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Kontrol grubundan alinan cizgili kas dokusunun enine Kkesitinin 11k mikroskobik
gorintusd. Poligonal sekilli kas hicrelerinin (Kh) periferal yerlesimli ¢ok sayida

cekirdege (oklar) sahip olduklar: izlenmektedir. P, Perimisyum. Hematoksilen-Eozin.

Bl 100 LML oottt et n e r e

Kontrol grubundan alinan cizgili kas dokusunun boyuna kesitinin 1s1k mikroskobik
goruntist. Kas liflerinin periferal yerlesimli ¢ekirdekleri (oklar) tamamen normal
yapida izlenmektedir. Fasikulleri saran perimisyumda (P) bag dokusu lifleri ve

fibroblastlarin cekirdekleri (ok baslari) ayirtedilmektedir. Hematoksilen-Eozin. Bar: 50

T ©otet ettt

Sham grubundan ahnan ¢izgili kas dokusunun enine kesitinin 11k mikroskobik
goruntist. Poligonal sekilli kas hicrelerinin (Kh) periferal yerlesimli ¢ok sayida

cekirdege (oklar) sahip olduklar1 izlenmektedir. P, Perimisyum. Hematoksilen-Eozin.

Bl 100 LML 1.ttt r bk e bR b r e r e n e r e

Sham grubundan ahnan c¢izgili kas dokusunun boyuna kesitinin 1s1k mikroskobik
gorintusi. Kas liflerinin periferal yerlesimli cekirdekleri (oklar) normal yapida

izlenmektedir. Normal gérinimli perimisyum (P) bag dokusu lifleri ve fibroblastlarin

cekirdekleri (ok baslari) icermektedir. Hematoksilen-Eozin. Bar: 50 pm. .......cccooceviieinennn.

Noropati grubundan alinan cizgili kas dokusunun enine Kesitinin 151k mikroskobik
gorintusi. Kas hucrelerinin (Kh) periferal yerlesimli ¢ekirdekleri (oklar) ve onlari saran

perimisyum (P) gorilmektedir. Kas dokusunda yogun inflamatuvar reaksiyon (*)

izlenmektedir. Hematoksilen-Eozin. Bar: 50 [M. .......cccoiiiiiininienecese e
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Noropati + Mezenkimal kok hiicre grubundan alinan c¢izgili kas dokusunun enine
kesitinin 11k mikroskobik goérintusu. Periferal yerlesimli hiicre cgekirdeklerinin bazi

alanlarda piknotik degisiklikler sergiledigi gortilmektedir. Kas dokusunda inflamatuvar

hiicre birikimi (*) izlenmektedir. Hematoksilen-Eozin. Bar: 50 UM.........ccoceverenvinnnsnnnnnn,

Noropati + Mezenkimal kok hicre grubundan alinan cizgili kas dokusunun boyuna
kesitinin 1s1k mikroskobik goruntisi. Kas lifi organizasyonunda dizelme ile birlikte
inflamatuvar hucre birikiminde azalma goriilmektedir. Piknotik degisiklikler sergileyen

periferal yerlesimli kas hicresi gekirdekleri (oklar) izlenmektedir. Hematoksilen-Eozin.

Bl 100 LML .ottt bRt r e r e

Noropati + Adrenalin ile uyarilmig mezenkimal kdk hiicre grubundan alinan ¢izgili kas

dokusunun boyuna kesitinin 151k mikroskobik gorintiisu. Kas hticrelerinin (Kh) normal

.57

.58

.58

.59

...60

.61

.62

.64



Sekil 25.

Sekil 26.

Sekil 27.

Sekil 28.

Sekil 29.

Sekil 30.

Sekil 31.

Sekil 32.

Sekil 33.

