI

Kilic M.A. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii Biyofizik
Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2020.

Schwann-benzeri hiicreler, in vitro ortamda kok hiicrelerin farklilagtirilmasi ile elde
edilen, morfolojik ve genetik agidan ger¢ek schwann hiicrelerine ait 6zellikleri sinirli olarak
gosteren hiicrelerdir. Gergek schwann hiicrelerinin in vitro ortamda diisiik proliferasyon
gostermesi ve elde edilmesinin Oniindeki etik problemler sebebiyle terapotik amagla

kullanilmak tizere uretilmektedirler.

Calismamizda 20 Hz frekansinda diisiik siddetli elektrik akimi ve schwann-benzeri
hiicrelerin periferik sinir hasari tizerindeki etkileri incelenmistir. Bu amagla 6’sar wistar-
albino sicandan olusan 7 deney grubu kullanilmistir. Calismanin ilk agamasinda sigan adipoz
dokusundan elde edilen kok hiicrelere farklilagtirma protokolii uygulanarak schwann-benzeri
fenotip kazanmalar1 saglanmistir. Elde edilen hiicre fenotipi in vitro ortamda yapilan
morfolojik inceleme ve RT-PCR analizleri ile teyit edilmistir. Ardindan sham grubu disinda
biitiin siganlarda siyatik sinir hasar1 olusturularak sirayla sinir hasari, elektriksel stimiilasyon,
adipoz kok hiicre, adipoz kok hiicre + elektriksel stimiilasyon, schwann-benzeri hiicre ve
schwann-benzeri hiicre + elektriksel stimiilasyon uygulamalari yapilmistir. Hayvan deneylerin
baglamasinin ardindan 6 haftalik periyotta yapilan uygulamalarin sinir hasari iizerindeki olasi
olumlu etkileri haftalik siyatik fonksiyon indeksi (SFI) ve deney sonunda sinir ileti hiz,

bilesik kas aksiyon potansiyeli, 1slak kas agirlig1 ve histolojik olarak degerlendirilmistir.

Elde edilen sonuglara gore tek bagina elektriksel stimiilasyon sinir ileti hizinda sinirl
bir artig saglamig olsa da adipoz kok hiicre veya schwann benzeri kok hiicrelerin ekimiyle
daha basarili oldugu bulunmustur. Adipoz kok hiicre ekimi ve elektriksel stimiilasyonun
kombine olarak kullanilmasiyla tek basina elektriksel stimiilasyona oranla bir artis saglanmig
olsa da istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir. Ancak ayni protkolde schwann benzeri
hiicrelerin kullanilmastyla beraber sinir ileti hizlarindaki artis istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur. Ozellikle elektriksel stimiilasyon ile birlikte sinir ileti hizinda bulunan artis

Xii



yiiksek derecede anlamlidir. Yapilan histolojik incelemelerde ise schwann benzeri hiicre
ekimi ve elektriksel stimiilasyonun kombine olarak kullanilmasi en kalin miyelin kilif ve
ortamala akson yarigcapi elde edilmesini saglamistir. Bu sonuglara gore sinir iyilesmesinde
hiicre terapisi uygulamasinin elektriksel stimiilasyonun iyilesme kapasitesini arttirabilecegi

gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Schwann benzeri hiicre, adipoz kok hiicre, elektriksel stimiilasyon, sinir

hasari.
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ABSTRACT

EFFECTS OF ELECTRICAL STIMULATION AND SCHWANN-LIKE CELLS ON
PERIPHERAL NERVE INJURY

Kilic M.A. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute Biophysics
Program, Doctoral Thesis, Aydin, 2020.

Schwann-like cells are cells that are obtained by differentiation of stem cells in
vitro, showing limited morphologically and genetically genuine schwann cells. They are
produced to be used for therapeutic purposes due to the low proliferation of real schwann cells

in vitro and the ethical problems in their recovery.

In our study, the effects of low-intensity electric current at a frequency of 20 Hz and
schwann-like cells on peripheral nerve damage were examined. For this purpose, 7
experimental groups consisting of 6 wistar-albino rats were used. In the first stage of the
study, stem cells obtained from rat adipose tissue were provided with a schwann-like
phenotype by applying differentiation protocol. The cell phenotype obtained was confirmed
by in vitro morphological examination and RT-PCR analysis. Subsequently, sciatic nerve
damage was created in all rats except the sham group, and nerve damage, electrical
stimulation, adipose stem cell, adipose stem cell + electrical stimulation, schwann-like cell
and schwann-like cell + electrical stimulation were performed sequentially. Possible positive
effects of applications on nerve damage over a 6-week period after the initiation of animal
experiments were evaluated weekly sciatic function index (SFI) and nerve conduction
velocity, compound muscle action potential, wet muscle weight and histologically at the end
of the experiment.

According to the results, although electrical stimulation alone provided a limited
increase in nerve conduction velocity, it was found that it was more successful with the
cultivation of adipose stem cells or schwann-like stem cells. Although an increase was
achieved with the combined use of adipose stem cell transplantation and electrical stimulation
compared to electrical stimulation alone, it was not statistically significant. However, the
increase in nerve conduction velocities was found to be statistically significant with the use of

schwann-like cells in the same protocol. Especially, the increase in nerve conduction velocity
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with electrical stimulation is highly significant. In histological examinations, the combination
of schwann-like cell cultivation and electrical stimulation provided the thickest myelin sheath
and axon radius to the medium. According to these results, it has been shown that the
application of cell therapy in nerve healing can increase the healing capacity of electrical

stimulation.

Key Words: Schwann-like cells, adipose stem cells, electrical stimulation, nerve injury
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1. GIRIS

Canlilarda ¢esitli dokularin veya hiicrelerin sahip oldugu elektriksel aktivite viicutta
siiregelen biyolojik fonksiyonlarin 6nemli bir pargasidir. Giinlimiizde endojenik manyetik
alanlarin veya elektriksel potansiyellerin canli hiicreler iizerinde aktif iyon transportunu
etkileyebildigini, intraseliiler veya ekstraseliiler hiicre membranlarinin gegirgenligini
degistirebilecegi bilinmektedir (Hille, 2001). ilk defa Foulds ve Barker (1983) tarafindan
insan viicudunun farkli bolgelerinde elektriksel aktivitenin farklilik gosterdigi tespit
edilmistir. Epidermis tabakasini olusturan biitiin canli hiicrelerin membran potansiyellerinin
toplamindan olusan transepitelyal potansiyelin yaralanma sonrasinda bolgesel olarak diistiigii,
iyilesme siirecinde ortaya ¢ikan iyon akimlarinin hiicreleri yara bdlgesine dogru go¢ etmeye

tesvik ettigi gosterilmistir.

Disaridan uygulanan elektriksel stimiilasyonun yara iyilesmesini olumlu yonde
etkileyebilecegini rapor eden ¢alismalar mevcuttur (Isseroff ve Dahle, 2012; Thakral ve ark,
2013). Benzer sekilde diisiik frekansli elektriksel stimiilasyonun in vivo ve in vitro
caligmalarda noral hiicrelerin norit uzama hizini arttirabildigi gosterilmistir (Alexander ve ark,
2006; Greenebaum, 2015; Kumar ve ark, 2016; Purdy ve ark, 2015; Wood ve Willits, 2006).
Elektriksel stimiilasyonun, periferik sinir yaralanmalarinda aksonu hasarlanan motor
noronlarin gévdesinde BDNF ve trkA ekspresyonlarini artirdigi rapor edilmistir (Al-Majed ve
ark, 2000). Gordon ve arkadaslari tarafindan karpal tiinel hastalar1 tizerinde yapilan ¢aligmada
ameliyat sirasinda ulnar sinire uygulanan 1 saatlik elektriksel stimiilasyonun hastalarda
aksonal rejenerasyonu hizlandirdig1 ve sonug olarak hedef kaslarda innervasyonun daha iyi

oldugu tespit edilmistir (Gordon ve ark, 2010).

Schwann hiicreleri, sinirsel iletimdeki gorevlerinin yani sira periferik sinir sisteminin
sagligt ve bakimindan sorumlu glial hiicrelerdir. Sinir hasarmin olusmasindan itibaren,
biyokimyasal sinyaller araciligi ile ¢agirdiklar1 makrofajlarin hasarli aksonlar1 fagosite
etmelerini saglarlar. Boylece hasarli aksonlar ortadan kaldirilirken rejenere olacak yeni akson
uglar i¢in uygun bir ortam saglanmis olur (Armati ve Mathey, 2013). Schwann hiicrelerinin

yoklugunda hasar sonrasi akson rejenerasyonunun tamamen durdugu ve iyilesmenin olmadigi



bilinmektedir (Dezawa ve ark, 1997; K R Jessen ve Mirsky, 2016a). Bu sebeple sinir
yaralanmalarinda kendiliginden iyilesmenin miimkiin olmadigt durumlarda schwann
hiicrelerinin terapdtik kullanimi mantiklidir. Ancak bu uygulamanin pratikte bir takim
zorluklart mevcuttur. Schwann hiicrelerinin izolasyonu i¢in saglikli sinir liflerinin sakrifiye
edilmesi gerekir, bu tibben kabul edilemez. Ayrica in vitro ortamda ¢ogalma hizlar1 oldukg¢a
diistiktiir. Sinir yaralanmalarinda tedavinin ne kadar hizli yapildigi iyilesmenin ne 6lgiide
basarili olacagini belirleyen en onemli faktorler arasindadir (E. Wang ve ark., 2017).
Arastirmalar gergek schwann hiicreleri ile karsilasilan bu problemleri, kok hiicre uygulamalari

yardimi ile agmaya ¢alismaktadir.

Mezenkimal kok hiicreler, bulunduklari ortamda rejenerasyon/onarimdan sorumlu somatik
erigkin hiicrelerdir. Normal kosullarda viicutta belirli nislerde (kemik iligi, periferik kan,
merkezi sinir sistemi, dis, yag dokusu vb) uyku halindedirler. Standart in vitro kiiltiir
ortamlarinda mezenkimal kok hiicreler fibroblast benzeri morfolojiye sahip, koloniler
kurabilen ve kemik, kikirdak, yag ve noral dokulara farklilasabilen, plastik-adherent 6zellik
gosterirler. Her bir mezenkimal kok hiicre grubu intrinstik veya ekstrinstik sinyallerin etkisi
altinda belirli bir hiicre tiirline dogru farklilagsma gosterir. Sinirsiz boliinme kapasiteleri,
kendilerini yenileyebilmeleri ve farklilasma potansiyelleri onlar1 doku iyilesmesi ve
rejeneratif uygulamalarin en 6nemli araglarindan birisi haline getirmektedir. Kok hiicreler
kisiden elde edilme yerleri ve yontemleri agisindan ii¢ gruba ayrilabilir. Bunlar sirasiyla
mezenkimal kok hiicreler (MKH), embriyonik kok hiicreler (EKH), ve indiiklenmis
pluripotent k&k hiicrelerdir (IPKH). (Horwitz ve ark, 2005).

Hiicre kiiltiir ortaminda mezenkimal kok hiicrelerin biiylime faktdrlerinin bulundugu
kokteyller yardimui ile farkli hiicre tiplerine doniismeleri miimkiindiir. Yapilan ¢aligmalarda
farkli nislerden elde edilen kok hiicrelerin belirli hiicre soylarina dogru farklilasma
potansiyelleri degisiklik gostermektedir. Ornegin, kemik iligi, adipoz, umbilikal kord,
plasenta gibi farkli kaynaklardan elde edilen kok hiicrelerin osteojenik, kondrojenik veya
norojenik farklilasma sonrasi spesifik hedef dokuya ait spesifik isaret¢i miktarlarinin farkl
seviyelerde oldugu rapor edilmistir (Al-nbaheen ve ark, 2013; Choudhery ve ark, 2013; El-
Badawy ve ark, 2016; Heo ve ark, 2015).

Yaklasik 20 yildir kok hiicrelerden schwann-benzeri hiicreler tiretilmektedir (Dezawa ve
ark, 2001). Arastirmalar elde edilen schwann-benzeri hiicrelerin tam olarak erigkin schwann

hiicre 6zelligi gostermese de NGF, BDNF, GDNF gibi ndral soya ait biliyiime faktorleri



acisindan zengin oldugunu ve in vivo denemeler de sinir hasar1 tedavisinde Schwann-benzeri
hiicrelerin farklilagmamis kok hiicrelerden daha basarili olduklarmi gostermektedir (Fan ve
ark, 2011; Fan ve ark, 2014a; Gao ve ark, 2014). Literatiir incelendiginde schwann-benzeri
hiicrelerin adipoz, kemik iligi veya dis kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden in vitro ortamda
etkili sekilde elde edilebildigi ve bu schwann-benzeri hiicrelerin periferik sinirleri
destekleyebildigini bildirilmistir (Brohlin ve ark, 2009; Fu ve ark, 2016; Martens ve ark,
2014).

Kok hiicre veya schwann-benzeri hiicre terapisi ve elektrik stimiilasyonunun sinir
rejenerasyonu lizerindeki olumli etkileri ayr1 ayr1 gosterilmistir (Al-Majed ve ark, 2000; Fan
ve ark, 2011; Gao ve ark, 2014a; Gordon ve ark, 2010). Literatiir incelendiginde elektrik
akimi ve hiicre terapilerinin kombine olarak kulladigi caligmalarin simirli sayida oldugu
goriilmektedir. Du ve arkadaslar1 (2018) siyatik sinir kesi modelinde noral krest kok hiicreler
ekili sinir kilavuzlan ile elektriksel stimiilasyonu birlikte uygulandiginda histolojik olarak

daha 1iyi sinir iyilesmesi ve yiiksek 1slak kas agirligi rapor etmisti.

Bu bilgiler 15181nda ¢alismamizda sinir iyilesmesinde etkinligi ayr1 ayr1 gosterilmis olan
ancak hig¢ birlikte kullanilmamis olan elektriksel stimiilasyon ve schwann-benzeri hiicrelerin
etkinliginin birlikte ne 6l¢iide basarili olabilecegi arastirilmistir. Calismamizda wistar-albino
sican siyatik sinirlerinde néroma hasar modeli olusturuldu. Hasar modeli olusturulan
hayvanlarda 1 saat 20 Hz, 3V siddetinde elektriksel stimiilasyon, adipoz kok hiicre ve
schwann-benzeri hiicrelerin etkileri ayr1 ayr1 ve birlikte uygulayarak incelendi. 6 haftalik
tyilesme siirecinde deneklere ait haftalik siyatik fonksiyon indeksi (SFI) olciildii. Deney
sonunda sinir iletim hizi, bilesik kas aksiyon potansiyeli, islak kas agirliklar1 ve sinir dokular

histolojik olarak degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi, duyusal ve motor fonksiyonlarinin yani sira biligsel siiregler de dahil
olmak iizere genis bir ¢alisma alanma sahip yliksek derece kompleks bir yapidir. Kisaca
duyusal organlar aracilig ile tespit edilen gevresel ve igsel degisikliklere ait verileri impulslar

halinde beyne ulastirarak integrasyonundan ve uygun cevaplarin iiretilmesinden sorumludur.

Sinir Sistemi

/N

Periferik Sinir Sistemi
(PSS)

integrasyon
Merkezi Sinir Sistemi
(MmSS)

/ \ Motor Cevay \)uvusal Girdi

Motor Unite  Duyusal Unite

Beyin Spinal Kord / \

Otonomik Sinir Sistemi  Somatik Sinir Sistemi

Sempatik Sistem Parasempatik Sistem

Sekil 1. Sinir sistemi yapisinin sematik gosterimi.

Omurgalilarda beyin ve spinal kord merkezi sinir sistemini (MSS) olustururken bunlar
disinda kalan sinirler periferik sinir sistemini (PSS) olusturmaktadir. PSS ¢evrede duyusal
organlarla toplanan bilgiyi spinal kord {izerinden beyne dogru tagiyan duyusal lifler ve beynin
olusturdugu cevabi motor veya efektor organlara tasiyan motor liflerden meydana
gelmektedir. Motor lifler kendi igerisinde istemli hareketi saglayan somatik ve istem dis1
hareketi yoneten otonomik lifler olmak tizere ikiye ayrilir. Otomonik lifler ise kendi i¢lerinde
zit ¢alisan sempatik ve parasempatik liflere ayrilir (Sekil 1.) (Guyton ve Hall, 2011; Waugh
ve Grant, 2014).

Sinir sisteminin fonksiyonlari maddeler halinde yazilacak olursa;

1. Viicutta meydana gelen biitiin siireclerin integrasyonu.



Istemli hareketin ve reflekslerin koordinesi.
Istemsiz hareketin ve reflekslerin koordinesi.

Uyaranlara kars1 cevap olusturma.

a ~ DN

Biling, diisiince, duygular, kisilik ve zihnin olusumundan sorumludur.

2.2. Sinir Sistemini Olusturan Hiicre Tipler

2.2.1. Noronlar

Sinir sisteminin en temel fonksiyonel hiicreleridir. Noronlar, duyusal organlar araciligi
ile alinan bilginin elektriksel sinyaller halinde MSS’ ye tasinmasi, MSS tarafindan olusturulan
cevabin efektor organlara tasinmasi ve beyindeki biitlin biligsel siirecten de sorumludurlar.
Noronlar boliinerek ¢ogalamazlar, fonksiyonlarini yerine getirebilmek i¢in yiiksek miktarda
oksijen ve glikoza ihtiya¢ duyarlar. Viicuttaki bir¢ok hiicre tipinden farkli olarak ATP

sentezini sadece glikoz araciligiyla yapabilirler.

Yapisal olarak incelendiginde niikleus ve diger 6nemli hiicresel organlarin biiyiik
cogunlugunun hiicre gévdesinde (soma) toplandig1 goriiliir. Hiicre gdvdesinden disar1 dogru
uzanan, dentrit adi1 verilen birden fazla protoplazmik uzantiya sahiptir. Akson, hiicre
govdesinden tek bir fiber formunda, dentritlere oranla ¢ok daha uzun ve kalin olan membran
uzantisidir, bu yap1 sinir iletimde elektriksel uyarmmin uzak mesafelere tasinmasindan
sorumludur. Aksonlarin uzunluklart ait olduklari sinir hiicresinin iglevine bagh olarak birkag

santimetre veya 1 metreden daha uzun olabilmektedir.
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Sekil 2. Noronal iletimin sematik goriiniimii. Hyperphysics (2020)

Noron hiicreleri sinir sisteminde aksiyon potansiyeli olarak isimlendirilen elektriksel
impulslar1 iireten ve viicudun farkli bolgelerine iletebilen tek hiicre tipidir. Bu impulslar
endojenik veya eksojenik bir uyarana cevap olarak olusurlar. Dinlenme durumunda hiicre
membrani boyunca intraseliiler ve ekstraseliiler ortamlarda iyon dagilimi polarizasyona sebep
olacak sekildedir. Intraseliller ortamda potasyum (K®) iyon konsantrasyonu yiiksekken,
ekstraseliiler ortamda sodyum (Na’) iyon konsantrasyonu yiiksektir. Her iki iyon
konsantrasyon gradyentleri geregi az oldugu ortama gegmek ister. Hiicre uygun sekilde
stimiile edildiginde membranin bu iyonlara gegirgenligi artar ve sodyum kanallarinin
acilmasiyla bu iyon hiicre igerisine girmeye baslayarak depolarizasyonu ve aksiyon

potansiyelini baslatir.

=g

-

iletim Yonii

Sekil 3. Noron iletiminde depolarirasyon-repolarizasyon dongiisii. Hyperphysics (2020)

Aksiyon potansiyeli iletimi tek yonlii olarak gerceklesir, depolarizasyonun ardindan

acilan potasyum kanallar1 vasitasiyla potasyum iyonlar1 hiicre disina dogru ¢ikar membran



potansiyeli dinlenim potansiyeli seviyesine diiser. Bu siire¢ refraktor periyod olarak
isimlendirilir, hiicre membraninin refraktér donemde olan bdlgesinin tekrar stimiile edilmesi
miimkiin degildir. Hiicre NA-K pompasinin yardimi ile iyon konsantrasyonunu tekrar eski
durumuna getirerek repolarize olur ve tekrar uyarilmaya hazir hale gelir. Miyelinli néron
aksonlarinda miyelin kilifin yalitkan 6zelligi sayesinde iyon hareketi akson boyunca “ranvier
bogumlar1” ismi verilen miyelinsiz bolgelerde gerceklesir. Aksiyon potansiyelinin miyelin
kilif boyunca bir sonraki Ranvier bogumuna kadar ileler ve bu noktada depolarizasyona sebep

olur. Impulsun bu sekilde iletimine “saltatorik akim” ismi verilir.

-

iletim Yénii

NL&\ /NLL

Ranvier Bogumlari

Miyelin Kilf

Sekil 4. Sinir iletimine miyelin kilifin etkisi.

Noronal iletimde, sinyaller akson govdesi boyunca elektriksel olarak ilerlerken akson
uclarinda kimyasal veya elektriksel olarak hedef hiicreye ulastirilir. Bir aksonun bir bagka
hiicrenin dentriti veya hedef organ ile bir araya geldigi bolgeye sinaps ismi verilir. Sinapslar

elektriksel sinapslar ve kimyasal sinapslar olmak tizere ikiye ayrilir.

Elektriksel Sinapslar; presinaptik ve postsinaptik hiicreler arasi mesafenin ¢ok yakin oldugu
ve hiicre membranlart arasinda bosluk kavsaklarinin (gap junction) mevcut oldugu sinaps
cesididir. Presinaptik hiicrenin uyarilmasiyla baglayan iyon akimi direkt olarak bu bosluk
kavsaklar1 iizerinden postsinaptik hiicreye gegis yapar. Elektriksel sinapslar ¢ok sayida

noronun elektriksel aktivitesinin senkronizasyonunda rol oynarlar (Pereda, 2014).

Kimyasal Sinapslar; genellikle akson ve dentritlerin bulustugu sinapslar 6rnek olarak
verilebilir. Bu bolgelerdeki bosluk elektriksel sinapslara oranla daha genistir ve “sinaptik
bosluk” olarak da isimlendirilir. Presinaptik terminal membraninda vezikiillerde cesitli
norotransmitter molekiiller hazir bir sekilde bekler. Uyarinin presinaptik ndron tarafindan
alinmasiyla birlikte hiicre igerisine giren Ca iyonlar;, bu vezikiillerin membran ile

kaynagarak norotransmitterlerin sinaptik bosluga salinmasini saglarlar. Postsinaptik néronda



bulunan uyumlu reseptdrlere baglanarak ligand bagimli voltaj kanallarinin agilmasi saglanir

ve boylece post sinaptik uyari olusturulur (Pereda, 2014)..

2.2.2. Noroglial Hiicreler

Noroglial (glial) hiicreler sinir sistemi dokularinda ndéronlar disinda bulunan diger
onemli hiicre grubudur. Gegmiste sadece sinir sisteminin destek hiicreleri olarak diisiiniilseler
de giiniimiizde bu rollerinin yani sira noronal iletimde de dogrudan Onemli gorevler
alabildikleri gosterilmistir. Memelilerde tanimlanmis 6 farkl: tipte glial hiicre bulunmaktadir,

bunlardan 4’ MSS’de, 2’si ise PSS’de bulunur.

Tablo 1. Néroglial hiicrelerin iglevleri ve lokasyonlari.

Hiicre Lokasyon islevi

Oligodentritler MSS Miyelin iiretimi, elektriksel yalitimin saglanmasi.
Astrositler MSS Yapisal ve metabolik destek, noron iyilesmesine katilim.
Ependimal Hiicreler Q/A;Str,ikﬁslﬂ?al kanal, Serobrospinal stvinin {iretimi, dagitimi.

Mikroglia MSS Immun yanit ve savunma.

Schwann Hiicreleri PSS Miyelin tiretimi, elektriksel yalitimin saglanmasi.

Uydu Hiicreleri PSS, DKG Noronlara yapisal ve metabolik destek.

Astrositler: MSS’de en yaygin olan glial hiicre tipidir, tiim hiicrelerin yaklasik olarak %20-
40’11 olusturur. Mikroskop altinda incelendiginde yildiz (astro) formunda goziiktiiklerinden
bu ismi almiglardir. Astrosit hiicre govdelerinden ¢ikan birden fazla ndrit MSS’de bulunan
noronlar, sinapslar, diger glial hiicreler veya cevre bag doku ile temas halindedir. Beyin
fizyolojisinde 6zellikle su ve iyon homeostazisini saglarlar. Kan beyin bariyerinin yapisinda
ve bakiminda bulunmanin yani sira gerekli durumlarda ndronlara mitokondri transfer ederek
ndronal metabolizmanin hizlanmasina katkida bulunurlar. Yapisinda yiiksek miktarda K*
kanali bulundururlar ve noronlar aksiyon potansiyeli ateslediginde ekstraseliiler ortama K*

iyonu salarlar. (Grist ve Grist, 2012; Jakel ve Dimou, 2017; Kim ve ark, 2019).

Oligodentritler: MSS’de aksonlarin miyelinizasyonundan sorumlu glial hiicrelerdir. Bir
oligodentritin sahip oldugu noritler birden fazla farkli aksonunun miyelinizayonundan
sorumlu olabilir. Ozellikle miyelinize ettikleri aksonlara sagladiklar hiicre iskelet bilesenleri

ve trofik faktorler ile yarigaplarinin biiyiimesine katkida bulunurlar. Oligodentritler néronal
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aktiviteye bagli olarak aksiyon potansiyeli iletimini desteklerler. Noronlarla fonksiyonel
sinapslar kurabilmektedirler ancak aldiklar1 impulslar1 devam ettirme veya kendi aksiyon
potansiyellerini olusturma yetenekleri bulunmamaktadir. Oliimleri ile birlikte bagh
bulunduklar1 aksonlarda global demiyelinizasyon sonucu aksonal defektler goriiliir (Bradl ve
Lassmann, 2010; Gaudet ve Fonken, 2018; Jakel ve Dimou, 2017).

Mikroglialar. MSS’nin yerlesik immiin hiicrelerelerdir, periferik makrofajlar veya
monositlere 6zgii birgok yiizey isaretgisini eksprese ederler (CD11b, CD45, CD68, CX3CR1
vb.). MSS parankimasindaki en yayin hiicre tiplerinden birisidir. Toplam hiicre miktarmnin %5
ile %10’nunu olustururlar. Yaralanma, enfeksiyon veya norodejeneretif bir hastalik sonrasi
beyin homeostazisinin bozulmasiyla dinlenim durumundan ¢ikarak aktif duruma gecerler.
Sahip olduklar1 fagositoz 6zelligiyle hasarli doku debrisini temizlerler. Mirkoglial noritler
stirekli olarak sinapslarla etkilesim halindedir, sinaps baglantilarin1 bozup tekrar diizenleyerek

MSS’de sinaptik aktiviteyi yonlendirebilirler.

Embriyonik gelisim siirecinde trofik faktorlerle noronal hayatta kalma, aksonal biiyiimeyi
desteklerler. Oligodentrik onciil hiicrelerinin hayatta kalmalarma ve miyelinizasyonda
yardimct olurlar. Endotelyal hiicreleri yoneterek beynin vaskiiliizasyonunda goérev alir

(Gaudet ve Fonken, 2018; Jakel ve Dimou, 2017).

Ependimal Hiicreler: Ependimal hiicreler spinal kanalda serobrospinal siviyir sentezleyen
baslica epitel hiicre grubudur. Olusturdugu ependima katmani yapisi1 geregi madde gecisini
sik1 bir sekilde kontrol ederek kan-serebrum bariyeri olarak is goriir. Katmani olusturan
hiicreler arasinda bulunan bosluk kavsaklarinin yani sira yapisinda bir dizi molekiiler kanal
smifi da (iyon kanallari, aquaporinler vs ) tasirlar. Bu kanallar ve kavsak baglantilariyla
intraseliiler iletisimin yani sira serobrospinal sivinin iyon homeostazisini, hacminin
kontroliinii diizenler. Serebral bosluga bakan yiizeylerinde apikal silia kiimeleri bulunur, bu
yapilar kanal igersinde serobrospinal sivinin hareketi yoniinde koordineli sekilde salinimlar
yaparlar. Bu hareketlerle serobrospinal sivida molekiiler difiizyonu hizlandirdig
diistintilmektedir. (Del Bigio, 2010; Wolburg ve ark, 2015)

Uydu Hiicreleri: Periferik sinir sisteminde, duyusal ve otonomik gangliada néronlarin hiicre
govdelerini kaplamaktadirlar. Noron govdesinde ne kadar fazla uydu hiicresi toplanirsa hiicre
govdesinin o oranda biiyiime gosterdigi bilinmektedir. Bu, uydu hiicrelerinin tipki merkezi
sistemdeki astrosit hiicreleri gibi néronlar1 metabolik olarak desteklediklerini gostermektedir.

Embriyonik donemde duyusal néronlarin morfolojik gelisimini denetledigi diistiniilmektedir.
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Bagli bulunduklari noéronlarda aksonal hasar meydana geldiginde bir dizi morfolojik ve
fizyolojik degisim meydana gelir, proliferasyonu ve cesitli blyiime faktorlerine ait gen
ekspresyonlar1 (NGF, P75, GFAP, GDNF) artar. Hasar sonucu noéronun Olmesi halinde
merkezi sistemdeki astrositler gibi hiicre debrisinin fagositozunu gergeklestirir. (Hanani,

2005)

Schwann Hiicreleri: Erken postnatal siirecte ortaya ¢ikan immatiir schwann hiicrelerinin
gelisim siirecinde c¢evrelerindeki bazal lamina ve aksonlarla kurduklar iliskiye bagli olarak
genellikle miyelinli ve miyelinsiz schwann hiicreleri olmak tizere farkli fenotipe farklilasirlar.
Miyelinsiz schwann hiicre fenotipi kii¢iik yaricapli duyusal aksonlar ve otonomik sinir
sistemine ait aksonlar tarafindan yaratilirken, miyelinli schwann hiicre fenotipi ise biiylik
yarigapli duyusal veya motor ndron aksonlarla etkilesim sonucu ortaya g¢ikar. Miyelinli
schwann hiicreleri miyelinsizlere oranlara 2-3 kat daha uzun ve biiyiiktiirler. Miyelin kilif
hiicre membraninin bir uzantis1 seklinde olup akson gdvdesini birkag kez cevreleyerek dis
ortamdan yalitir. Her iki schwann hiicre tipi kontak halinde bulunduklar1 aksonlara metabolik
ve trofik destek verse de yalnizca aksonlara elektriksel izolasyon saglayan miyelinli schwann
hiicreleri sinir ileti hizinin arttirllmasina katki saglarlar. Yapisal ve fonksiyonel olarak farklari
olmasina ragmen her iki fenotip uygun kosullarda birbirine doniisebilme yetenegine sahiptir.
Bu déniisiim hiicrenin etkilesime girdigi akson tarafindan kontrol edilir. Miyelinsiz schwann
hiicresi biiyiik yarigapli bir aksonla bir araya gelirse miyelinli fenotipe doniistirken tersi olarak
miyelinli hiicreler kii¢iik yaricapli aksonlarla etkilesime gegtiginde miyelinsiz hiicreye
dontigiir (Kristjan R. Jessen ve Mirsky, 2019a, 2019b). Sinirde hasar meydana gelmesiyle
birlikte ortaya ¢ikan c¢evresel sinyaller esliginde miyelinli veya miyelinsiz schwann hiicreleri
farklilasarak 3. tip fenotip olan tamir schwann hiicrelerine doniisiirler. Hasar sonrasi aksonal
dejenerasyonla birlikte kaybolan aksonal kontak ile siire¢ baslar. Miyelin otofajisi ile birlikte
tamir schwann hiicrelerinin salgiladig1 sitokinler makrofajlarin bolgeye toplanmasini ve
hiicresel debrisin fagositozunu indiikler. Schwann hiicreleri aksonal uzamay: ve dallanmay1
destekleyen trofik faktorleri salgilamanin yani sira aksonal tomurcuklar1 distal ve proksimal
uglar arasinda fiziksel olarak bir araya gelmesini saglayan bungner bantlart isimli kilavuz
yapilar1 olustururlar. (Armati ve Mathey, 2013). Deneyler schwann hiicrelerinin
fonksiyonlarmin engellemesi ile akson rejenerasyonunun tamamen durdugunu ve iyilesmenin
olmadigmi gostermektedir. Aksonal rejenerasyonun tamamlanmasinin ardindan tamir
fenotipindeki schwann hiicreleri tekrar aksonal sinyallere bagli olarak miyelinli veya

miyeliniz fenotpilere farklilagirlar (Dezawa ve ark, 1997; Jessen ve Mirsky, 2016b).
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2.3. Periferik Sinir Sistemi

PSS’nin en 6nemli gorevi merkezi sinir sistemi ile periferde bulunan motor ve duyusal
yapilar arasindaki iletisimin saglanmasidir. Bu amagla viicudun hemen hemen biitiin
dokularina ulasan sinir demetleri innerve ettikleri yapiya bagh olarak farkli oranlarda motor,
duyusal ya da otonomik noronlara ait lifler barindirirlar. Motor lifler, merkezi sinir sisteminde
bulunan dentritlerden aldiklari sinyalleri viicuda dogru tasirken, duyusal lifler ise 6zellesmis
uyarilabilir sensor hiicrelerden topladiklar: bilgileri periferden merkezi sinir sistemine dogru
tasirlar. Her tirlii duyu, refleks, mekanik hareket vb. yasamsal faaliyetler periferik sinir

sistemi aracilig1 ile merkezi sinir sistemi tarafindan kontrol edilir ve yonetilir

2.3.1. Periferik Sinir Demetlerinin Anatomik Yapisi

Periferik sinir demetinin en igteki akson liflerini gevsek bir sekilde kapsayarak birincil
fasyayr meydana getiren intrafasikiiler bag dokuya “endonéryum” denir. Kollajen agisindan
zengin olan bu yapida bulunan fontana bantlar1 bu katmana dalgali bir goriiniim
kazandirirken, gerilime karsi yiiksek bir direng gostermesini saglar. Kollajen liflerin spiral
seklinde baglanmalar1 sayesinde sinir demetinin normal boyundan %20 daha fazla esnemesi
miimkiindiir. Endonéryum miyelinsiz liflerde bir birine kaynamis tek katman halinde hemen
aksonun iizerinde yer alirken, miyelinli liflerde iki katl olarak goriiliir. Ilk katman schwann
hiicrelerinin hemen iizerinde olup ranvier bogumlarina kadar giderek bu bolgede schwann
hiicrelerinin membrani ile biitlinlesirken ikinci katman schwann hiicrelerini distan sarar.
Endonoryal tiip olarak da isimlendirilen bu yapinin igerisinde MSS’de bulunan serebrospinal
siviya yakin oOzellikte olan endondryal sivi bulunur. Endonéryal sivinin tiip igerisinde
sagladig1 pozitif basingla sinir liflerine mekanik destek verilirken, schwann hiicrelerinin ve

aksonlarin metabolik ihtiyaclarini ve implus iletimi i¢in uygun iyonik ortam saglanir.
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Sekil 5. Sinir demetinin goriintimd. (1Ifeld ve ark, 2016)

Birden fazla birincil fasyayr distan kaplayarak ikincil fasyayr olusturan tabaka
perindryumdur. Mikroskobik goriintiisii incelendiginde yassilasmig silindir formunda olup
boyuna ve lamelli kollajenler agisindan zengin katmanlardan meydana geldigi goriiliir. Bu
katmanlarin sayis1 sinir demetinin biiylikliigiine gore birka¢ kattan baslayip 10’un iizerine
¢ikabilmektedir. Perindral hiicreler sik bir sekilde yerlesmis ve birbirlerine siki baglantilar
(tight junction) ile baglanmiglardir. Yogun yapisi sayesinde endondryal tiiplere difiizyonla
yabanci maddelerin serbestce girmesini engelleyen bir bariyer gorevi goriir. Katmanli yapisi
ve kollajen igeriginin yiiksekligi sayesinde 300 mmHg basinca kadar dayanabilir. Yiiksek
mekanik direnci sebebiyle sinir demeti gerilim stresine magruz kaldiginda kopmasi beklenen

en son doku katmanidir.

Sinir demetinin en dis katmani olan epinéryumun iki 6nemli fonksiyonel gorevi vardir
ilk olarak sinir demetinin ikincil fasyalar1 arasina girerek bunlar1 birbirlerinden ayirir, ikinci
olarak ise periferik sinir demetlerini en distan kaplayarak yiizey tabakay:1 olusturur. Sinir
koklerinden dural kesenin bir uzantisi olarak periferik sinir demetlerinin yiizeyini kaplar. D1s
katmaninda yiiksek miktarda boyuna yerlesmis kollajen fiberi, yag hiicresi ve fibroblastlar
bulunmaktadir. Ice dogru ise kollajen ve elastik fiberlerin dalgali bir sekilde yerlesim
gosterdigi goriiliir. Cevre bag doku ile gevsek bir iligkisi vardir, bu sayede periferal sinirlerin

mobilitesine olanak saglar. Eklemlerde sinir demetlerinin gectigi bolgelerde kalinlasir boylece
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mekanik direncin artmasini saglar. Sinir dallara ayrildik¢a veya damarlar girdikge sinirlerin

mobilitesi azalir.

Periferal sinirlerin kan ihtiyaci anastomoz yapan damarlar araciligiyla saglanir. Sinir
demetlerinde boyuna iki biiyiik arteriyal damar ve bir kiiciik damar anastomozlar ile birbirine
baghdir. Bir arter sinirde yiizeysel olarak bulunurken ikincisi inter fasikiilar epinéryumun
icerisindedir. Boyuna olan kii¢iik damarlar ise endonéryum ve perinéryumun arasinda yer alir.
Bu damarlar siirekli dallanirlar ve anastomozlar yaparak biiyiik sistemle beraber bagli bir yapi

olustururlar.

2.3.2. Periferik Sinir Yaralanmalari

Periferal sinir yaralanmalar1 sonucu ortaya ¢ikan problemler genellikle ekstremitelerde
goriilmekte olup, hasar sonucu duyusal ya da motor organlara ait fonksiyonel bozukluklar
gozlemlenmektedir. En sik olarak penetretif, kiint travma ve akut kompresyon
yaralanmalarina rastlanir. Hasarin biiytlikliigii, yaralanmanin siddetine ve etkilenen sinir
demetinin innerve ettigi duyusal organ veya motor {inite biiyiikliigline gore degisiklik gosterir.
PSS yaralanmalarinda hasarin olusum ve rejenerasyon mekanizmalari iyi anlagilmig siirecler
olmasina ragmen mevcut tedavi metotlarinda ciddi yaralanmalarda kaybedilen motor ve/veya
duyusal fonksiyonun geri kazanimi simirhidir. Sonu¢ olarak motor fonksiyon, duyusal
fonksiyon veya her ikisinin birden tamamen ya da kismen kayb1 meydana gelmektedir. Yillik
periferik sinir hasar1 insidans1 diinya genelinde %2-3 arasinda degismekte olup biiyiik olglide
motorlu tasit kazalari, kesici alet yaranmalari, uzun kemik kiriklar1 ve spor yaralanmalarinda
ortaya cikmaktadir. Yaralanmanin o6zellikle alt veya list ekstremitelerde meydana gelmesi
durumda hastanin sosyal hayati ve ekonomik 6zglirliigliniin kisitlamasinin yani sira ortaya
cikan tedavi ve rehabilitasyon masraflar1 saglik sistemi iizerinde biiyiik bir yiik
olusturmaktadir (Taylor ve Rice, 2008; Wang ve ark, 2017). Amerika’da yapilan retrospektif
caligmaya gore 16 milyonluk hasta grubunun 220,593 iinde ekstremite travmasi teshis edilmis
olup insidans1 %1,4 olarak bulunmustur. Bu hasta grubunun %83’niin 55 yas altinda erkek
oldugu tespit edilmistir. Calismanin yapildigi donemde son 90 giin icerisinde gelen sinir
travmalarinda %1,9 ile sinir ezilme yaralanmalar1 en yiiksek insidansa sahiptir (Taylor ve

Rice, 2008).
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2.3.3. Periferik Sinirde Rejenerasyon

Yaralanma sonrast aksonal biitiinliiglin bozulma derecesi, iyilesme siirecinin ve
iyilesme sonrasi ekstremitelerdeki duysal ve/veya fonksiyonel geri kazanimin ne kadar
basarili olacagini belirler. Periferik sinir yaralanmalar1 sonucu ortaya ¢ikan patofizyolojik
siire¢ hasar bolgesinin farkli noktalarinda gesitli morfolojik ve metabolik degisiklikler ile
sonuclanir. Hasarin proksimal, distal segmentleri ve son organlardaki degisiklikler su sekilde

meydana gelmektedir.

Kesi veya kopma sonrasi proksimal giiditk ucundaki aksonal biitiinliigiin bozulmasi
sonucunda iletimin bozulmasindan baslayan siire¢ néronlarin Sliimiine kadar gidebilir. Bu
durumu belirleyen en 6nemli faktor hasarin noron govdesine olan uzakligidir, hasar bolgesi
govdeye yaklastikga noron kaybi riski atmaktadir. Sonug olarak dorsal kok ganglia hiicresi
veya spinal kord anterior boynuzdaki motor néronlarin kaybi kalict hasar anlamina
gelmektedir. Aksonal biitiinliigiin bozulmasi ile hiicrede kromatolizis meydana gelir.
endoplazmik retikulum ve ribozomlar kaybolurken hiicre gévdesi ve niikleus siser. Hiicrenin
gen ekspresyon odagi nérotransmiter iiretiminden uzaklagirken aksonal biiyiimeyi destekleyen
faktorler 6ne ¢ikar. GAP-43, aktin ekspresyon seviyeleri artarken aksonal bakimda kullanilan
norofilament sentezi yavaglar. Hiicrenin hasar stersine karsi direncini arttiran HSP27

ekspresyonu artig gosterir.

Hasarin hemen ardindan endonoéral tiipler bosalir ve birka¢ saat i¢cinde proksimal
segmentten distal segmente yonelecek olan yeni akson uclari i¢in tomurcuklanmalar baslar.
Distal giidiik uca ulasmak i¢in uzanan bu tomurcuklar proksimal ve distal hasar bolgeleri
arasindaki kritik alan1 gecmelidirler Bu siiregte schwann hiicrelerine ait noritler, olusmaya
baslayan bu yeni akson tomurcuklarinin distal giidiik uca yonlendiren fiziksel koprii roliinii
gortirler. Aksonal rejenerasyonun hizi bu ndritlerin uzama hizina gore belirlenmektedir.
Rejenerasyon siirecinde distale dogru uzanan aksonlarin miyelin kiliflar1  bulunmaz

rejenerasyonun ilerleyen asamalarinda olusmaya bagslarlar.
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Sekil 6. Wallerian Dejenerasyon. Hyperphysics (2020)

Sinirin kesilmesinden hemen ardindan distal segmentin giidiik ucunda “wallerian
dejenerasyon” siireci baslar Birkag saat igerisinde akson membranin kesik uglari miihiirlenir,
aksonal yikilim ilk birka¢ gilin icerisinde baglar. Miyelin kilifin dagilmasiyla schwann
hiicreleri prolifere olmaya baglarlar. Aksonal temasi kaybeden schwann hiicreleri aksonal
uzamay1 destekleyen norotropik faktorlerin (NGF, BDNF, NT-3, NT4/5 ve NT-6, GGF)
sentezine baslar. Aksonal mikrotiibiillerde ve ndroflamentlerde proteolizise bagli olarak
graniiler disintegrasyon gerceklesir. Bu olay yaralanma sonrasi aksonlara hizla giren Na* ve
Ca" iyonlar tarafindan baslatilir. Hasar1 takip eden 3-6 haftalik siirecte schwann hiicreleri ve
makrofajlar sinir demetini olusturan hiicresel debrisi temizlerler. Debrisin ardindan schwann

hiicreleri biingner bantlar1 olarak isimlendirilen kolonlar seklinde kendilerini organize ederler.

Rejenere olan aksonlarin distal segmentte laminin ve fibronektin gibi norit biiyiitiicti
faktorler ile desteklenir. Distal segmentte aksonal tomurcuklar schwann hiicre kolonlarina
dogru biiyiiyebilecegi gibi sinirin bag dokusuna dogru rastgele de biiyiiyebilir. Schwann hiicre
kolonlar1 proksimal ugtan gelen aksonal tomurcuklar tarafindan doldurulur. Yeterli sayida
aksonun zamanla bir araya gelmesiyle distal hedeflere dogru biiyiirler. Hedef organdan da
salgilanan biiylime faktorlerinin destegiyle aksonlar olgunlasir ve hedefle sinaptik baglantilar
kurar. Hedef organa ulasamayan dallar soniimlenir ve kaybolur. Yeni sinir demetinin
organizasyonu birka¢ ay sonra goriilmeye baglar siniri meydana getiren sinir demetleri

kompartlanmaya baslar, her demetin kendi mini fasyasi olusmaya baslar.
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2.3.4. Periferik Sinir Yaralanmalarinin Simiflandirilmasi

2.3.4.1. Seddon Simiflandirmasi

Periferik sinir yaralanmalarinin sistematik siniflandirilmalari ilk defa 1942 yilinda

Herbert Seddon tarafindan yapilmistir. Seddon’a gore sinir yaralanmalar 3 tipte incelenebilir;

Norotmezis: Sinir demetinin tamamen kesilmesini ifade eder, hasar bolgesinin giidiik ucunda
noroma adi verilen skar doku olusumu ve sinirin innerve ettigi motor ve/veya duyusal
organlarda tam fonksiyon kaybi ile sonuglanir. Cerrahi miidahale olmaksizin iyilesme
beklenmez, distal giidiik uctan itibaren wallerian dejenerasyon baglar. Cerrahi miidahale

sonrast motor fonksiyon iyilesmesi duyusal fonksiyonlara gore daha iyidir.

Aksonotmezis: Sinir demetinin mekanik olarak ezilmesi sonucu sinir liflerinin koptugu ancak
bag dokunun biitiinliigliniin bozulmadigi durumlar1 tanimlar. Bu tiir yaralanmalarda bag
dokunun korunmus olmasi iyilesme icin en 6nemli faktordiir iyilesme hizi norotmezise gore

oldukga yiiksektir. Birkag hafta ile ay arasinda iyilesme goriiliir.

Noropraksi: Sinir iletiminde yaralanma ya da basi gibi durumlarda ileti blogu olusmasi
durumudur. Sinir bloguna sebep olan etmenin ortadan kaldirilmasiyla kisa siire igerisinde

tyilesmesi beklenir.

2.3.4.2. Sunderland Siniflandirmasi

Sunderland siniflamasi sinir hasarin1 5 grupta toplar. Birince derece yaralanma Seddon
smiflamasindaki noropraksiye esittir. Ikinci derece yaralanma Seddon siiflamasindaki
aksonetmeze esittir. Uglincii derece yaralanmada endondryumda hasar vardir, ancak

epindryum ve perindryum saglamdir.
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Sekil 7. Sunderland Siniflandirmasina gore periferik sinir hasari.

Kendiliginden iyilesme miimkiindiir, kimi durumlarda cerrahi girisim gerekebilir.

Dordiincii derece yaralanmada sadece epindryum saglam kalmistir, cerrahi girisim gerekir.

Besinci derece yaralanmada sinire ait tiim katmanlar kopmustur ve cerrahi girigim sarttir.

Tablo 2. Sinir yaralanmalarinin Sunderland ve Seddon'a gére siniflandiriimalar.

Seddon Sunderland Patofizyolojik Ozellikler
Noropraksi
Tip1 Lokal miyelin hasar;, genellikle kompresyon
yaralanmas1 sonucu.
Aksonotmezis Tip 2 Akson  devamliliginin  bozulmasi,  endondryum,
perindryum ve epindryum biitiin.
Tip3 Akson ve endondryum devamliliginin bozulmasi,
perindryum ve epindryum biitiin.
Tip 4 Akson, endondryum ve perindryum devamliliginin
bozulmasi, epindryum biitiin
Norotmezis Tip5 Sinir demetinin biitiin olarak kesilmesi.
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2.4. Periferal Sinir Yaralanmalarinin Tedavisi

Cerrahi miidahalenin sart oldugu ciddi yaralanmalarda hasta i¢in miimkiin olan en iyi
fonksiyonel iyilesmenin eldeki mevcut araglar ile gerceklestirilmesi gereklidir. Sinir
rekonstriilksiyonunda en ideal yaklasim kesik sinirin giidiik uc¢larinin gerilimsiz olarak
birbirlerine dikilmesiyle olmaktadir. Ancak kimi durumlarda sinir yaralanmasinin ykiisiine
bagl olarak gilidik uclarin arasinda gerilimsiz dikilmeye olanak vermeyecek biiyiikliikte
(<3cm) bosluk meydana gelebilmektedir. Bu durumda tedavi igin ilk yaklasim sinir otografti,

allograft1 veya sinir kilavuzu uygulamasidir. (Li ve ark, 2014; Miranda ve Torres, 2016).

Otograft uygulamalar1 uzun siiredir sinir bosluklarinin tedavisinde kullanilmaktadir ve

gliniimiizde altin standart olarak kabul edilmektedir. Otograftlarin en 6nemli avantajlari:

e Immiinolojik agidan dogaldur.
e Uygun nitelikte ve miktarda norotropik faktorlere sahiptir.

e Aksonal rejenerasyonu destekleyecek schwann hiicrelerine sahiptir.

Ancak bu operasyonun gegeklestirilebilmesi igin viicudun bir baska bolgesinden,
tercihen sural ya da duyusal sinirlerin donor olarak kullanilmasi gerekmektedir. Bu uygulama
donor bélgede belirli dlgiide his ya da fonksiyon kaybi ile sonuglanmaktadir. Otograft
uygulamasinin alternatifi ise allograft uygulamasidir. Tipki otograft uygulamasinda oldugu
gibi kadvradan alinan sural, ulnar, medial/lateral, antebrakial, safen6z veya kutandz femoral
sinirler allograft uygulamasi i¢in kullanilabilmektedir. Ancak allograftlarin kullaniminda en
onemli problem immiin sistemin verecegi tepkidir, kimi durumlarda immiinsiipresyona
ragmen alic1 tarafindan dokunun reddedilmesi ile sonuglanabilmektedir. Ayrica alinacak
donor sinif lifinin boyutunun tedavi bolgesinde herhangi gerilim olusturmayacak kadar uzun
olmasi ve tedavi edilecek sinir lifine yakin yaricapta olmasi gerekliligi her durumda allograft
veya otograft uygulamasinin kullanilmasini kisitlayan diger faktorlerdir. (Miranda ve Torres,
2016). Kisaca yiiksek insidansa sahip ve ekonomik kiilfeti yiiksek bir problem olan sinir
kesiklerinde otograft ve allograft yontemleri biiyiikk Ol¢lide smirhidir. Sinir Kkesiklerinde
otograft ya da allograft uygulamasinin miimkiin olmadig1 biiylik yaralanmalarda biyomedikal
olarak gelistirilmis sinir kilavuzlarinin kullanimi ile gerceklestirilmektedir. Sinir kilavuzlari,
kesi sonucu ortaya ¢ikan proksimal ve distal akson uglarini gerilim olmaksizin fiziksel olarak
birlestirerek, aksonal rejenarasyonunu yonlendirmeyi ve desteklemeyi amaglayan biyouyumlu

malzemelerdir. Genellikle biyolojik polimerler, polyester, P3HB, PHBV, PLA, PLLA,
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kollajen, jelatin, fibronektin, ipek, keratin, polisakkaritler vb. birgok farkli malzemeden
uretilmektedirler. Calismalar sinir kilavuzlarmin tek baslarma kullanildiklarinda sinir
rejenerasyonunu belirli bir Olgiide destekledigini ancak otograft uygulamasina oranla
iyilesmenin daha az oldugunu gostermektedir. Bu sebeple sinir kilavuzu uygulamalarinda
cesitli norotropik faktorler, biiylime faktorleri, Schwann veya kok hiicreler ile iyilestirme
kapasitesinin artirtlmasi iizerinde ¢aligilmaktadir (Houschyar ve ark, 2016; Panagopoulos ve
ark, 2017; Tamaki ve ark, 2016).

2.5. Periferik Sinir Tedavisinde Biyofiziksel Metotlarin Kullanilmasi

2.5.1. Ultrases

Diistik siddetli pulslu ultrases dalgalar1 (LIPUS) 1-2.5 MHz frekanslar araliginda 0.1-
1.5 W/cm? siddetindeki ultrases dalgalarmi tanimlar. ilk olarak 1983 yilinda Duarte ve
arkadaslart 1 Mhz frekansinda, 50 mW/cm? siddetinde LIPUS uygulamasiyla kemik
kiriklarinda rejeneresyon hizinin arttirilabilecegini gostermistir. Sonralari yapilan benzeri
calismalarda kemik dokusu disinda kikirdak ve yumusak doku yaralanmalarinda farki
siddetlerde veya frekanslardaki LIPUS uygulamasinin bagarili bir sekilde rejenerasyon hizinin
arttirtlabildigi gosterilmistir (Draper, 2016; Loyola-Sanchez ve ark, 2012; Yamaguchi ve ark,
2016). Bu ¢alismalar sonucu elde edilen bilgilerin 1s13imnda Amerikan Gida ve ilag Dairesi
(FDA) 1994 yilinda kemik yaralanmalarinda LIPUS terapisinin 1iyilestirici etkisini

onaylayarak bu amagla tiretilen cihazlara izin verdi.

Gilinlimiizde 6zellikle ortopedi alaninda kullanilan LIPUS uygulamasinin sinir hasari
tizerinde olumlu etkileri olabilecegini rapor eden calismalar mevcuttur ve klinik deneyeler
devam etmektedir (Bergmeister ve ark, 2018). Hiicre kiiltiiri ortaminda schwann hiicrelerine
LIPUS uygulandiginda sinir rejenerasyonunda dnemli bir yer tutan bir dizi ndrotrofik faktdre
(FGF, NGF, BDNF, ve GDNF) ait gen ekspresyon diizeyinin, hiicre proliferasyonun ve
canliliginin anlamli bir sekilde arttig1 tespit edilmistir (Ren ve ark, 2018). Deneysel sinir kesi
modelinde otograft uygulamasini takip eden 12 haftalik iyilesme siirecinde farkli siddetlerde

LIPUS uygulamasinin (250 mW/cm?, 500 mW/cm? ve 750 mW/cm?) sinir rejenerasyonu
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iizerindeki etkileri incelendiginde en iyi iyilesme 250 mW/cm? siddetinde tespit edilmistir ve,
siddet arttik¢a iyilestirici etkinin azaldigi gozlemlenmistir (Jiang ve ark, 2016). Yapilan
benzeri bir ¢alismada ise kemik kiriklarinda FDA tarafindan onerilen LIPUS siddetinin (30
mW/cm? sinir rejenerasyonun desteklenemedigi tespit edilmistir (Daeschler, Harhaus,
Bergmeister, ve ark, 2018). Ayni1 grup tarafindan yapilan 10 farkli caligmaya ait meta analizde
ise sinir yaralanmalarinda aksonal rejenerasyon hizinin artigi, miyelin kilif kalinligimin artigi
sinir ileti hiz1 artist gibi yararhi etkilerin yaklasik 250-500 mW/cm? siddetleri araliginda
gorildiigi. FDA tarafindan Onerilen cihazlarin bu giic araliginda g¢alismadigi igin sinir
rejenrasyonu i¢in daha yiiksek giicte calisan LIPUS jenatdrlerinin kullanilmasini gerektigine

dikkat ¢ekilmistir (Daeschler, Harhaus, Schoenle, ve ark, 2018).

2.5.2. Lazer

Fotomodiilasyon terapileri klinik pratikte kullanilan diger termal 151k kaynagi
uygulamalarindan farklidir. Kizil6tesi lazer veya LED 15181 doku tarafindan kolaylikla absorbe
edilen ve en yiiksek penetrasyon gosteren dalga boyudur. Etkime mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte mevcut kanitlar fotonlarn mitokondrial solunum zincirindeki
kriptokrom c oksidaz tarafindan absorbe edilmesiyle basladig1 yoniindedir. Artan kriptokrom
c oksidaz aktivitesi ATP sentezini hizlandirir ve hasarli bolgelerdeki bu ATP artisinin
bolgesel metabolizma artigina sebep oldugu diistintilmektedir. Benzeri sekilde reaktif oksijen
tiirevlerinde fotonlar1 absorbe ederek mitokondrial DNA replikasyonu, erken cevap genleri ve
bliylime faktorlerine ait gen ekspresyonlarinda, hiicre proliferasyonunda artis rapor edilmistir.
Boylece dokularda fotoelektrik, fotoenerjetik ve fotokimyasal reaksiyonlar araciligiyla

biyostimiilasyon yapabildigi gosterilmistir. (Morries ve ark, 2015; Rosso ve ark, 2018).

Siyatik sinir ezilme hasarinda 808 nm dalga boyunda farkli siddetlerde (3, 8 ve 15
Jlem?) diisiik seviyeli lazer terapisi (DSLT) uygulamasimin etkisi incelendiginde sinir
dokusunun iyilesmesiyle paralel olarak motor fonksiyon, bilesik kas aksiyon potansiyeli ve
miyelin kalinliginin arttigr goriilmiis. Ayn1 dokularda yapilan western blot analizlerinde ise
rejenerasyonda arttigi bilinen GAP-43 seviyesinde artis tespit edilmis (C. Z. Wang ve ark,
2014). Sinir kilavuz uygulamasinda da giinliik 660 nm dalga boyunda DSLT’nin cerrahi

miidahaleden 10 giin sonra elektrofizyolojik parametrelerde, motor fonksiyonun geri

20



kazaniminda ve histolojik parametrelerde iyilesme hizini arttirdigi goriilmiistiir (Shen ve ark,
2013). Benzeri calismada LED 15181 uygulamasiyla sinir kilavuzu igeresindeki antioksidan
seviyelerinin DSLT grubunda 1 hafta boyunca diisiis goriillmemis (Ishiguro ve ark, 2010).

2.5.3. Elektromanyetik Alanlar

Elektromanyetik alanlar elektriksel yiiklerin varliginda ortaya ¢ikan ve biitiin yiikli
veya polarize parcaciklarla iligkiye girebilen fiziksel kuvvetlerdir. Tasidiklari enerji
frekanslarina veya dalga boylarmma baghidir ve madde ile nasil etkilesecegini belirler
(Goodman ve ark, 1995). Canli hiicreler elektrik, manyetik veya elektromanyetik alanlara
maruz kaldiklarinda hiicre igerisinde ve cevresindeki serbest yiiklerin dagilimi degisir.
Degisen bu yiik dagilimina bagli olarak iyon kanallarindan gegen iyon akimlarini manipiile
ederek hiicresel diizeyde etkidigi diisiiniilmektedir. Tipki bu hipotezde oldugu gibi ELF
frekansinda elektromanyetik alanlarin kok hiicre gociinii destekledigi goriilmektedir (Zhang
ve ark, 2018). Benzeri sekilde ELF frekansinda schwann hiicrelerinin in vitro ortamda

proliferasyonlari ve hiicre gogii aktivitesi arttirilmistir.(Colciago ve ark, 2015).

Sicanlarda siyatik sinir ezilme hasar modelinde pulslu ELF uygulamasinin olumlu
etkileri biyokimyasal, elektrofizyolojik ve morfolojik olarak birden fazla ¢alismada
gosterilmistir. (Mert ve ark, 2006). Ayrica sinir rejenerasyonunun hizlandirtlmasinin yani sira
dorsal kok ganglia hiicrelerinin hayatta kalmalarin1 destekledigine dair bulgularda mevcuttur

(Suszynski ve ark, 2014).

2.5.4. Elektrik Akim

Sinir dokusu, fonksiyonu ve yapisi geregi elektriksel iletimle iliskili oldugundan
disaridan  gelen elektriksel stimiilasyonla kolaylikla uyarilabilmektedir.  Literatiir
incelendiginde stimiilasyonda kullanilan elektrik akiminin 6zelliklerine (AC, DC veya pulslu

akim), elektrotlarin yerlestirilme yeri ve hasar tipine (kesilme veya ezilme) bagl olarak farkl
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sonuglar elde edilmistir (Y. S. Chen, 2011). Sinir kesigi veya ezilme yaralanmalarinda
elektrik akimi1 uygulamasinin aksonal biiyiimeyi Ve in vitro ortamda sinir hiicrelerinde norit
uzamasini hizlandirdigr goriilmiistiir. Sinir dokusunda rejenerasyon siirecinde rol oynayan
GAP-43, BDNF, aktin ve tiibilin ekspresyonlarinda artis tespit edilmistir (Al-Majed ve ark,
2000, 2004; Geremia ve ark, 2007). Sinir giidiik ucunda olusan rejenerasyon konisinde aktin
ve tiibilin ekspresyonundaki artig sinir rejenerasyon hiziyla koreledir (Brushart ve ark, 2002).
Noron govdesi incelendiginde c-AMP ve PKA aktivitesinde de artis goriilmiistiir (Gordon ve
ark, 2009). Calismalar elektrik akim1 stimiilasyonunda genellikle 100 Hz ve alt1 frekanslarda
daha biiyiik basar1 elde edildigini gostermektedir (Willand ve ark, 2016). Iki farkli frekans
rejiminin (4 Hz veya 100 Hz) sinir ezilme yaralanmalarinda iyilesme hizina etkilerinin
birbirinin tersi olabilecegi goriilmiistiir. Hasar sonrasi uygulanan 4 Hz frekansindaki elektrik
stimiilasyonu iyilesmeyi desteklerken ayni1 siirede 100 Hz frekansinin ise iyilesmeyi

yavaslatmaktadir (Cavalcante Miranda De Assis ve ark, 2014).

Ozellikle diisiik frekanslarda basarinin daha belirgin olmasi insanlarda ve hayvanlarda
motor noronlara ait atesleme frekansinin 20 Hz civarinda olmasina baglanmaktadir. 20 Hz
frekansinda giinliik 1 saat olmak tizere 2 hafta gergeklestirilen elektrik stimiilasyonu ile sinir
kesi yaralanmasinda duyusal ve motor ndron fiberlerinde rejenerasyon hizini arttirabildigini
gosterilmistir. Ayni sekilde farkl siirelerde elektriksel stimiilasyon motor néron fiberlerinin
iyilesmesini hizlandirsa da sadece 1 saatlik stimiilasyonun duyusal liflerin reinervasyonunda

daha etkili oldugu goriilmistiir (Al-Majed ve ark, 2000).

Insanlarda yapilan pilot ¢alismada karpal tiinel sendromu hastalarinda dekomprasyon
miidahalesi sonrasinda acgik birakilan median sinire 1 saat 20 Hz frekansinda elektrik
stimiilasyonu uygulanmig. Uygulama ardindan 1 sene boyunca yapilan takiplerde
elektromiyografi sonuglarina gore, kisa siireli elektriksel stimiilasyon 6 ay igerisinde tam kas
innervasyonunu miimkiin kilarken stimiilasyon yapilmayan hastalar 1 yil sonrasinda bile
kayda deger bir gelisme gostermemistir (Gordon ve ark, 2008). Siirekli uygulama amaciyla
deri altina yerlestirilen implant elektrolarin sinir ezilme ve kesik hasarlarindaki etkileri daha

onceki ¢aligmalara benzer sekilde olumlu olarak tespit edilmistir (MacEwan ve ark, 2019).
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2.6. Kok Hiicreler

Kok hiicreler viicutta bulunan o6zellesmemis hiicre grubudur, ihtiya¢ halinde
farklilagsarak yeni fonksiyonlar kazanabilmektedirler. Embriyonik gelisim siirecinde biitiin
doku ve organlarin temelini olustururken, yetiskin viicudunda doku tamiri ve homeostazisin

korunmasinda rol oynarlar. Baslica ortak 6zellikleri,

1- Neredeyse sinirsiz boliinme ve kendilerini yenileme kapasitesine sahiptirler. Boliinme
sonucunda kendisinin bir kopyast ve belirli bir soya yonelmis progenitdr hiicreler ortaya

cikartabilirler.
2-Farklilasmamiglardir, herhangi bir dokuya 6zgii yap1 ya da fonksiyon gostermezler.

3-Farklilagsarak belirli fonksiyona ait hiicre gruplarina doniisiirler. Farklilagsma stireci hiicrenin

maruz kaldigi intristik ve ekstrinstik sinyaller tarafindan tetiklenir (Zakrzewski ve ark, 2019).
Farklilasma potansiyellerine gore;

Sahip olduklar1 6zelikler sayesinde kok hiicreler tip alaninda kendilerine biiytlik bir
uygulama alan1 bulmuslardir. Gelisimsel hastaliklarin ve dogum defektlerin olusum
mekanizmalarinin  anlasilmasinda, kanser gelisimi, tedavisi ve in vitro modellerinin
gelistirilmesinde, ila¢ tedavi uygulamalar1 ve toksikoloji ¢alismalarinda ve rejeneretif tipta

yaygin bir kullanim alanina sahiptir (Mahla, 2016; Sutton ve Bonfield, 2014).

2.6.1. Embriyonik Kok Hiicreler

Fertilizasyonun ardindan implantasyon Oncesi embriyonik blastosistlerin ig
hiicrelerinden elde edilen sinirsiz béliinme, yenilenme kapasitesine sahip, viicudu olusturan
biitiin hiicre soylarina doniisme potansiyeli olan hiicrelerdir. Sahip olduklar1 bu potansiyel ile
sinirsiz  bir sekilde farkli hiicre tiplerine farklilastirilarak ihtiya¢c duyuldugunda doku
transplantasyonu veya dejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilmalar1 miimkiindiir
(Mahla, 2016).
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1-EKH izolasyonu embriyolarin 6lmesi sonuglanabilir. Birgok iilkede embriyolar
implamantasyondan sonra yasal olarak insan kabul edilir. Bu sebeple uzun siire {izerinde
calisilmas1 siki bir sekilde denetlenmistir. Yakin zamanda bu problemi asabilmek ig¢in

embriyoya zarar vermeden kok hiicre izole edilebilmistir (De Wert ve Mummery, 2003).

2-EKH transpalantasyonu sonrasinda hiicrelerin alici immiin sistemi tarafindan
reddedilmesi riski vardir. Bunu Oniine gecebilmek i¢cin immiin sistemi baskilayici ilaglarin
kullanim1 gereklidir. Ancak bu uygulama uzun vadede hastalarda enfeksiyon, kanser ve

diyabet gibi ikincil rahatsizliklarin gelisme riskini arttirmaktadir (Herberts ve ark, 2011) .

2.6.2. Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicre

Indiiklenmis pluriopotent kok hiicreler (IPKH) ilk olarak 2006 yilinda fare somatik
hiicrelerinin Oct3, Sox2, KLF4 ve c-myc faktorleri ile yeniden programlanmasiyla elde
edilmistir (Takahashi ve Yamanaka, 2006). Bu hiicreler tipki EKH gibi pluripotent 6zellikte
olup 3 temel germ tabakasina ait hiicre soylaria farklilagsma 6zelligi gosterirler. Fonksiyonel
olarak EKH ile aym ozellikleri tasimalar1 sayesinde rejeneratif tip alaninda EKH yerine
kullanilmaktadirlar. Somatik hiicrelerden elde edilebilmeleri, embriyolar ile karsilagilan etik
problemlerin asilmasini saglarken, otolog olarak uygulanabilmeleri sayesinde hastalarin
immiin sistemi baskilayan ilaglar1 kullanmasma gerek kalmaz. Ilk klinik denemelerinde
makiiler dejenerasyon hastalarinda herhangi bir yan etki gostermeden tedavinin basarili bir

sekilde yapilabilecegi gosterilmistir (Bragancga ve ark, 2019).

Ote yandan her ne kadar umut vaat eden bir teknik olsa da klinik uygulama igin
iiretimleri yiiksek maliyet gerektirir. Uretilen kok hiicrelerin uzun dénem saklanmalari ve
pasajlar arasinda ortaya cikabilen de novo mutasyonlarin ¢ok siki bir sekilde takip edilmesi
gereklidir. Yeniden programlama sonucu elde edilen IPKH’lerin verimliligi %1 oranindadar.
Tedavi i¢in yeterli sayida nitelikli hiicre iiretilmesi zaman alirken maliyeti artar. (Braganga ve

ark, 2019)
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Tablo 3. Kok hiicrelerde bulunmasi ve bulunmamasi gereken yiizey isaretgileri

Pozitif Negatif

CD119, CD120a, CD120b, CD12la, CD121b, CDG62E, CD62P, CD66b, CD144, CD31, CD49d,
CD123, CD124, CD126, CD127, CD71, CD140a, CD51, CD11a, CD18, CD11b, CD11c, CD1a, CD3,
CD331, CD334, CD58, CD54, CD102, CD50, CD4, CD8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD34,
CD62L, CD166, CD56, CD44, CD106, CD49a, CD38, CD40, CD45, CD74, CD80, CD83, CD86,
CD49b, CD49c, CD49e, CD49f, CD29, CD61, CD117,CD133, Sca-1, CD13, CD25

CD104, CD9, CD33, CD53, CD73, CD90, CD105,

CD146, CD147, CD157, CD271, Stro-1, SUSD2,

Notchl, W8-B2

2.6.3. Mezenkimal Kok Hiicreler

International Society for Cell & Gene Therapy (ISCT) tanimina gore bir hiicre

popiilasyonunun mezenkimal kok hiicreler (MKH) olarak tanimlanabilmesi i¢in hiicrelerin;
1- In vitro ortamda adherent 6zellik gostermelidirler.

2- Uygun kosullar ve mikro ¢evre saglandiginda in vitro ortamda osteoblast, adiposit ve

kondroblast hiicrelerine farklilagsma yetenegi olmalidir.

3- Belirli yiizey isaret¢ilerinin varlig1 ve yoklugu gosterilmelidir (Tablo 3.).

Her doku tipi kendisine has multipotent MKH barindirabilir. MKH’in bir kismi
perivaskiiler boslukta, mikrovaskiiler sistemde epitelyum stabilizasyonuyla ilgilenirken
digerleri nonperivaskiiler hiicre popiilasyonu igerisinde uyku halindedir. Doku hasarina bagl
olarak ortaya cikan inflamasyon faktorleri ( INFgamma, TNF alfa vs.) ile karsilastiklarinda
immiinoregiilator fenotipe biiriiniirler. Anti inflamatuvar faktorlere ait (PD-L1, PGE2 vs) gen
ekspresyonlarin1 arttirarak inflamasyonu sondiirmeyi ve immiin hiicre proliferasyonunu
baskilamaya calisir. Kisaca salgiladiklar1 biiylime faktorleri ve sitokinler araciligiyla doku

inflamasyonunu kontrol altinda tutarak homeostazisin tekrar saglanmasini miimkiin kilarlar.
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Sekil 8. Mezenkimal kok hiicreler (Steel ve ark, 2016)

Hiicre kiiltliri ortaminda adherent olarak hizli bir sekilde c¢ogaltilabilirler,
kriyoprezervasyona kars1 dayaniklidirlar. MKH genel olarak diisiik miktarda immiinogenetik
aktivite gosterirler boylece allojenik transplantosyonlar1 kismen daha kolaydir. Rejeneratif ve
immiin sistem diizenleyici 6zellikleri MKH’in terapdtik amagli olarak kullanilmasina olanak

vermektedir.

2.7. Schwann-Benzeri Hiicreler

Schwann hiicreleri, PSS’de aksonlarin bakim ve onarimdan sorumlu glial hiicre
grubudur. Aksonal hasarin ardindan schwann hiicre fonksiyonunun baskilanmasiyla akson
rejenerasyonunun tamamen durdugu ve iyilesmenin olmadigi gosterilmistir (Dezawa ve ark,
1997; Jessen ve Mirsky, 2016). Bu ¢alismalar schwann hiicrelerinin, sinir hasari tedavisinde
hayati 6neme sahip oldugunu, basarili bir rejenerasyon icin bu hiicrelerin mutlaka olmasi

gerektigini gostermektedir.
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Tablo 4. Schwann hiicrelerinin farkli agsmalarinda eksprese edilen genler

Schwann Hiicre Evresi isaretci

>\ . h H.. .
Oncli Schwann Hicrest Sox 10, GAP43, Oct6, Sox2, MPZ

Gelismemis Schwann Hiicresi So0x10, S100, GAP43,P75, NCAM, Sox2, Oct6, MPZ
Pro-miyelin Schwann Hiicresi
Sox10, S100, Krox20, Oct6
Miyelinli Schwann Hiicresi
Sox10, S100, Krox20, Oct6, MBP, MPZ

Miyelinsiz Schwann Hiicresi Sox10, S100, GAP43, P75, NCAM, OCT6

Ancak, schwann hiicrelerinin terapdtik olarak kullanimi su sebeplerden dolay: kisithidir;

(1) Schwann hiicrelerinin izolasyonu i¢in saglikli bir sinir demetinin feda edilmesi gerekir,

tibben kabul edilebilir bir uygulama degildir.

(2) Schwann hiicreleri diger somatik hiicrelere oranla in vitro ortamda diisiik proliferasyon ve

canlilik géstermektedir.

Periferik sinir yaralanmalarinda tedaviye erken baslamanin iyilesmenin basarisi
tizerinde biiyiik 6nemi oldugu vurgulanmaktadir. Otolog hiicrelere ulasmanin etik ve pratik
zorlugu goz oniinde bulunduruldugunda alternatiflerin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir. Schwann
hiicrelerine alternatif olarak Dezawa ve ark (2001) tarafindan gelistirilen protokol,
mezenkimal kok hiicrelerden Schwann-benzeri hiicre fenotipinin {retilmesini miimkiin
kilmaktadir (Dezawa ve ark, 2001). Uygun kosullar altinda belirli biiyiime faktorlerinin
kullanilmasiyla (basic fibroblast growth factor, platelet derived growth factor-AA, neuregulin-
1 and forskolin) 18 giinliik farklilastirma protokoliiniin ardindan mezenkimal kok hiicreleri
schwann hiicrelerine benzer bir morfoloji ve gen ifadesi kazanabilmektedirler. Bu hiicreler
mikroskop altinda incelendiginde tipki schwann hiicreleri gibi dipolar ve fuziform bir
morfoloji gosterdikleri gibi schwann hiicrelerine has GFAP, P75NTR ve s100 gibi spesifik
isaretcilere ait gen ve protein ekspresyonu gostermektedirler (Piovesana ve ark, 2019; Xiao ve
Wang, 2015). Calismalar adipoz, kemik iligi, dis kokii, hemotopoetik amniyotik sivi.

mezenkimal kok hiicrelerin ayn1 protokolle schwann-benzeri hiicreye farklilasabildigini
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gostermektedir. Schwann benzeri hiicrelerin tipki gercek schwann hiicreleri gibi aksonal
rejenerasyonu destekleyen eksozomlar salgiladigi gosterilmistir. Bu eksozomlarin igerigi
incelendiginde tasidiklart mRNA ve miRNAlarin aksonal iyilesmeyi destekleyici faktorlerin
ekspresyonunda rol oynadigi goriilmiistiir. Bunlardan 6rnegin GAP-43’{in noral kon uglarinda
kilavuz gorevi gordiigli, ekspresyon seviyesinin artmasinin norit tomurcuklanmasini stimiile

ettigi bilinmektedir. (Ching ve ark, 2018)

In vivo denemeler sinir hasari tedavisinde Schwann-benzeri hiicrelerin, farklilagsmamis
kok hiicrelerden daha basarili oldugunu bildirmektedir (Fan ve ark, 2011; Gao ve ark, 2014).
Bu ozellikleri schwann-benzeri hiicreleri ger¢ek schwann hiicrelerinin kullanilamadigi
terapOtik sinir rejenerasyon calismalarinda énemli bir alternatif olmasini saglamigtir. Fakat
gerek schwann hiicrelerinin gerek kok hiicre ya da schwann-benzeri hiicrelerin sinir
kilavuzlar ile hasar bolgesine verilmeleri otograft uygulamasi kadar basarili bir tedavi

saglamamaktadir (L. Fan ve ark, 2014b).

2.8. Hiicre Transplantasyonu

Mezenkimal kok hiicrelerin terap6tik kullaniminda hiicre transplantasyon metotlar1 lokal
ve sistematik olmak iizere ikiye ayrilabilir. Lokal transplantasyon, terapétik etkinin goriilmesi
istenen dokuya olabildigince yakin veya direkt igerisine hiicre enjeksiyonunu ile
tanimlanirken, sistemik transplantasyonda ise arter veya venlerden enjekte edilen hiicrelerin
dolagim sistemi araciligiyla hedef dokuya ulasmamalari beklenir. Her iki metodun kendi

icinde avantajlar1 ve dezavantajlari bulunmaktadir (Kean ve ark, 2013).

Lokal enjeksiyonda kok hiicrelerin inflamasyonun oldugu lezyon bolgesine kisa siirede
go¢ ettikleri tespit edilmistir (Park ve ark, 2009). Bu metotta ekimde kullanilacak hiicre sayisi
ve hacim 6nemli Olcilide diisiik olabilir. Ancak en onemli dezavantaji enjeksiyon isleminin
hedef dokuya zarar vermesi ve ekilen hiicrelerin zarar yiiksek basinca maruz kalmalaridir.
Sistemik enjeksiyonda ise hiicreler arterler veya venler araciligiyla dolasim sistemine enjekte
edilmesiyle hedef dokuda invaziv isleme gerek kalmaz ve tiim viicuda yayilmalar1 saglanir.
Ancak oOzellikle bu sekilde verilen hiicrelerin biiyiik c¢ogunlugu enjeksiyon sonrasi

akcigerlerde tutularak dolasimdan uzaklastigi, kimi durumlarda emboliye sebep olabildikleri
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de rapor edilmistir (Fischer ve ark, 2009). Sistemik dagilim ve tutulum yiiksek oldugundan

terapotik kullanimda hiicre sayisi 1-5 X 10° araliginda degisiklik gostermektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Tablo 5. Deneylerde kullanilan kimyasallarin listesi.

Kimyasal Tiirii, Markasi

Cahsmada Kullanim Amaci

Total Rna Purification Plus Kit 100 Preps Norgen
Biiotek

Truscript First Strand cDNA Synthesis Kit For
mRna 50 Reactions

2x Real-Time PCR Master Mix 500 Reactions
Norgen Biotek

Forskolin 50 Mg, Sigma
Recombinant Human FGF-Basic Peprotech 250 Ug,

Peprotech

Recombinant Human PDGF-AA Peprotech 50 Ug,
Peprotech

Recombinant Human Heregulinbeta-1 Peprotech
500 Ug, Peprotech

Retinoic Acid, Sigma

2-Mercaptoethanol, Sigma

Rat Mesenchymal Stem Cell Functional
Identification Kit, R&D Systems

Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Low
Glucose, With 1000 Mg/L Glucose, and Sodium
Bicarbonate, Sigma

Hanks Balanced Salt Solution, Modified, with
Sodium Bicarbonate, without Phenol Red, Sigma

.25% Trypsin-Edta Solution, Sigma

L-Glutamine Solution, Sigma

RNA izolasyonu
RNA orneklerinden cDNA sentezi
RT-PCR reaksiyonu
Hiicre farklilagmasi
Hiicre farklilagmasi
Hiicre farklilagmasi
Hiicre farklilasmasi
Hiicre farklilasmasi
Hiicre farklilasmasi

Hiicre farklilagmasinin tespiti

Hiicre Kiltiri

Hiicre Kiltiria
Hiicre Kiltiria

Hiicre Kiltiria
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Penicillin -Streptomycin Solution Stabilized, Sigma

Red Blood Cell Lysis Buffer, Merck

Collagenase 1gr, Sigma

Hiicre Kiltiiri

Hiicre izolasyonu

Hiicre izolasyonu

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Tablo 6. Deneylerde kullanilan cihazlarin listesi.

Ekipman Tiirii, Markasi

Calismada Kullanim Amaci

-80 °C derin dondurucu,

Invert Mikroskop ,
Sogutmal1 Santrifij ,

Steril Kabin,

Karbondioksik Inkiibator

Platereader

Termal Cycler

Real Time PCR

Nanodrop

Isik Mikroskopu

Stimilator

Orneklerin saklanmasi ve dondurulmasi

Hiicre kiiltiir flasklarinin gézlemlenmesi

Hiicre kiiltiir pasajlama, PCR 6rneklerinin
hazirlanmasi

Hiicrelerin ¢ogaltilmasi ve uygulamalar
icin steril ortam saglanmasi

Hiicrelerin ¢ogaltilmasi ve uygulamalar
icin steril ortam saglanmasi

Hiicre canlilig1 testi

cDNA sentezi

Gen ekspresyon analizi

RNA miktar1 ve safliginin tespiti.

Olympus BX61

Agistim Duo Sedatelec
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3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

3.2.1.1. Adipoz Kok Hiicre izolasyonu

Hayvan deneyleri, Yerel Etik kurul onayr (64583101/2017/087) alindiktan sonra
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Deney Hayvanlar1 Uretim ve. Arastirma
Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Adipoz kok hiicrelerin kaynagi olarak 1 adet 8-10 haftalik
erkek wistar-albino sican kullanildi. Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlari ve
Arastirma Laboratuari'ndan temin edilen wistar-albino sigani uygun dozda ketamin+xylazine
kokteyli (100 mg/kg ketamine + 12.5 mg/kg xylazine) ile anestezi uygulandi. Ardindan steril
kosullar altinda inguinal, retroperitoneal, gonadal bolgelerden toplanan adipoz doku HBSS
¢ozeltisi konularak buz iizerinde hiicre izolasyonunun yapilacag: laboratuvara tasindi. Yag
dokusu oncelikle makas ve jilet yardimi ile miimkiin oldugunca kii¢iik pargalara bdoliindii
(Resim 1. (a) ve (b)), ardindan icerisinde 40 mg kollajenaz ¢6ziinmiis 20ml HBSS ¢o6zeltisine

igeren tiliplere alindi (Resim 1. (¢)).

Resim 1. Adipoz kok hiicre izolasyonunda mekanik ve kimyasal pargalama iglemleri.

Tiipler 37°C'de su banyosunda 45 dakika calkalanarak inkiibe edilirken her 10
dakikada bir drnekler ters yiiz edilerek homojenizasyon hizlandirildi (Resim 2. (a)). Islem
sonunda elde edilen homojenat 100um filtreden gegirilerek ¢oziinmemis doku parcalarinin

uzaklastirilmasi saglandi. Kollajenaz enziminin reaksiyonunu durdurmak i¢in homojenata es
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hacimde hiicre kiiltiir ortamn eklendi. Karistm 1000rpm'de 10 dakika +4°C'de santrifiij
edilerek adipositler, lipidler, hiicre kiiltiir ortami1 ve kalan hiicre debrisinin fraksiyonlara
ayrilmasi saglandi. Elde edilen fraksiyonlardan oncelikle iisteki sar1 renkli lipid tabakasi,
ardindan kalan siipernatant ortamdan uzaklastirildi bu sirada pelletin dagilmamasina 6zen
gosterildi (Resim 2. (b)). Pellet, eritrosit lizis tamponu ile 1 dakika muamele edilerek
eritrositlerin ortamdan uzaklastirilmas: saglandi. Reaksiyon 20 ml hiicre kiiltiir ortami
eklenerek durduruldu ve ardindan 1000 rpm hizinda +4°C'de 10 dakika santrifiij edildi. Tekrar
siipernatant aspire edildi, altta kalan pellet adipoz kok hiicreleri igeren stromal vaskiiler

fraksiyon (SVF) kiiltiire edildi (Resim 2. (c)).

Resim 2. Doku homejenatinin filtre edilmesinin ardindan stromal vaskiiler fraksiyonun eldesi.

T75 flasklarda 37°C'de %5 CO, kiiltiir ortaminda haftada 3 defa hiicre kiiltiir ortami
(0-MEM + %5 L-glutamine + %5 Penicillin-Streptomycin + %10 FBS) degistirilerek tutuldu
ve hiicre yogunlugu %80'e ulastik¢a pasajlandi (Arafa ve ark, 2013).

3.2.1.2.Adipoz Kok Hiicrelerin Akis Sitometresi Metodu ile Tayini

Adipoz kok hiicrelerin yiizey isaret¢i tayinleri SVF'nun en az iki kere
pasajlanmasindan sonra, 2. pasajlarda CD29, CD44, CD45, CD11b, CD106 yiizey isaret¢ileri
ile yapildi. Hiicre fenotiplemesi, dokudan izolasyonun yapilmasmin ardindan, 100ul akis
sitometri tamponunda resiispanse edilerek her 1x10° hiicreye 10ul antikor olacak sekilde
kanistirildi. Karisim 10 dakika boyunca 4°C'de karanlikta inkiibe edildi. Ardindan hiicreler
Iml akis sitometri tamponu ile yikanarak baglanmayan antikorlar ortamdan uzaklastirildi.
Yikama ardindan 300g hizda 10 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen hiicre pelleti akis
sitometri ile analiz edildi (Fu ve ark, 2016)
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3.2.1.3. Schwann-Benzeri Hiicre Eldesi

Schwann-benzeri fenotip eldesi igin biitiin kok hiicre gruplarina Dezawa protokolii
uyguland1 (Dezawa ve ark, 2001). T75 hiicre kiiltiirii flaskinda hiicreler %80 yogunluga
ulastiklarinda hiicreler 5'e boliinerek yeni T75 hiicre kiltiir flasklarina ekildi (Sekil 9.).
Farklilastirma protokolii siiresince 1 flask kontrol olarak kullanilip farklilastirma islemine

kalan 4 flask lizerinden devam edildi.

L ] > B
Kontrol flask: Adipoz Kok Hiicreler
L 4 t 2 L L 4
.a
3 L 24 saat ® 72 saat L 14 giin L

2-3. pasaj — ——

farkhlagmams adipoz

Kok hiicreler ® ] L 2 L ]
] ] L i L 2
b-merkaptetanol Retinoik Asit Biiyiime Faktorleri Schwann-Benzeri Hiicreler

Sekil 9. Farklilagma protokoliiniin sematik gosterimi.

Farklilastirilacak hiicre flasklar1 24 saat ImM B-merkaptetanol i¢eren hiicre medyumu
ile inkiibe edildi. Bu siirenin ardindan hiicrelere 35ng/ml konsantrasyonunda all-trans-retinoic
acid iceren hiicre kiiltiir ortami eklendi ve 72 saat inkiibasyona birakildi. 72 saatlik
inkiibasyonun ardindan 5 ng/mL trombosit kaynakl biiyiime faktorii (PDGF), 10 ng/mL temel
fibroblast biiylime faktorii (FGF), 14 mM forskolin (Sigma-Aldrich), ve 192 ng/mL glial
biiyiime faktorii (GGF-2) iceren schwann-benzeri farklilastirma medyumu eklendi. Hiicreler
14 giin boyunca bu medyum ile inkiibe edildikten sonra elde edilen hiicrelerin schwann hiicre
isaret¢i diizeyleri kontrol flaskinda ki hiicreler ile karsilagtirilarak RT-PCR metodu ile tespit
edildi (Faroni ve ark, 2016).

3.2.1.4. Proliferasyon

Adipoz kok hiicreler ve schwann-benzeri hiicrelerin proliferasyon hizlarindaki
farkliligin gosterilebilmesi i¢in 3. veya 4. pasajdaki hiicreler %80 yogunluga ulagana kadar
T75 flasklarinda 37°C %5 CO, kiiltiir ortaminda ¢ogaltildi. Tripsinizasyon ile kaldirilan
hiicreler kuyu basina 1x10* hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu hiicre plaklarmna ekildi (Sekil
10). Plakalardaki hiicrelerin proliferasyon diizeyleri 1, 5, 9, 13, 17 ve 21. giinlerde
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kolorimetrik yontem ile incelendi. Kisaca, adipoz hiicre ve schwann-hiicre plaklarindan uygun
stitunlardan hiicre kiiltiir ortami1 kaldirild1 ve hiicreler HBSS ile iki kere yikandi. Kuyu basina
330ul MTT c¢ozeltisi (0,5 mg/mL) eklendi, 37°C' de 4 saat inkiibe edildikten sonra MTT
cozeltisi kaldirildr ve kuyu basina 330ul DMSO eklendi. 37 °C'de 30 dakika inkiibasyonun
ardindan her bir kuyudan alinan 6rnekler 96'lik hiicre kiiltiir kabinda 3 adet kuyuya 100 ul
olacak sekilde dagitildi, boylece her bir 6rnekten 3 adet okuma alindi. Okumalar 590nm

absorbansta gerceklestirildi.

3.2.1.5. Morfolojik Inceleme

Farklilasmanin ardindan schwann benzeri hiicrelerin  gec¢irdigi morfolojik
degisikliklerde mikroskobik olarak incelebilir ve islemin basarisini teyit etmek igin kullanilir.
Mezenkimal kok hiicreler hiicre kiiltiiri ortaminda daha yayvan, ¢ok kutuplu ve genis bir alan
kaplarken schwann benzeri farklilasma sonrasinda hiicrelerin ince ve ¢ift kutuplu forma
kavugmalar1 beklenir. Adipoz kok hiicreler ve schwann-benzeri hiicreler 6’11 hiicre plaklarina
kuyu bagma 50x10° hiicre olacak sekilde ekildiler. Ertesi giin PKH26 boyasiyla boyanan
hiicreler 151k mikroskobu altinda goriintiilendiler. Her grup igin rastgele ¢ekilen 5’er fotografta
toplamda 50’ser hiicre se¢ildi. Hiicrelerin en-boy oranlarinin tayini i¢in Image-J program ile
hiicre c¢ekirdegi merkez kabul edilerek hiicrenin en genis ve en dar bolgelerinin uzunluklari
birbirlerine oranlandi. Yarigap tayini i¢in ise hiicreler tripsin ile kaldirildiktan sonra tripan
mavisi ile muamele ediler ve 151k mikroskopu altinda her iki gruptan rastgele ¢ekilen 5’er
fotograftan toplamda 50’ser hiicrenin yaricap1 Image-J programi ile 6l¢iildii. Tripan mavisi ile

boyanan 6lii hiicreler bu islemlerde dikkate alinmadi.

3.2.1.5. Real-Time PCR

Schwann hiicre isaret¢ilerine ait gen ekspresyonu analizi i¢in Total RNA Purification
Plus Kit (NORGEN-Total RNA Purification Plus Kit) izolasyonu kiti ile ireticinin
protokoliine uygun bir sekilde gerceklestirildi. Gen ekspresyon analizi i¢in adipoz kok
hiicreler ve schwann benzeri hiicreler 6'lik hiicre kiiltlir kabinda 2'ser kuyuya, kuyu basina
1x10° hiicre olacak sekilde uygun hiicre kiiltiir ortamu ile ekildi ve hiicrelerin kuyularda tam
doluluk oranina ulsamasi i¢in 3 giin beklendi. izolasyon 6ncesi hiicre kiiltiir ortam1 aspire
edildikten sonra 6lii hiicrelerin ve metabolitlerin uzaklastirilmasi igin kuyular soguk HBSS ile

yikandi. HBSS'in uzaklastirilmasinin ardindan kit protokoliine uygun bir sekilde kuyu basina
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350ul RL tamponu eklendi ve oda sicakliginda 5 dakika boyunca calkalayarak hiicre
lizatlarinin homejenizasyonu saglandi. Elde edilen hiicre lizatlari kitten ¢ikan gDNA Removal
Column'lara alinarak 14000g hizinda 1 dakika santrifiij edilerek genomik DNA'nin
uzaklagmas1 saglandi. Tiiplerde kalan 6rneklerin her bir 100ul'si i¢in 60ul %100'lik etanol
eklendi ve elde edilen karistm RNA Purification Column'lara alindi. Kolonlar 3500g hizinda 1
dakika santrifiij edildi ve RNA oOrneklerinin kolon membranina baglanmasi saglandi, iglem
sonunda tiiplin altinda biriken karigim atildi. Ardindan kolon basina 400ul Wash solution A
eklenerek 1 dakika 3500g hizda santrifiij edildi ve tiipte birilen siv1 atildi. Bu islem 2'defa
daha tekrarland1 ve ardindan kolonlar kurumalar i¢in 2 dakika 14000g hizinda santrifiij
edildi. Kuruma islemi ardindan kolon basma 50ul Elution Solution A eklendi ve oda
sicakliginda 2 dakika membranlarin soliisyonu emmesi beklendi. Ardindan kolonlar
santrifiijde 6nce 200g hizinda 2 dakika ardindan 14000g hizinda 1 dakika santrifiij edildi tiipte
elde edilen 6rnekler Nanodrop cihazinda okunarak RNA diizeyleri belirlendi (Sekil 10).

ng/ul  A260/A280 A260/A230

373.5 2.096 2.133

327.8 2.098 2.253
464.8 2.089 2.231

398.0 2.100 2.247

300nm

Sekil 10. Orneklere ait nanodrop okumlari, ul; adipoz 1, u2;adipoz 2, d1;schwann benzeri 1, d2; schwann

benzeri

Kit protokoliine uygun olarak drnekler oncelikle 1900 ng olacak sekilde pipetlenerek
hacimleri uygun miktar niikleaz igermeyen su ile toplam 8ul'ye tamamlandi. Tablo 7'de
gosterildigi sekilde her 6rnek icin toplamda 8ul'lik karigim elde edildi ve oda sicakliginda 5
dakika inkiibe edildi.
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cDNA Sentezi: Orneklerden cDNA sentezi OneScript ® cDNA Synthesis Kit (with
AccuRT Genomic DNA Removal Kit) kullanildu.

Tablo 7. cDNA sentezi 6ncesi alinan 6rnek miktarlar ve reaksiyon karsimu.

Ornek RNA Kons Ornek Hacmi Su  AccuRT Reaction Mix Toplam
(ng/pl) (1900ng) (b (4x) (1))
ul (adipoz) 3735 5,08 0,92 2 8
u2 (adipoz) 327,8 5,79 0,21 2 8
d1 (schwann 464,8 4,08 1,92 2 8
benzeri)
d2 (schwann 398 477 1,23 2 8

benzeri)

Siire sonunda her bir 6rnege 2 pul AccuRT Reaction Stopper (5X) eklenerek toplam

hacim 10ul olarak elde edildi (Tablo 8). Ardindan her bir 6rnek reaksiyon karsimi 20ul olacak

sekilde ayarlandi.
Tablo 8. cDNA sentezi i¢in kullalnilan reaksiyon kargimia.
Ornek Hacim  Oligo  dNTP 5x RT RnaseOFF OneScript Su Toplam
(b (b (b Buffer(ul) (D Rtase(ul) (nD) (1D
ul (adipoz) 10 1 1 4 0,5 1 2,5 20
u2 (adipoz) 10 1 1 4 0,5 1 2,5 20
dl (schwann 1 1 4 05 1 25 20
benzeri)
d2 (schwann 1 1 4 05 1 25 20

benzeri)

Ardindan ornekler sekil 11'de belirtilen programa uygun olarak muamele edildi. Son fiiriinler

tizerine 100ul niikleaz icermeyen su eklenerek ¢alisma konsantrasyonu elde edildi.
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Aktivasyon : inkiibasyon : inaktivasyon
1 1

| 85°C
: 5 dakika

5 dakika

50 dakika

Sekil 11. cDNA sentezinde kullanilan termal cycler programiu.

Farkli nislerden elde kok hiicrelerin schwann benzeri fenotip kazandirildiktan sonra
gercek schwann hiicrelerine ait bazi1 gen ifadelerinde benzer profil gosterdikleri bilinmektedir
(Orbay ve ark, 2015; Sun ve ark, 2018; Wei ve ark, 2010). Calismamizda siganlardan elde
edilen adipoz kok hiicrelere schwann benzeri farklilastirma protokolii uygulandiktan sonra
islemin basarili olup olmadigini anlamak i¢in schwann hiicrelerinde bulunan P75, s100 ve bir
biiylime faktorii olan NGF diizeyleri RT-PCR metodu ile incelendi. Bu incelemede 18s
housekeeping gen olarak kullanildi, calismada kullanilan gen bolgelerine ait primerler Tablo

9’da verilmistir.

Tablo 9. RT-PCR analizinde kullanilan primer dizileri.

Gen Foward Reverse

P75 AGGGATGGCGTGACTTTC GTTGGCTTCAGGCTTATGC
NGE TGCATAGCGTAATGTCCATGTTG CTGTGTCAAGGGAATGCTGAA
5100 TGCCCTCAGTTTGTGCAGAATA CCAACGCAAGGAACTCTTCGA
18s GCAATTATTCCCCATGAACG GGCCTCACTAAACCATCCAA

RT-PCR islemlerinde BrightGreen 2X gPCR MasterMix-Low ROX isimli hazir reaksiyon
karigimi kullanildi. Her bir 6rnek i¢in kitin 6nerdigi sekilde 10ul'lik reaksiyon karigimlar

asagidaki protokole uygun olarak hazirlandi (Tablo 10).
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Tablo 10. Her bir kuyuda kullanilan reaksiyon karigiminin igerigi

Bilesen Miktar (ul)
BrightGreen 2X gPCR MasterMix 5
Primer Mix 0,2
Template DNA 0,5
Niikleaz Igermeyen Su 4,3
Toplam 10

Her bir 6rnege ait genler tripliket olarak ¢alisildi ve sonuglar ortalama + SEM olarak sunuldu.

Aktivasyon Siklus (30x) Melting Curve
95°C 95 °C 95 °C 95 °C
10:00
60°C o
00:10 01:00

I
I
I
I
I
I
00:15 , / 00:15 00:15
I
I
I
I
I
I
I
I
Sekil 12. Deneylerde kullanilan RT-PCR programu.

3.3.1. In vivo Uygulamalar

Hayvan deneyleri, Yerel Etik kurul onayr (64583101/2017/087) alindiktan sonra
Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi, Deney Hayvanlar1 Uretim ve. Arastirma
Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Deneylerde yaklasik 250g (+ 30 gr) olan Wistar Albino
cinsi 42 adet sican, denek olarak kullanildi. Tiim calisma gruplart standart 11k (12 saat
giinis181/12 saat karanlik, 23+2°C, %45- 65 nem) ve 1s1 kosullarinda tutuldu. Hayvanlarin ad

libitum beslenme kosullar1 saglandi.
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Kontrol Gruplari

a)Sham Kontrol — K grubu (n=6): Saglikli hayvanlardan olusturuldu siyatik sinir agilip
deney gruplarinda oldugu gibi bos 4ul hacminde hiicre medyumu + matrigel karisimi sinire
enjekte edilip, 6-0 siitiir ile isaret diigiimii atildi. Kapatma isleminin Oncesinde sinire 4ul
hacimlik bolus enjeksiyon (matrigel + hiicre kiiltiir ortami) gerceklestirildi. Elektriksel

stimiilasyon uygulanmadi. Elektriksel stimiilasyon uygulanmadi.

b)Sinir Hasar1 Uygulamas1 — H grubu (n=6): Bu gruptaki deneklerde sol bacak siyatik
siniri agildiktan sonra altindan dinamometre kancas1 gegirilerek 50g siddetinde ¢ekme kuvveti
ayarlandi. Daha sonra gergin haldeki siyatik sinir yaklagik 1 mm mesafeyle 2 farkli noktadan
malleus pensi yardimi ile sikilarak sinir liflerinin kopmasi saglandi. Hasar bolgesinin daha
sonra takip edilebilmesi i¢in bolgenin yaklasik 0,5 cm 6tesine epindryum iizerinde 6-0
sentetik siitlir ile tek digimlik isaret dikisi atildi. Kapatma isleminin Oncesinde hasar
bolgesinin 0,5 cm kadar distaline 4pul hacimlik bolus enjeksiyon (matrigel + hiicre kiiltiir

ortami1) gerceklestirildi. Elektriksel stimiilasyon uygulanmadi.

Deney Gruplari

c)Sinir Hasar1 + Schwann Benzeri Hiicreler — S grubu (n=6): Bu gruptaki deneklerde sol
bacak siyatik siniri agildiktan sonra altindan dinamometre kancas1 gegirilerek 50g siddetinde
¢cekme kuvveti ayarlandi. Daha sonra gergin haldeki siyatik sinir yaklasik 1 mm mesafeyle 2
farkli noktadan malleus pensi yardimi ile sikilarak sinir liflerinin kopmas1 saglandi. Hasar
bolgesinin daha sonra takip edilebilmesi i¢in bolgenin yaklasik 0,5 cm Gtesine epindryum
tizerinde 6-0 sentetik siitiir ile tek diigiimliik isaret dikisi atildi. Kapatma igleminin 6ncesinde
hasar bolgesinin distaline 4pl hacim igerisinde yaklasik 8x10° Schwann-benzeri hiicrenin

ekimi gerceklestirildi. Elektriksel stimiilasyon uygulanmadi.

d)Sinir Hasar1 + Adipoz Kok Hiicreler — A grubu (n=6): Bu gruptaki deneklerde sol bacak
siyatik siniri agildiktan sonra altindan dinamometre kancasi gecirilerek 50g siddetinde ¢ekme
kuvveti ayarlandi. Daha sonra gergin haldeki siyatik sinir yaklasik 1 mm mesafeyle 2 farkl

noktadan malleus pensi yardimi ile sikilarak sinir liflerinin kopmasi saglandi. Hasar
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bolgesinin daha sonra takip edilebilmesi i¢in bolgenin yaklasik 0,5 cm Gtesine epindryum
tizerinde 6-0 sentetik siitiir ile tek diigiimliik isaret dikisi atildi. Kapatma igsleminin 6ncesinde
hasar bolgesinin distaline 4ul hacim igerisinde yaklasik 8x10° adipoz kok hiicrenin ekimi

gergeklestirildi. Elektriksel stimiilasyon uygulanmadi.

¢)Sinir Hasar1 + Elektriksel Stimiilasyon — H+E grubu (n=6): Bu gruptaki deneklerde sol
bacak siyatik siniri agildiktan sonra altindan dinamometre kancasi gegirilerek 50g siddetinde
cekme kuvveti ayarlandi. Daha sonra gergin haldeki siyatik sinir yaklasik 1 mm mesafeyle 2
farkli noktadan malleus pensi yardimi ile sikilarak sinir liflerinin kopmasi saglandi. Hasar
bolgesinin daha sonra takip edilebilmesi i¢in bélgenin yaklasik 0,5 cm &tesine epindéryum
tizerinde 6-0 sentetik siitiir ile tek diigiimliik isaret dikisi atildi1 ardindan 60 dakika boyunca
hasar boélgesinin proksimal ucundan 20 Hz 3V siddetinde elektrik akimi uygulandi.
Stimiilasyon boyunca operasyon bdlgesinin serum fizyolojik uygulamasi ile kurumasi
engellendi. 1 saatlik elektriksel stimiilasyonun ardindan operasyon bolgesi kapatildi. Kapatma
isleminin 6ncesinde hasar bolgesinin 0,5 cm kadar distaline 4ul hacimlik bolus enjeksiyon

(matrigel + hiicre kiiltiir ortami) gerceklestirildi.

f) Sinir Hasar1 + Schwann Benzeri Hiicreler + Elektriksel Stimiilasyon — S+E grubu
(n=6): Bu gruptaki deneklerde sol bacak siyatik siniri agildiktan sonra altindan dinamometre
kancas1 gecirilerek 50g siddetinde cekme kuvveti ayarlandi. Daha sonra gergin haldeki siyatik
sinir yaklasik 1 mm mesafeyle 2 farkli noktadan malleus pensi yardimi ile sikilarak sinir
liflerinin kopmas1 saglandi. Hasar bolgesinin daha sonra takip edilebilmesi i¢in bolgenin
yaklasik 0,5 cm Otesine epindryum iizerinde 6-0 sentetik siitiir ile tek diiglimliik isaret dikisi
atild1 ardindan 60 dakika boyunca hasar bolgesinin proksimal ucundan 20 Hz 3V siddetinde
elektrik akimi uygulandi. Stimiilasyon boyunca operasyon bdlgesinin serum fizyolojik
uygulamasi ile kurumasi engellendi. 1 saatlik elektriksel stimiilasyonun ardindan kapatma
islemi oncesinde hasar bolgesinin distaline 4pl hacim igerisinde yaklasik 8x10° schwann-

benzeri hiicrenin ekimi gergeklestirildi.

g) Sinir Hasar1 + Adipoz Kok Hiicreler + Elektriksel Stimiilasyon — S+A grubu (n=6):
Bu gruptaki deneklerde sol bacak siyatik siniri agildiktan sonra altindan dinamometre kancasi
gecirilerek 50g siddetinde ¢cekme kuvveti ayarlandi. Daha sonra gergin haldeki siyatik sinir
yaklasik 1 mm mesafeyle 2 farkli noktadan malleus pensi yardimi ile sikilarak sinir liflerinin
kopmasi saglandi. Hasar bolgesinin daha sonra takip edilebilmesi i¢in bolgenin yaklasik 0,5

cm Otesine epindryum iizerinde 6-0 sentetik siitiir ile tek diiglimliik isaret dikisi atild1 ardindan
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60 dakika boyunca hasar bolgesinin proksimal ucundan 20 Hz 3 V siddetinde elektrik akimi
uygulandi. Stimiilasyon boyunca operasyon bolgesinin serum fizyolojik uygulamasi ile
kurumasi engellendi. 1 saatlik elektriksel stimiilasyonun ardindan Kapatma islemi oncesinde
hasar bolgesinin distaline 4pl hacim igerisinde yaklasik 8x10° adipoz kok hiicrenin ekimi

gerceklestirildi.

3.3.1.1. Hasar Modelinin Olusturulmasi

Stirekli néroma hasarinin olusturulmas: i¢in Alant ve ark. tarafindan gelistirilen
travmatik néroma sinir hasar modeli uyguland1 (Alant ve ark, 2012). Wistar-albino si¢anlari
4:1 oraninda %10'luk ketamin ve %?2'lik xylazine (0.13 ml/ 100 gr) karisimi ile intraperitonel
enjeksiyon ile anestezi yapildi. Operasyon bolgesindeki tiiylerin traglanmasi ve %20'lik iodin
etil alkol ¢ozeltisi ile disinfekte edilmelerinin ardindan biseps femoris kasi, femur ve diz
eklemi posterior sinir1 boyunca diseksiyon ile acildi ve kenarlar1 ekarte edilerek siyatik sinir
ortaya c¢ikartildi. Aciga ¢ikan siyatik sinirin altindan dinamometre kancas1 gegirilerek 0,5 N
siddetinde ¢cekme kuvvetine ayarlandi. Daha sonra gergin haldeki siyatik sinir yaklasik 1-2
mm mesafeyle 2 farkli noktadan malleus pensi yardimi ile sikilarak sinir liflerinin kopmasi
saglandi. Hasar bolgesinin daha sonra takip edilebilmesi i¢in bolgenin yaklasik 0,5 cm 6tesine

perindryum tiizerinde 6-0 sentetik siitiir ile tek diiglimliik isaret dikisi atild1.

Resim 3. Noroma modelinin olugturulmasi. Sinir 0,5 N kuvvetle gerildi (sol) ardindan malleus pensi ile iki

noktadan hasarlandi.
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3.3.1.2. Elektriksel Stimiilasyon

Elektriksel stimiilasyon gruplarinda ise Shapira ve arkadaslar tarafindan kullanilan
stimiilasyon protokolii uygulandi (Shapira ve ark, 2019). Stimiilator cihaza baglanan el
yapimi Ag-AgCl kanca elektrotlar hasarli sinir bolgesini araya alacak sekilde yerlestirildi.
Agistim Duo Elektro-Akupunktur cihazinin ¢ikislarindan 3 V siddetinde 20 Hz siddetine
ayarlandi ve 1 saat boyunca ayni anda 3 hayvana uygulandi. Stimiilasyon boyunca siyatik
sinir serum fizyolojik ile muamele edilerek kurumasi engellendi. Stimiilasyonun ardindan
kaslar ve fasiya tabakalar1 4/0 numara aboserbe edilebilen dikisler ile kapatildi. Son olarak

deri siitur ile kapatilda.

Resim 4. Elektriksel stimiilasyon uygulamasi.

3.3.1.3. Siyatik Sinire Hiicre Ekimi

Hiicre ekimi i¢in gruplara uygun olarak adipoz kok hiicre veya schwann benzeri
hiicreler calisma giinii %0,25'lik Tripsin-EDTA ¢d6zeltisi ile kaldirildiktan sonra santrifiij
edilelerek sayildi. Sayim isleminin ardindan hiicreler hacmen 1:1 hiicre medyumu ile
sulandirtlmis matrijel karigiminda 12,5x10° hiicre/ul olacak sekilde tekrar siispanse edildi.

Elde edilen hiicre-matrijel karisimlar1 ekim islemi yapilana kadar +4C° de muhafaza edildi.
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Resim 5. Siyatik sinire hiicre enjeksiyonu.

Anestezi altinda aciga cikartilan siyatik sinir egik agizli klemp yardimi ile hafifge
gerilerek enjeksiyona hazir hale getirildi. Hiicre karigimindan 5x10° hiicre olacak sekilde
(4ul) buz akiisii lizerinde sogutulmus 27G Hamilton enjektoriine ¢ekildi. Enjektor ucu
yaklasik 0.5 cm kadar sinire paralel olarak dikkatlice yerlestirildi ve hiicre karsimi yavasca
enjekte edildi. Bu islem sirasinda epindryum tabakasinin biitiiglinligliniin bozulmamasina
0zen gosterildi. Enjektisyonun tamamlanmasinin ardindan matrijelin donmasi ig¢in 180 saniye
boyunca enjektor ucu iceride tutuldu. Bu siire sonunca yavasega ¢ekildi, ameliyat bolgesi siitur
ile kapatildi. Elektriksel stimiilasyon gruplarinda hiicre ekim islemi 1 saatlik stimiilasyon
stiresinin sonunda yapildi. Sham kontrol grubunda ve sinir hasar1 gruplarinda deneklere ayn1

hacimde hiicre icermeyen matrijel+hiicre kiiltlir ortami karigimi enjekte edildi.

3.3.1.4. Siyatik Fonksiyon indeksi

Deneklerde fonksiyonel iyilesmenin takibi i¢in siyatik fonksiyon indeks takibi hasar
modelinin olusturulmasindan sonra 2. hafta itibariyle baglayarak haftada 1 defa olmak tizere

6. haftaya kadar diizenli bir sekilde yapildi.

Wistar-albino si¢anlarina ait arka ayak baskilar1 onceden hazirlanmis kagit seritler
tizerinde %1'lik bromfenol mavisi aseton ¢ozeltisi ile boyanarak yiiriitiilmeleri ile elde edildi.
Ayaklarin boyanmasinin ardindan deneklerin seritler iizerinde yiiriimeleri saglanarak her

ayaga ait 3'er ayak izi olusmasi saglandi. Ayak izlerini igeren seritlerin kurumasinin ardindan
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yiiksek ¢oziiniirliiklii tarayict yardimi ile goriintiileri bilgisayar ortamina aktarildi. Elde edilen

bu gortintiiler lizerinden siyatik fonksiyon analizi agagida belirtildigi sekilde yapildi.

Her denege ait veriler kendi igersinde degerlendirilerek, deneklerin zaman igindeki
tyilesme diizeylerinin tespiti amag¢lanmaktadir. Normal (N) ve deney grubu (E) hayvanlarina
ait ayak baski boyu (PL veya en uzun parmak ve topuk arasi mesafe), parmak agikligi (TS
veya 1. ve 5. parmaklar arasindaki enine mesafe) ve orta parmak agikligi (IT veya 2. ve 4.
parmaklar arasinda ki enine mesafe). Her parametreye ait sematik gosterim asagida
verilmistir. Uygun yazilimin kullanimi ile 6l¢iim degerleri otomatik olarak hesaplandi.

Hesaplama i¢in kullanilacak formiil de asagida verilmistir.

-+ I >
Y EPL-NPL ETS-NTS
pL ¥ [ SFl = =383 X —— + 109.5 X —— + 13.3
" P i NPL NS
EIT-NIT
“TNIT
‘ TS
MNormal Experimental

Sekil 13. Siyatik fonksiyon indeksi uygulamasinda parmak araliklarinin belirlenmesi ve hesapladamada

kulllanilan formiil (Monte-Raso ve ark, 2008).

3.3.1.5. Bilesik Kas Aksiyon Potansiyeli , Sinir Ileti Hizinin Tayini ve Islak Kas Agirhig

Deneklerde siirekli noéroma modelinin gergeklestirilmesinin ardindan 6 haftalik
lyilesme stirecinin sonunda elektrofizyolojik ol¢iimler ile sinir ileti hizlar1 hesaplandi. Bu
Ol¢iimlerde denekler 100mg/kg ketamin ve 12,5mg/kg ksilazin ile intraperitonal olarak
anestezi altinda gergeklestirildi. Yaklasik 3 cm biiyiikliigiimde bir kesi ile siyatik sinir ortaya
cikartildi. Sinir hasar bolgesinin ortaya alinmasimin ardindan Biopac MP100 sistemine
baglanan aralarinda 1,1 cm sabit uzaklik bulunan in vivo elektrotlar ile supramaksimal siddete
(7mV siddetinde 1ms) siireyle uyar1 verildi 2 ve 4. Parmaklarin arasina subdermal olarak
yerlestirilen igne elektrodlar yardimiyla birlesik aksiyon kas potansiyeli kayit edildi. Elde

edilen kas aksiyon potansiyelleri AcgKnowledge Software isimli yazilim araciligi ile
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incelenerek distal latans ve proksimal latans degerleri dl¢iildii. Bu degerler kullanilarak sinir

ileti hizlar1 agsagidaki formiile gore hesaplandi.
A Latans: Proksimal Latans — Distal Latans (s)
A Mefase: Proksimal Mesafe — Distal Mesafe (m): 1,1 cm
Sinir fletim Hizi: A Mesafe / A Latans (m/ s)

Bilesik kas aksiyon potansiyelleri her bir denek icin Prosimal Genlik/Distal Genlik
olacak sekilde oranlandi ve istatistiksel olarak incelendi. Elektrofizyolojik o6lgiimlerin
ardindan gastrokimius kasi izole edildi ve gazli bezle kurulandiktan sonra kas kiitlesinin
Olcimii atropiyi ve kas geri kazaniminmi gruplar arasinda tespit etmek i¢in hassas terazi ile

Olctldii.

3.4. Histolojik Inceleme

Calismanin histolojik doku takibi, kesitlerin alinmas1 ve fotograflama islemleri Istanbul
Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji A.D. Elektron
Mikroskopi Laboratuvarinda, ayn: Anabilim Dali’nda 6gretim {iyesi olan Dog. Dr. Gamze
TANRIVERDI gézetiminde yapilmustir. Milloning Tampon ¢ézeltisi ile seyreltilmis, %4'liik
Glutaraldehit igerisinde ulastirilan doku &rnekleri 1 gece boyunca +4 °C'de bekletilerek fikse
olmalar1 saglandi. Ertesi giin doku ornekleri her biri 1mm?® biiyiikliigiinde olacak sekilde
ikinci kez kiigiiltiildii. Yine milloning tampon ¢ozeltisi ile seyreltilmis, %1'lik Osmium
tetroksit (OsO4) ile ikinci fiksasyonun ardindan yiikselen alkol serilerinden gegirilerek araldit
igerisine gdmiildii. Yaklasik olarak 200 mikrometre kalinliginda ve ultramikrotom yardimu ile
alinan kesitler Toluidin mavisi ile boyand ve 1siticili plaka tizerinde kurumaya birakildi. Suyu
giderilen kesitler Toluen ile kapatildi ve Olympus BX61 model arastirma mikroskobu ile
incelenip Olympus DP71 kamera yardimi ile fotograflandi. Her denekten alinan 5 kesitten
rastgele 1 tanesi segildi ve bu kesitten ise rastgele 5 aksona ait miyelin kilif kalinlig1 ve akson
cap1 Olympus CellSens Standart programi kullanilarak 6lciildii. Boylece her bir grup icin

toplamda 30 adet aksona ait veri topland1 ve degerlendirildi.
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3.5. istatistiksel Analiz

Elde edilen tiim veriler ortalama + standart hata seklinde verildi. Caligmamizin
istatistiksel analizleri Graphpad Prisim version 8.4.2. siiriimii kullanildi. Hiicre kiltiiri
caligmalarinda iki grup arasi karsilastirmalar Student t testi ile yapildi. Hayvan deneylerinde
degiskenlerin normal dagilima uygunluklar tespit edildikten sonra istatistiksel degelenrdirme
icin tek yoOnlii varsans analizi ve art¢1 test olarakta Dunn's Coklu Karsilastirma testi
kullanilarak gruplar birbirleriyle karsilastirildi. Istatistiksel anlamlilik *: p < 0,05, **: p <
0,01, ***: p <0,001 seklinde ifade edildi. Bu karsilagtirilma sonrasinda istatistiksel anlamlilik
derecesi gosterilirken hasar grubuna gore olan istatistiksel anlamlilik * isareti ile hasar +
elektrik stimiilasyonu grubuna gore olan istatistiksel anlamlilik o, adipoz kok hiicre grubuna

gore olan istatistiksel anlamlilik ise B isareti ile gosterilmistir
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Kiiltiiri

4.1.1. Adipoz Kok Hiicrelerin Akis Sitometri Metodu ile Tayini

Adipoz kok hiicrelerin tespit edilmesi i¢in CD44, CD90, CD45, CD11b ve CD29
yiizey antijenlerinin oranlari incelendi. Sonug¢ olarak hiicrelerimizde kok hiicre isaretgileri
olan %99 CD44 (+), %99 CD90 (+) ve %97 CD29(+) pozitif bulunurken hematopoetik kok
hiicre isaretcisi %88 CD45(-) ve kemik iligi kok hiicre isaretgisi %95 CD11b(-) negatif
olarak bulundu (Sekil 14).
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Sekil 14. Akis sitometri metodu ile incelenen hiicre yiizey isaretgilerinin popiilasyon yiizdeleri.
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4.1.2. Schwann Benzeri Hiicrelerin RT-PCR Metodu ile Tayini

s100 NGF P75
8 8 15
x *

E 6 T € 6 £ *
o B T o 10 L
1= o =)}
8 ¢ g 4 3
kG - % 5
£ 2 g 2 <

0 e 0 0

AKH  SCH-Benzeri Hiicre AKH  SCH-Benzeri Hiicre AKH  SCH-Benzeri Hiicre

Sekil 15. Schwann-benzeri hiicrelerde s100, NGF ve P75 genlerine kat degisim degerleri.* isareti AKH vs SCH-

Benzeri hiicrelerine gore istatistik anlamlilig1 ifade etmektedir (*: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p <0,001).

Adipoz kok hiicreler (AKH) ile karsilagtirildiginda elde ettigimiz schwann-benzeri
hiicre (SCH-Benzeri Hiicre) popiilasyonunda schwann hiicre isaretgisi S100° ait kat degisimi
5,808 + 0,7461 (p<0,05) ve p75’°¢ ait kat degisimi 10,36+0,6672 (p<0,05) ve NGF’e ait kat
degisimi 5,138+1,163 (p<0,05) olarak bulundu. Deneylerde 18s housekeeping gen olarak
kullanildi (Tablo 11 ve Sekil 15).

Tablo 11. Schwann-benzeri kok hiicrelerde tespit edilen s100, NGF ve P75 fold-change degerleri.Veriler

ortalamastandart hata olarak sunulmustur. * isareti AKH vs SCH-Benzeri hiicrelerine gore istatistik anlamliligt

ifade etmektedir (*: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p <0,001).

Gen Ortalﬁ;}rf:i:SEM SCT{_i?frrlzen
Ortalama+SEM
S100 1,09+0,067 5,80+0,746*
NGF 1,08+0,181 5,138+1,16*
P75 1,030,138 10,36+0,667*

4.1.3. Proliferasyon

Calismamizda adipoz kok hiicrelerin ve onlardan elde edilen schwann benzeri
hiicrelerin proliferasyon hizlar1 21. giin boyunca 4 giinliik araliklarla MTT testi ile incelendi.
Sonug olarak 9. giinden itibaren schawnn benzeri hiicrelerin proliferasyon hizinin anlamli bir

sekilde artig gosterdigi gdzlemlendi (p<0,05) (Tablo 12).
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Tablo 12. Hiicre popiilasyonlarinin sahip belirlenen giinlerde sahip olduklari absorbans degerleri. Veriler
ortalamatstandart hata olarak sunulmustur. * isareti AKH vs SCH-Benzeri hiicrelerine gore istatistik anlamliligt

ifade etmektedir (*: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p <0,001).

Giin AKH SCH-Benzeri Hiicre
1 0,15+0,002 0,19+0,002
5 0,23+0,003 0,28+0,003
9 0,55+0,008* 0,71+0,021
13 0,96+0,015* 1,23+0,008
17 1,204+0,009* 1,60+0,013
21 1,31+0,0150* 1,64+0,013

9. glinden itibaren istatistiksel fark gosteren proflirasyon hizilar1 gruplarda 17. giinde plato

evresine yaklasmistir (Sekil 16).

2.0-
% * = AKH

-+ SCH-Benzeri Hicre
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o

1 5 9 13 17 21
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Sekil 16. MTT absorbans degerlerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi. .* isareti AKH vs SCH-Benzeri

hiicrelerine gore istatistik anlamliligi ifade etmektedir (*: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p <0,001).
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4.1.4. Morfolojik Inceleme

Tablo 13. Morfolojik incelemelere ait degerlernine ait aritmetik ortalama, ortalamanin standart hatasi. En/boy
orani (sol) ve tripsinize hiicre yarigapi (sag). Veriler ortalama+standart hata olarak sunulmustur. * isareti AKH

vs SCH-Benzeri hiicrelerine gore istatistik anlamliligi ifade etmektedir (*: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p <0,001).

En/Boy Oranlari Hiicre Yaricaplar (um)
APK SCH Benzeri Hiicre APK SCH Benzeri Hiicre
Minumum 3,08 3,61 Minumum 19,41 12,37
Maksimum 4,05 4,92 Maksimum 43,98 28,52
Ortalama 3,51 4,22* Ortalama 29,26 18,51*
SEM 0,05 0,07 SEM 0,73 0,48

Flasklara tutunan hiicrelerde hiicre ¢ekirdegi merkez alinarak en genis ve en dar
sitoplazmik uzantilarinin boylar1 oranlandiginda adipoz kok hiicrelere ait oranlar 3,513 +
0,05721 ve schwann benzeri hiicreler igin 4,228 + 0,07214 ( p<0,05) olarak tespit edildi.
Tripsinizasyon ardindan hiicrelerin yarigaplart ¢aplari karsilastirildiginda ise adipoz kok
hiicrelerin yarigaplari 29,26+0,73 pm ve schwann-benzeri hiicrelerin yarigapt 18,51 + 0,48
um olarak tespit edildi (p<0,05) (Tablo 13 ve Sekil 17).

Resim 6. Schwann-benzeri hiicreler (sol), adipoz kok hiicleri (sag)
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Sekil 17. Hiicrelere ait en/boy oranlar1 ve yarigap degerleninin grafiksel goriiniimii. .* isareti AKH vs SCH-

Benzeri hiicrelerine gore istatistik anlamlilig1 ifade etmektedir (*: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p <0,001).

4.2. Hayvan Deneyleri

4.2.1. Siirekli Noroma Modeli

Sol siyatik sinirin 50N siddetinde gerilip malleus pensi ile iki farkli noktadan
sikilmasinin ardindan ameliyat bolgesi siitur ile kapatildiktan 1 hafta sonra hayvanlar sakrifiye
edildi (Resim 7). 3 farkli hayvandan alinan eletrofizyoji dl¢timleri karsilastirildi saglikli sag
tarafa ait sinir ileti hizt ve CMAP degeri ile karsilagtirildi. 1 haftanin sonunda hasar modelinin
olusturuldugu sag tarafta CMAP 0,5 + 0,13 ve ileti hiz1 12,32 + 0,45 olarak bulundu (Tablo
14).

Tablo 14. Siirekli néroma modeline ait CMAP ve sinir ileti hiz1 degerlerinin saglikli sinir ile karsilastiriimasi

. Sinir ileti Hiza
Genlik (mV) (m/sn)
Sag 0,5+0,13 12,32+ 0,45
Sol 3,96 + 0,22 62,31 +0,21
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Resim 7. Siirekli néroma modelinin olusturulmast, (a) siyatik sinir 0,5 N siddetinde kuvvet ile gerildi, (b)
malleus pensi ile siyatik sinir iki farkli bélgeden sikistirildi, (c) iki farkli bolgede sinir hasar1 gorsel olarak tespit

edildikten sonra deneyler igin gerekli islemlere devam edildi.

4.2.2 Siyatik Sinire Hiicre Ekimi

Hiicre ekim igleminin ardindan bolgede tutulumun tayin edilebilmesi i¢in PKH26
florosans boyast ile boyanmis adipoz kok hiicreler ve schwann benzeri hiicrelerin ekimi
yapildiktan 1 hafta sonra hiicrelerin enjeksiyon bdlgesindeki varliklar1 mikroskopik olarak

incelendi.

Resim 8. PKH26 boyali adipoz kok hiicrelerin enjeksiyon bolgesinde tutunumlari (1. Giin)

Ik olarak yapilan 6n calismada PKH26 (Aex 551nm; Aem 567nm) boyali adipoz kék
hiicre 12.500 hiicre/pl olacak sekilde diliie ediltikten sonra 4ul hacimde (yaklasik 50x10°

hiicre) siyatik sinire enjekte edildi. Hiicrelerin tutulumu 1 giin sonra alinan siyatik sinir
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dokusunun sogutmali mikrotomda kesitleri alindiktan sonra florasans mikroskopisi ile

incelendi (Resim 9).

Resim 9. PKH26 boyali adipoz kok hiicrelerin (sol) ve schwann benzeri hiicrelerin (sag) enjeksiyon bolgesindeki

goriiniimleri (1. Hafta)

Tablo 15. 1. Haftanin sonunda ekilen hiicreler tarafindan yayilan floresans yogunlugu

Diizeltilmis
Birlesik Yogunluk Alan Arka Plan Floresans
Yogunlugu
Schwann-Benzeri 96681741 5041312 16,39 14054637,32
Hiicre
Adipoz Kok 71993646 5041312 11,27 15142770,58
Hiicre

On denemelerde basarili bir sekilde goriintii alinmasinm ardindan bir énceki protokole
uygun bir sekilde hazirlanan adipoz kok hiicreler ve schwann benzeri hiicreler hiicre 12.500
hiicre/pl olacak sekilde diliie ediltikten sonra 4pl hacimde (yaklasik 50x10° hiicre) siyatik
sinire  enjekte edildi. Enjeksiyonun ardindan 1 hafta sonunda hiicrelerin bdolgede
tutulumlarinin devam ettigi goriildii (Resim 9). Boyali hiicrelerin floresans 1s1ma siddetleri
hesaplanarak karsilastirildiginda 1sima siddetleri arasinda biiylik bir fark tespit edilmedi
(Tablo 15).
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4.2.3. Siyatik Fonksiyon Indeksi

2. haftadan itibaren alinan siyatik fonksiyon indeks skorlarmma gore takip siiresi
boyunca hasar grubuna ait skor tiim gruplardan kii¢iik olmasima ragmen gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ancak deneylerin 6zellikle 3. Haftasindan itibaren
hiicre ekimi yapilan biitlin gruplarin SFI skorlari ile hasar ve hasar + elektrik gruplarinin SFI

skorlar1 arasinda birer grup haline geldigi ve deneyin sonuna kadar gittigi goriillmektedir.
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Sekil 18.Haftalik siyatik fonksiyon indeks skolar1. Skorun 0’a yaklasmasi iyilesmeyi gosterir.



Tablo 16. Gruplara ait haftalik siyatik fonksiyon indeks skolar1
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4.2.4. Islak Kas Agirhig

6 haftalik iyilesme siiresinin sonunda sakrifiye edilen hayvanlardan elde edilen
gastrokinemius kaslarinin 1slak agirliklart karsilastirildi. Tedavi gérmeyen hasar grubunda
siddetli kas atrofisi oldugu gozlemlendi. Diger gruplarda ise hasar grubuna oranla kas

hacminde gozle goriiliir bir artis tespit edildi. Kaslara ait 1slak agirliklar hassas terazi ile

ol¢iildii (Tablo 17).

Tablo 17. Deney gruplarina ait 1slak kas agirliklarina ait aritmetik ortalama, ortalamanin standart hatasi

Kontrol H H+E A A+E S S+E
Minumum 1,311 0,6362 0,7637 1,019 1,011 1,172 1,239
Maksimum 1,812 0,8375 0,9695 1,398 1,586 1,862 1,563
Ortalama 1,560 0,7385  0,8482 1,220 1,209 1,383* 1,387*7‘

Ortalamanin Stardart Hatas:1 (SEM) 0,08127 0,03581 0,03166 0,04957 0,08067 0,1004 0,06108

2.0+
.r
* %
= 1.5 7
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Sekil 19. Islak kas agirliklarinin gruplar arasindaki gériiniimii. * isareti H vs S ve H vs S+E , 1 isareti H+E vs

S+E gruplari arasinda istatistik anlamliligi ifade etmektedir (*: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p <0,001).
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Gruplar ¢oklu karsilastirma testleri ile degerlendirildiginde H vs S gruplari, Hvs S + E
gruplart ve H+E vs S+E gruplari arasi (p<0,05) olarak tespit edildi (Sekil 19). Diger tedavi

gruplarinda da H grubuna oranda bir artis saglanmis olsa da iststistiksel anlam bulunamada.

4.2.5. Elektrofizyolojik Olg¢iimler

Tiim deney gruplarindaki deneklere ait sinir ileti hizi Ol¢limleri deney sonunda
gerceklestirilmistir. Sekil 20’de her bir deney grubundan elde edilen aksiyon potansiyeli

grafiklerinden 6rnekler sunulmustur.

(@ (k) (e) tf

(e} id) (g]

Sekil 20. Gruplara ait aksiyon potansiyeli kayitlarindan 6rnekler. (a)kontrol, (b) hasar, (c) hasar + elektrik, (d)
adipoz kok hiicre, (e) adipoz kok hiicre + elektrik, (f) schwann benzeri hiicre, (g) shcwann benzeri hiicre +

elektrik. (3mV ve 50 ms ¢oziintirliik)

Elde edilen sonuglara gore, olusturulan siyatik sinir hasar modelinde elektriksel
stimiilasyon ortalama sinir ileti hizinda bir artis gdstermis olsa da bulunan bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. Ancak adipoz kok hiicre ekimiyle sinir iletim hizinda anlamli
bir artisa sebep olmustur (Tablo 15, p<0,05). Adipoz kok hiicre ekimi Once uygulanan
elektriksel stimiiasyondaki artisin istatiksel anlamlilig1 ise daha yiliksek olarak bulunmustur
(p<0,01). Adipoz kok hiicre ekimi ile adipoz + elektriksel stimiilasyon uygulamasi arasinda

ise az bir fark olmasina karsin bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
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Tablo 18. Deney gruplarina ait sinir ileti hizlarimin (m/sn) aritmetik ortalama, ortalamanin standart hatalari. (*: p

<0,05, **: p < 0,01, **%: p <0,001)

Kontrol H H+E A A+E S S+E

Minumum 47,83 11,11 18,64 24,44 24,44 2750 40,74

Maksimum 68,75 26,83 3548 40,74 47,83 50,00 50,00

Ortalama 57,33 19,26 25,48 32,66* 33,41* 41,95*Jr 45,28”:r
Stardart Sapma 6,64 4,54 4,95 5,29 7,67 7,30 4,26

Schwan benzeri hiicre gruplarinda genel olarak iletim hizi artmis olarak bulunmus olsa da

adipoz gruplarina oranla bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir.
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Sekil 21. Siyatik sinir ileti hiz1 (sol) proksimal/distal latans oranlar1 (sag) * isareti H ile , T ise isareti H+E
gruplar arasinda istatistik anlamlilig: ifade etmektedir (*: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p <0,001).

Schwann benzeri hiicrelerin ekimiyle sinir ileti hizindaki artis hasar grubuna oranla
yiiksek derecede istatistiksel olarak anlamli (p<0,0001) olarak bulundu. Adipoz hiicrelerde
oldugu gibi schwann benzeri hiicre ekiminden Once uygulanan elektriksel stimiilasyonun
neden oldugu artis hasar grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olup (p<0,0001). Elektriksel
stimiilasyon ile sinir ileti hizinda kii¢iik bir artis gozlemlenmis olsa da bu fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmamamistir. CMAP degerlerinin P/D oranlar1 karsilastirdiginda biitiin
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gruplarda be deger H grubuna oranla yiiksek bulunmasina ragmen istatiksel anlamlilik

tasimamaktadir.

Tablo 19. Deney gruplarma ait CMAP verilerinin P/D oranlarinina ait aritmetik ortalama, ortalamanin standart

hatasi.

Kontrol H H+E A A+E S S+E

Minumum 0,87 0,60 0,91 0,64 0,93 0,81 0,89
Maksimum 1,23 1,19 1,28 1,05 1,10 1,05 1,22
Ortalama 1,00 0,90 1,05 0,96 1,01 0,97 1,01
Standart Sapma 0,09 0,15 0,08 0,11 0,04 0,07 0,08

4.3. Miyelin Kalinhg: ve Akson Yaricapi

Olympus CellSens Standart programi ile yapilan Sl¢timlerde gruplar genel olarak
incelendiginde kontrol grubunda sinir demetinin aksonal organizasyonunun homojen ve
diizenli oldugu goriildii, toluidin boyamasi ile aksonlar1 ¢evreleyen miyelin kiliflar koyu
maviye boyandi ve yapilari 151k mikroskopu altinda incelendi (Resim 10 ve Resim 11).
Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda hasar grubuna ait akson miyelinlerinde incelme ve
aksonal deformasyon goriilmektedir. Kontrol grubunda schwann hiicreleri aksonlari
cevrelemis bir halde bulunurken hasar grubunda schwann hiicrelerinin fasikiiler boslukta

serbest bir sekilde dolastigi goriilmektedir ( Resim 10 (a) ve (b) ).
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Tablo 19. Deney gruplarina ait miyelin kalinlik verilerinine ait aritmetik ortalama,

ortalamanin standart hatasi.

Kontrol H H+E A A+E S S+E

Minumum 0,19 0,20 0,33 0,32 0,33 0,33 0,010
Maksimum 1,51 0,61 0,78 0,87 0,71 0,71 1,06
Ortalama 0,99 0,42 0,50 0,53 0,51 0,51 0,79
Standart Sapma 0,28 0,10 0,11 0,12 0,092 0,09 0,18

Uygulunanan tedavi protokollerine goére ortalama miyelin kilif kalinlan
karsilastirildiginda sadece schwann-benzeri hiicre + elektriksel stimiilasyonda istatistiksel
olarak anlamli bir artis goriilmiistiir (p<0,05). Diger tedavi protokollerinde tespit edilen
miyelin kilif kalinligindaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Tablo 20). Tedavi
gruplarinda ise aksonal organizasyonun hasar grubuna oranla daha iyi diizenlendigi ve
miyelin kilif kalinlignda S+E grubu hari¢ zayif bir artis gézlemlenmistir. Tedavi gruplarinda
ise fasikiiler boslukta serbest schwann hiicre varligit A+E ve S+E gruplarinda diger gruplara

oranla daha diisiik géziikmektedir.

Tablo 19. Deney gruplarina ait akson yarigap1 verilerinine ait aritmetik ortalama, ortalamanin standart

hatas1 (*: p < 0,05, **: p <0,01, ***: p <0,001).

Kontrol H H+E A A+E S S+E

Minumum 1,97 049 090 058 131 125 152

Maksimum 461 156 511 234 304 343 422
Ortalama 303 110 1,80  1,39% 212%P 250+ 2 goxP

Standart Sapma 0,76 025 079 038 049 053 073
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Gruplar arasinda akson yarigaplarinin degerlendirilmesi yapildiginda sirasiyla hasar
grubuna gore incelendiginde A, A+E, S ve S+E gruplarindaki artis istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0,05). Elektriksel stimiilasyona gore ise A+E, S ve S+E gruplarindaki artis
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05) ve son olarak A grubuna gore ise A+E, S ve S+E

gruplarindaki artig anlamlilik tagimaktadir (p<0,05).
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Sekil 22. Gruplar arasinda akson yarigap1 (sol) ve miyelin kilif kalinliginin karsilagtirmasi (sag) * igareti H ile ,

t isareti H+E, 1 ise A gruplari arasinda istatistik anlamlilig1 ifade etmektedir.
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Resim 10. Gruplara ait Toludine mavisi ile boyali siyatik sinir 6rnekleri (a) kontrol, (b) hasar, (c) elektriksel

stimiilasyon, (d) adipoz kok hiicre gruplarina aittir. Kirmizi oklar miyelin kiliflar1 gosterirken, * isareti miyelin

kilifi olusturan veya serbest haldeki schwann hiicre ¢ekirdeklerini gostermektedir.
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Resim 11. Gruplara ait Toludine mavisi ile boyali siyatik sinir 6rnekleri (€) adipoz + elektrik, (f) schwann-

benzeri hiicre, (g) schwann-benzeri hiicre + elektrik gruplarina aittir. Kirmiz1 oklar miyelin kiliflar1 gosterirken,

* isareti miyelin kilifi olusturan veya serbest haldeki schwann hiicre ¢ekirdeklerini gostermektedir.
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5. TARTISMA

Periferik sinir yaralanmalari, viicutta periferik sinirlerde diyabet, otoimmiin hastaliklar
veya akut travmalar sonucu meydana gelen, hasarin biiyiikligiine bagl olarak distalde
duyusal, motor veya otonomik fonksiyon eksikligi/yokluguyla karakterize problemlerin
tamamin1 kapsar. Akut yaralanmalar, travma sonucu meydana gelen yumusak doku
zedelenmesi veya kemik kirilmasina bagli bolgesel norolojik problemler olarak
tanimlanabilir. Hasarin siddetine bagli olarak akson kopmasi, ndral hiicrelerin 6limii veya

hasar1 takip eden wallerian dejenerasyon sonucu fonksiyon eksikligi veya kaybi1 mevcuttur.

Sadece Amerika Birlesik Devletleri’nde yillik 50,000 yeni travmatik sinir hasar vakasi
rapor edilmektedir ve bu iilke i¢in mevcut vakalarda birlikte toplamda yillik 7 milyar dolarlik
bir maddi kayba sebep olmaktadir (Evans, 2001). Periferik sinir yaralanmalar1 6zellikle alt ve
iist ekstremitelerde karsimiza ¢ikmakta olup yetiskinlerde rastlanan en yaygin sensorimotor
problem ve iiretkenlik kaybi sebeplerinden birisidir. Ulkemizde travmatik sinir hasar
insidansin1 gosteren giincel bir epidemiyolojik ¢alisma bulamamakla birlikte farkli tilkelerden
elde edilen galismalara gore toplam travma hastalarinin yaklasik %1,3-3 araliginda basta
ekstremiteler olmak tizere farkli derecelerde periferik sinir yaralanma vakasi oldugu tahmin

edilebilir (Huckhagel ve ark, 2018; Noble ve ark, 1998; Saadat ve ark, 2011).

Travmatik sinir hasar1 ¢alismalarinda deney hayvanlarinin kullanimi 6zellikle uygulanan
tedavi metotlarinin biyouyumlulugunu kanitladigi gibi sinir rejenerasyonuna bagli olarak
fonksiyonel iyilesmeyi birden fazla parametre ile takip etme olanagi veren kuvvetli bir
arastirma metodudur. Maddi acidan elverisli oluslarinin yani sira siganlar periferik sinir hasari
modellerinde yaygin olarak kullanilmis deney hayvanlaridir ve sigan siyatik sinir modelleri
periferik sinir hasar1 ¢alismalarinda siklikla kullanilan bir modeldir (Vela ve ark, 2020).
Siyatik sinir ezilme hasart modeli (crush injury model) 6zellikle bu tiir calismalarda siklikla
kullanilan en temel hasar modellerindendir (Zerinci ve ark, 2010; Ek ve ark, 2007) . A¢iga
cikartilan siyatik sinirin forseps veya benzeri bir cerrahi aletle belirli siirelerde ve siddetlerle
sikistirilmasiyla elde edilen sinir hasar1 Sunderlend siniflandirmasina gore kendi kendine
iyilesebilen 2. ve nadiren de 3. dereceler arasinda degisen bir hasar siddeti olusturmaktadir

(Alvites ve ark, 2018; Bridge ve ark, 1994).
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Bu calismada yaygin olarak kullanilan sinir ezilme hasar modeli yerine kendiliginden
iyilesmesi daha zor olan “siirekli néroma” hasar modelini kullanmay1 uygun goriilmiistiir. Bu
modelde siyatik sinir 50 N siddetinde bir kuvvetle gerildikten sonra 2 farkli noktadan malleus
pensi ile birkac¢ saniye sikistirarak Sunderlend siniflandirmasina gore 3. veya 4. derecede
hasar elde edilebilecegini gostermiglerdir. Ayrica bu model sinir ezilme hasar1 ile
karsilastirildiginda 8 haftada iyilesmenin zayif oldugunu rapor etmislerdir (Alant ve ark,
2012). Calismamizda bu modelin olusturulmasinda Alant ve arkadaslar1 tarafindan 6nerilen

protokol uygulanmustir.

Kok hiicreler embriyonik gelisim evresinden baslayarak omiir boyunca viicudun gelisimi,
bakimi ve onarimdan sorumlu farklilagmamis hiicre grubudur. Embriyonik gelisim
asamasinda sahip olduklari potansiyel ile yeni bir bireyi olusturacak yetenekteyken
erigkinlerde homeostazis ve onarimi yonlendirirler (Chagastelles ve Nardi, 2011). Yetiskin
viicudunda bulunan mezenkimal kok hiicreler kaynak alindigi doku tipine gore belirli hiicre
soylarina farklilasma potansiyeli tasirlar. Kemik iligi, dis, kan, yag doku gibi farkli bir¢cok
doku tipinde kendilerine has mezenkimal kok hiicreler mevcuttur (Ullah ve ark, 2015). Klinik
kullanimda embriyonik kok hiicrelerin 6niindeki etik engel ve spontan teratorm olusturabilme
potansiyelleri sebebiyle ¢alismalar siirlidir. Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler ise maddi
acidan yiiklii olup hala yaygin bir kullanima sahip degildir. Ote yandan mezenkimal kok
hiicrelerin kolay izole edilebilmeleri, in vivo ve in vitro ortamlarda karakterlerinin stabil
olmasi ve digerlerine gore diisiik maliyetli olusu sebebiyle yaygin olarak kullanilmaktadirlar

(Chagastelles ve Nardi, 2011; Ullah ve ark, 2015).

Yag dokudan elde edilen adipoz kok hiicrelerin tipki diger mezenkimal kok hiicreler gibi
kendisini yenileyebilme ve yiiksek ¢ogalma kapasitesine sahiptir. In vitro deneylerde adipoz
kok hiicrelerin osteoblast, kondrosit, adipoz ve hatta noral hiicreler gibi birden fazla farkl
doku tipine farklilagsma kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir (Zuk ve ark, 2002). Adipoz
kok hiicreleri klinik ve deneysel calismalar i¢in viicuttaki diger mezenkimal kok hiicrelere
gore daha kullanish yapan en 6nemli 6zelliklerinden birisi kolaylikla izole edilebilmeleridir.
Insanlardan ve hayvanlardan lokal veya genel anestezi altinda lipoaspirayon ile edilen yag
dokudan kisa siire igeresinde izole edilebilir, diisiik immiin aktivite gostermeleri sayesinde
otolog olarak kullanilabilirler. Yag doku viicuttaki diger mezenkimal kok hiicre kaynaklarina
gore ¢ok daha zengin bir kok hiicre havuzuna sahiptir. Kolay erisim ve kisa siire igerisinde
yiiksek sayida ve canlilikta adipoz kok hiicre elde edilebilmesi giiniimiizde bir¢ok hastalik ve

doku miihendisligi ¢aligmasinda yaygin olarak kullanilmalarmin ve klinik ac¢idan faydasinin
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yaygin bir sekilde kabul gérmesini saglamistir (Di Summa ve ark, 2010; Faroni ve ark, 2013;
Mazini ve ark, 2019).

Deneylerimizde kullanilacak adipoz kok hiicrelerin izolasyonu igin 8-10 haftalik 1 adet
erkek wistar albino si¢an kullanilmistir. Elde edilen stromal vaskiiler fraksiyon 3. pasaja kadar
cogaltilip hiicre popiilasyonun karekterizasyonu i¢in daha 6nce sican adipoz kok hiicrelerinde
bulunan yiizey isaretcilerinin varligi/yoklugu ile tayin edilmistir (%99 CD44 (+), %99 CD90
(+), %88 CD45(-), %95 CD11b(-), %97 CD29(+), Sekil 14.). Elde edilen bu bulgular daha
once tayin edilen adipoz kok hiicre isaretcileri ile uyumlu olup elde ettigimiz bu hiicre
popiilasyonunun adipoz kok hiicreler oldugunu teyit etmektedir (Mildmay-White ve Khan,
2017; Niyaz ve ark, 2012; Xie ve ark, 2009).

Schwann-benzeri hiicreler, kok hiicrelerin in vitro ortamda schwann hiicre farklilagsma
protokoliine tabi tutulmasiyla elde edilen, bu islem sonrasi sinirli seviyede schwann
hiicrelerine ait gen ekspresyon profiline (S100, GFAP, MBP ve ark) ve morfolojisine sahip
olan farklilasmis kok hiicrelerdir (Dezawa ve ark, 2001; Gao ve ark, 2015). Embriyonik,
mezenkimal veya indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerden elde edilebildigi gibi (Ikeda ve
ark, 2014; Ziegler ve ark, 2011), bu amagla mezenkimal kok hiicre kullanimi daha yaygindir;
literatlir incelendiginde kemik iligi ve adipoz kok hiicrelerinin schwann-benzeri fenotipe
dontstirilebildigi goriilmektedir (Al-Zer ve Kalbouneh, 2015; Chen ve ark, 2019; McKenzie
ve ark, 2006; Xue ve ark, 2017). Ilk olarak 2001 yilinda Dezawa ve arkadaslarin tarafindan
sican kemik iligi kok hiicrelerinden elde edilebilecegi gosterilmistir (Dezawa ve ark, 2001).

Sican adipoz kok hiicrelerinden elde edilen schwann-benzeri hiicrelerinin ¢esitli biiylime
faktorleri ve norotrofik faktorler (NGF, GDNF, BDNF, NGR-1 vs) bunlara ait reseptorler
(TrkA, TrkB, TrkC, Nt-3) ve ¢esitli norotransmitterleri sentezledigi, hayvan deneylerinde ise
sinir rejenerasyonunu ve remiyenilizasyonu hizlandirdigi rapor edilmistir (G. Fan ve ark,

2011; Gao ve ark, 2014).

Calismamizda schwann-benzeri hiicre fenotipi eldesi i¢in Dezawa tarafindan gelistirilen
protokol uygulanmis olup siire¢ sonucunda elde edilen hiicrelerimiz, kaynak olarak kullanilan
adipoz kok hiicre popiilasyonu ile birden fazla farkli metotla karsilagtirilmistir (Faroni ve ark,
2016). Farklilasma protokoliine maruz birakilan hiicrelerin RT-PCR analizleri sonucunda
schwann hiicre isaretgileri olan s100 ve P75 ekspresyon diizeylerinin (s100; degisimi 5,808 +
0,746, p75; 10,36+0,6672) literatiirde gosterildigi gibi yliksek oranda arttigr gézlemlenmistir
(Faroni ve ark, 2016; Han ve ark, 2015). Hiicrelerin morfolojik degisiklikleri incelendiginde
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farklilagan hiicrelerin tipk1 Faroni ve arkadaslarinin gosterdigi gibi en/boy oranlart adipoz kdk
hiicrelere gore artmis (adipoz kok hiicreler; 3,513 = 0,05721, schwann benzeri hiicreler; 4,228
+ 0,07214), tripsinize edilen hiicrelerin yarigaplar1 (adipoz kok hiicreler; 27,9 + 1,047,
schwann benzeri hiicreler; 22,12 + 0,8304) ise genel olarak kii¢iilmiistiir (Faroni ve ark,
2016). Yapilan bu genetik ve morfolojik inceleme hiicrelerimizde farklilasmanin basarili bir

sekilde yapildigin1 géstermek i¢in yeterlidir.

Omurgalilarda embriyonik siirecte iyonik akimlar sinyal transdiiksiyonu ve
embriyogenezin kontroliinde rol oynamaktadir. Yaralanma Sonrasi hasar bolgesinde iyonik
akimla birlikte degisen elektriksel potansiyel ¢evre hiicrelerin yara bolgesine dogru hareket
etmelerini sagladig1 bilinmektedir (Foulds ve Barker, 1983) . ilk olarak elektrik akimilarmimn
kemik iyilesmesi tizerindeki etkisi deneysel ve klinik ¢aligmalarla gosterilmistir. Klinik
denelerle ¢ok parcali kirik tedavisi ve kemik graftlarinin basarili iyilesmelerini sagladigi
bilinmektedir (Aleem ve ark, 2016; Khalifeh ve ark, 2018). Osteoblast hiicrleri tizerindeki
etkileri incelendiginde diisiik siddetli elektriksel stimiilasyonun minerilizasyonu, hiicre
gociinii, dizilimini iyilesmeyi olumlu etkileyebilecek sekilde manipiile edebildigi. Kok
hiicrelerin osteoblastlara dogru farklilasmasin1 ve Bmp2, Bmp4, TGF-beta 1 ve ALP gibi
kemik iyilesmesini destekleyen biiyiimne faktorlerinin salgilanmasini sagladigi bilinmektedir

(Leppik ve ark, 2018).

Burke (1981)’tin motor ndronlarin ortalama atesleme frekansi olarak tespit ettigi 20 Hz
frekansinin Nix ve Hopf (1983) tarafindan kisa siireli stimiilasyonda kullanilarak motor
lyilesmeyi hizlandirabilecegi gosterildi (kaynak). 20 Hz frekansinda 1 saatlik elektriksel
stimiilasyon in vitro ortamda dorsal kok ganglia hiicrelerinde ndrit uzama hizini arttirdigini
gosterilmistir (S. Han ve ark, 2019). Aymi ozellikteki elektriksel stimiilasyonun in vivo
denemelerde de agir periferik sinir hasarinda iyilesme hizini arttirdigi (Shapira ve ark, 2019),
sinir allograft uygulamasinda daha kisa siirede daha kalin miyelin kilif ve daha etkin motor ve

duyusal fonksiyon geri kazanimi sagladig rapor edilmistir (Zuo ve ark, 2020).

Calismamizda 1 saatlik 20 Hz 3V siddetinle elektriksel stimiilasyon sonrasi 6. haftada
yapilan sinir ileti hiz1 l¢iimlerinde siirekli néroma hasar1 modelinde sinir iletim hiz1 19,26 +
4,54 m/sn olarak kaydedilirken elektriksel stimiilasyonla iletim hiz1 25,48 + 4,95 m/sn olarak
bulunmustur. Bu iki grup arasinda iletim hizinda bir artis tespit edilmis olsa bu fark istatiksel

olarak anlamli degildir. Siyatik sinir ezilme hasarinda ise elektriksel stimiilasyonun tek basina
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sinir ileti hizint arttirmak igin yeterli olabildigi rapor edilmistir (Al-Majed ve ark, 2000;
Zhang ve ark, 2013).

Shapira ve arkadaglar1 (2019)’ da noroma hasar modeli ve elektriksel stimiilasyon
kosullarinda gruplar arasindaki latans farklarini karsilastirdiginda 12. hafta boyunca anlamli
bir fark elde edememistir. Yatay merdiven testi (horizontal ladder assay) ile fonksiyonel
iyilesme hizlar1 degerlendirildiginde ise elektriksel stimiilasyon ile fonksiyonel iyilesmenin 6.
haftadan itibaren net bir sekilde hizlandigin1 gostermislerdir (Shapira ve ark, 2019). Biz ise
calismamizda fonksiyonel iyilesmeyi SFI ile takip ettik. Elde ettigimiz sonuglara gore
elektriksel stimiilasyonla birlikte bir SFI skorunda hasar grubuna gore bir artis tespit edilmis
olsa da gruplar arasinda istatistiksel olarak anlam bulunamamistir. Daha 6nce yapilan benzeri
caligmalarda da SFI skorlar1 ve elektrofizyolojik 6lgiimlerinin her zaman korele olmayabildigi
rapor edilmis olup, siddetli yaralanmalarda bu testin ayiriciliginin  zayif oldugu
diisiiniilmektedir (Munro ve ark, 1998; Varejdo ve ark, 2001). Bu sonuglara gore néroma
hasar modelinde SFI skorlamasimin fonksiyonel iyilesmeyi gostermedeki ayiriciliginin zayif
oldugu soylenebilir. Akson yari¢ap1 ve miyelin kilif kalinliklari incelendiginde ise elektriksel
stimiilasyonla her iki paremetrede hasar grubuna oranla bir artis elde edilmigse de kaydedilen

bulgular istatistiksel olarak anlamli bulunmamuislardir.

Deneyimizde hiicre transplantaslyonu igin lokal ve sistemik hiicre enjeksiyonunun avantaj
ve dezavantajlarint karsilagtirdigimizda lokal enjeksiyonun pratik acidan daha uygun
olduguna karar verdik (Kean ve ark, 2013). Literatiirde ¢alismamizda kullanilan schwann-
benzeri hiicrelerin sistemik olarak verilmesinin nasil bir etki gosterecegine dair Grnek
bulunmamakla birlikte noral soya farklilagmis bu hiicrelerden beklentimiz siyatik sinir
hasarinin oldugu boélgede tamir ve miyelinizasyon iizerindeki etkilerini dogrudan etkilerini

incelemekti.

Wei ve arkadaslar1 (2010) yaptiklar1 ¢alismada mental sinire transplante edilen PKH26
boyali schwann benzeri hiicrelerin in vivo takibini yapmislar ve hiicrelerin en az 3 hafta
boyunca ekildikleri bolgede lokalize olabildiklerini gostermistir. Adipoz kok hiicre
transplantasyonunda ise Liu ve arkadaslart ayni metotla bu hiicrelerin kavendz sinire
transplante edilmelerinin ardindan bdlgede 12 haftaya kadar kalabildiklerini gostermislerdir
(Liu ve ark, 2011).

Biz de hiicrelerimizin transplante edildikleri bdlgede kaldiklarini teyit etmek igin ilk

olarak PKH26 boyali adipoz kok hiicreleri siyatik sinire transplante ettikten 24 saat sonra
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inceledik (Resim 8). 24 saatlik tutulumun basarili oldugunu teyit ettikten sonra. 1 haftalik
sliregte hiicre sayisinin degisim gosterip gostermedigini anlamak i¢in PKH26 boyali adipoz
kok hiicre ve schwann-benzeri hiicrenin ayr1 hayvanlara enjeksiyonu sonrasi 1 hafta
beklenerek alinan orneklerde floresans yogunluklart karsilastirildi ve hemen hemen aym
siddette 151ma tespit edildi (Resim 9 ve Tablo 14). Bu, hiicrelerimizin bélgede tutulum

saglandiktan sonra biiyiik 0l¢iide ayrilmadiklarini gdsterilmistir.

Calismamizda sinir hasar1 sonrasinda sadece hiicre transplantasyonu yapilan gruplarda
(schwann-benzeri hiicre grubu 41,95 + 7,308 m/sn, adipoz kok hiicre grubu 32,66 + 5,29m/sn)
6 haftalik iyilesme siiresinin sonunda sinir ileti hizlarinin hasar (19,26 + 1,071 m/sn) ve
elektriksel stimiilasyon gruplarina (Hasar + Elektrik; 25,48 = 1,168 m/sn) oranla daha yiiksek
oldugu gozlemlenmistir. Burada tek basina eletriksel stimiilasyonun sinir iyilesmesinde hiicre
transplantasyonu kadar basarili olmadigi goriilmiistiir. Ashour ve arkadaslari ise insan
umblikal kok hiicrelerinin ve 30 dakikalik 20 Hz frekansindaki elektriksel stimiilasyonun sinir
hasarina etkilerini karsilastirdiginda neredeyse ayni derece etkili olduklarini rapor etmistir
(Ashour ve ark, 2015). Ancak bu bulgu bizim deney kosullarimizda teyit edilememistir.
Gruplar arasinda akson yarigaplar1 karsilastirildiginda hasar grubuna oranla (1,10 + 0,05)
adipoz kok hiicre (1,89+0,14) ve schwann-benzeri hiicre (2,50+0,09) transplantasyonu
gruplardaki akson yarigaplarinin literatiire uygun bir sekilde biiyiik oldugu goériilmiistiir ancak

bu gruplara ait miyelin kilif kalinliklarinda ¢ok biiyiik farklilik gézlenmemistir.

Sadece transplantsyon gruplar1 arasinda en biiyiik ileti hizinin ve akson yarigapinin
schwann-benzeri hiicre grubunda bulunmasi 6zellikle norotrofik faktorler agisindan zengin
olmalari ile agiklanabilir (Tomita ve ark, 2013). Bunu destekler nitelikte calisgmada beklendigi
gibi schwann-benzeri hiicrelerin in vitro denemelerde NGF ekspresyon diizeyinin adipoz kok
hiicrelere oranla 5 kata kadar daha fazla oldugu tespit edilmistir (NGF; 5,138 + 1,163).

Bizim calismamizda da elektriksel stimiilasyonun islak kas agrilinin yani sira ndroma
hasar modelinde sinir ileti hizinin arttirdigi goriillmektedir (Hasar; 19,26 + 1,071, Hasar +
Elektrik; 25,48 + 1,168). Adipoz kok hiicrelerin ve schwann benzeri hiicrelerin elektriksel
stimiilasyonun etkisi altinda sinir iletimi ve histoloji tizerindeki etkileri goz Oniinde
bulunduruldugunda, her iki grupta da tek basina hiicre ekiminden daha yiiksek iletim hiz1 elde
edilmistir (Adipoz; 32,66 + 1,247, Adipoz + Elektrik; 33,41 + 1,809, Schwann-Benzeri
Hiicre; 41,95+1,887, Schwann-Benzeri Hiicre + Elektrik; 45,28 + 1,004). Histolojik

incelemelerde ise miyelin kilif kalinligi schwann-benzeri hiicre + elektriksel stimiilasyon
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grubunda kontrol grubuna yaklasabilmistir. Sadece shcwann-benzeri hiicre transpalantasyonu
veya elekriksel stimiilasyon+adipoz hiicre grubunun sahip oldugu miyelin kilif kalinliklari
anlamli bir artis gostermemistir. Ancak akson yarigaplari karsilastirildiginda sinir iletim hizi
grafigine benzer bir sekilde sirasiyla artig goriilmekte olup artan sinir iletim hiz1 daha ¢ok

aksonal iyilesme ile iligkilendirilebilir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglari inceledigimizde adipoz veya schwann-benzeri
hiicre ekiminin tek basma sinir hasarmni iyilestici 6zelliginin oldugunu ve beklendigi gibi
schwann-benzeri hiicrelerin farklilasmamis adipoz kok hiicrelere oranla daha iyi iyilesme
sagladigimi teyit ettik. Schwann-benzeri hiicreler norotrofik faktorlerin yani sira vaskiiler
endotelyal biiytime faktorii (VEGF) ve hepatosit biiytime faktorii (HGF) gibi yine sinir
rejenerasyonuyla iligkilendirilen biiylime faktorleri agisindan zengin oldugu gosterilmistir
(Park ve ark, 2010). Bunu yani sira BDNF ve NGF ekspresyon diizeyleri gergek schwann
hiicrelerinden ¢ok daha fazladir ve rejeneretif kapasitesinin yiiksek olmasini saglamaktadir
(Mahay ve ark, 2008). Kiiltiir ortaminda schwann-benzeri hiicrelerin varliginda bu biiyiime
faktorlerinin etkisiyle noral hiicrelerde aksonal rejenerasyon desteklenirken hiicre oliim
oraninin azaldigi (Park ve ark, 2010), hayvan deneylerinde ise miyelin kilif olusumuna aktif
olarak katildiklar diisiiniilmektedir (Zaminy ve ark, 2013).

Hiicre uygulamalarina oranla elektrik stimiilasyonunun sinir ileti hizi, SFI ve histolojik
incelemelerden gordiigiimiiz kadariyla olumlu etkisini literatiirde tanimlandig1 kadar yiiksek
bulmadik. Sinir hasarinin hemen ardindan uygulanan elektrik stimiilasyonu ile miyelin kilif
dizimilimi ve bakiminda hayati rol oynayan PO proteinin ve mRNA ekspresyon diizeyinin
arttigin1 ve sonug olarak sinir ileti hizinin ve miyelin kilif kalinliginin arttig1 rapor edilmistir

(Zhang ve ark, 2013).

Calisgmamizda beklentimiz elektrik stimiilasyonu hiicre uygulamalari ile birlikte kombine
edildiginde tek basina uygulamadan daha basarili ve hizli bir iyilesmeydi. Adipoz kok hiicre +
elektriksel stimiilasyon ve schwann-benzeri hiicre + elektriksel stimiilasyon gruplarina
baktigimizda her ikisininde sinir ileti hizinda ve akson yarigcaplarinin sadece hiicre veya
elektrik akimi uygulamarina gore daha biiyiik oldugu goziikmekte. Ancak miyelin kilif
kalinlig1 en 6nemli artis sadece schwann-benzeri hiicre + elektriksel stimiilasyon grubunda

tespit edildi.

Gergeklestirdigimiz ¢alisamada periferik sinir hasarinda schwann-benzeri hiicrelerin

rejeneretif etkisini elektrik stimiilasyonu ile biraz daha arttirmayr basardik. Ancak
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deneylerimizde, bu siirecte hangi molekiiler mekanizmalarin rol oynadigini degerlendirme
olanagimiz olmadi. Daha once gosterildigi gibi schwann-benzeri hiicreler disaridan verilen
bliylime faktorlerinin yoklugund 3-4 igerisinde mezenkimal kok hiicrelere geri
farklilasabiliyorlar (Faroni ve ark, 2016). Hiicre kiiltiir ortaminda gdsterilen bu olayn
transplantasyon sonrasinda in vivo kosullarda gergeklesmeyebilecegine dair bulgular
bulunmakta birlikte deney kosullarimizin bu siiregteki etkisi farkli olabilir ve arastirilmasi
gereklidir (Sowa ve ark, 2016). Deneylerimizda SFI skorlamasiyla gruplarimiz arasinda motor
fonksiyonun geri kazanimini1 gostermeyi amagladik. En 6nemli deney gruplarimiz olan A + E
grubu ve S + E gruplarinda gbzle goriiliir bir artis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli
bir fark elde etmeyi basaramadik. Deneylerimizde tek motor fonksiyon testi olarak SFI
skorlamasinin kullanilmasi yerine birden fazla motor fonksiyon testi ile daha basarili bir takip
yapilabilirdi (Munro ve ark, 1998; Varejdo ve ark, 2001). Calismamizda sadece motor liflerle
ilgilenmis oldugumuz i¢in duyusal lifler iizerindeki etkiyi gézden kacirmis olabiliriz. Daha
once gosterildigi gibi motor liflerin ve duyusal liflerin rejenerasyon hizlart farklilik
gosterebilmektedir (Jianping vd, 2012; Moldovan vd, 2006). Gelecek calismalarda 6zellikle
bu farklilik goze alinarak motor fonksiyon testlerinin yani sira duyusal fonksiyon testlerinin

de dikkate alinmasinda fayda goriiyoruz.
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6. SONUC ve ONERILER

Elde ettigimiz sonuglara gore;

Siirekli néroma modelinde elektriksel stimiilasyon sinir ileti hizi, akson yaricap1 ve
miyelin kilif kalinliginda artis elde edilmistir ancak deney kosullarimizda literatiirde
gosterildigi kadar etkili bulunmamustir.

Adipoz kok hiicreler ve onlardan elde edilen schwann-benzeri hiicreler iyilesme hizini
arttirmaktadir ve elektriksel stimiilasyonla kombinasyonu sonucu sinir ileti hizlar
anlamli bir sekilde artmistir. Bu bulgu eletrofizyolojik ve histolojik olarak tespit
edilmistir.

Histolojik incelemelerde elektriksel stimiilasyon ve hiicre terapisinin birlikte
kullanilmast sonrasi serbest schwann hiicrelerine rastlanmamaktadir. Bu iyilesmenin

bu gruplarda deney siiresi i¢ersinde tamamlandigina isaret etmektedir.

[leriki Calismalarda;

Noroma hasar modelinde tek basina elektriksel stimiilasyonun sinir rejenerasyonuna
etkisi, hiicre uygulamasi kadar basarili degildir bu uygulama, farkli parametrle (siire,
freakans, siddet) denenebilir.

Schwann-benzeri hiicreler ve elektriksel stimiilasyon kombinasyonunun diger
uygulamalarla birlikte sinir hasarinda motor ve duyusal lifler lizerindeki etkisinin ayr1
degerlendirilmesi.

Duyusal veya fonksiyonel iyilesmenin degerlendririlmesi igin birden fazla testin
kullanilmasi 1yilesmenin daha basarili bir sekilde degerlendirilmesini saglayabilir.
Calismamizda hiicre ekimi 6ncesi elektriksel stimiilasyonun ekilen hiicreler iizerindeki
etkilerinin in vivo ortamda molekiiler boyutta arastirilmasi, olasi tedavi protokollerinin
daha basarili olmasi icin gerekli bilgiyi saglayabilir.

Transplantasyon Oncesei uygulanan elektriksel stimiilasyonun ekilen schwann-benzeri
hiicrelerin in vivo kaderi ve dediferansiyasyon olasiligi {iizerindeki etkileri

degerlendirilmelidir.
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