yapidaki periferal yerlesimli cekirdekleri (oklar) gortlmektedir. P, Perimisyum. Kh, Kas
hicresi. Hematoksilen-Eozin. Bar: 100 M. ....coiiiiiiiiieeeeeee e e 65
Noropati + Adrenalin + Propranol ile uyarilmis mezenkimal kdk hiicre grubundan
ahinan cizgili kas dokusunun boyuna kesitinin 151k mikroskobik goriintiisi. Piknotik
degisiklikler sergileyen periferal yerlesimli cekirdege (oklar) sahip kas lifleri
izlenmektedir. Bazi alanlarda inflamatuvar hicrelere (*) rastlanilmaktadir.
Hematoksilen-E0zin. Bar: 5O M. ..ot 66
Noropati + Adrenalin + Fentolamin ile uyarilmis mezenkimal kok hicre grubundan
ahinan ¢izgili kas dokusunun boyuna Kesitinin 11tk mikroskobik gorintiisu. Bazi
alanlarda kas lifi organizasyonunda dizensizlikler gérulmektedir. Piknotik degisiklikler
sergileyen kas hiicresi cekirdekleri (oklar) izlenmektedir. P, Perimisyum. Hematoksilen-
EOZIN. BA: 100 LML ..ttt ettt b et sb e bt e e bbbttt b et e e et e nne b b 67
Kontrol grubuna ait kas dokusunun elektron mikroskobik géruniima. Hdcre
cekirdeginin (C) normal kromatin diizenlenmesi izlenmektedir. Mitokondriyonlarin (m)
kristalari normal ince yapisint korumaktadir. Kasilma birimi olan sarkomerler iki Z
bandi arasinda izlenmektedir. Bar: 1 M. ..o 68
Sham grubuna ait kas dokusunun elektron mikroskobik goriinimu. Mitokondriyonlar
(m) ve sarkoplazmik retikilim (oklar) normal ince yapidadir. Komsu iki Z bandi
arasinda sarkomerler izlenmektedir. Bar: 0,5 M. ....ooiiiiiiiiiiiiei e 69
Noropati grubuna ait kas dokusunun elektron mikroskobik g&runiimi. Hicre
cekirdeginde (C) heterokromatin artisi dikkati cekmektedir.  Mitokondriyon (m)
kristalarinda harabiyet izlenmektedir. Bar: 0,5 M. ..o e 70
Noropati+MKH grubuna ait kas dokusunun elektron mikroskobik gorinim.
Sarkoplazmada lipid damlaciklarinin varligi (L) izlenmektedir. Mitokondriyonlar; m,
sarkoplazmik retikultim ise oklarla gésterilmistir. Bar: 0,5 M. ..o 71
Noropati+MKH+Adrenalin - grubuna ait kas dokusunun elektron mikroskobik
gorinumi. Sarkoplazmadaki mitokondriyonlar (m) krista ve membranlar: ile ¢ogu
alanda normal ince yapida izlenmektedir. Sarkoplazmik retikiliim normal olarak ok ile
isaretli alanlarda gorilmektedir. Bar: 0,5 M. oo e 72
Noropati+MKH+Adrenalin+Propranolol  grubuna ait kas dokusunun elektron
mikroskobik gériniimi. Bazi mitokondriyonlarda (m) krista harabiyeti gibi dejeneratif
degisikler gorilmektedir. sarkoplazmik retikiilimde genislemeler ok ile gosterilmistir.
Glikojen partikulleri ok baglari ile ifade edilmistir. Bar: 0,5 M. ..o 73
Noropati+MKH+Adrenalin+Fentolamin  grubuna ait kas dokusunun elektron
mikroskobik goérinimi. Mitokondriyon kristalarinda (m) dejeneratif degisiklikler
varhg: dikkati cekmektedir. Glikojen partikillerinde artis oklarla gosterilmistir. Bar: 0,
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Sekil 34.

Sekil 35.

Sekil 36.

Sekil 37.

Sekil 38.

Sekil 39.

Sekil 40.

Kontrol grubuna ait siyatik sinir dokusunun elektron mikroskobik gérinimi. Miyelinli
(@ ve miyelinsiz (ma) sinir liflerinin tamamen normal ince yapida olduklar
izlenmektedir. Schwann hiicresi (Sh) tarafindan yapilan miyelin kilif (mk) konsantrik

lamellar yapida miyelinli aksonlarin etrafinda izlenmektedir. Kol; kollajen lifler. Bar:
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Sham grubuna ait siyatik sinir dokusunun elektron mikroskobik gorinimi. Miyelinli
sinir liflerinin (a) etrafindaki miyelin kilif (mk) ve akson igerisindeki mitokondriyon
(m), norotubll ve norofilamanlar (*) normal olarak izlenmektedir. Schwann hicresinin

(Sh), cekirdegi (¢) ve sitoplazmas: ile normal yapisimi korudugu goriilmektedir.

miyelinsiz sinir lifleri (ma) izlenmektedir. Bar: 2 M.........cccociiiiiiiiiiie e

Miyelinli sinir liflerinde (a) yogun dejeneratif degisiklikler izlenmektedir. Miyelin kilif
(mk) lamellar yapisinin harabiyete ugradigi gorulmektedir.Baz: alanlarda miyelinli
aksonlarin ince yapilarimn tamamen bozuldugu (ok) ayirtedilmektedir. Schwann

hiicrelerinde (Sh) ¢cekirdekte (¢) heterokromatin artisi izlenmektedir. Kol; kollajen lifler.

BT 2 ML bbbt r e

Miyelinli sinir liflerinde (a) miyelin kiliftan (mKk) dejeneratif degisiklikler izlenmektedir.
Miyelin kilifin lamellar yapisinin bozulmus oldugu (oklar), miyelinin akson icerisine

invajinasyonlar ve akson disina evaginasyonlar yaptigi goérilmektedir. Sinir liflerinin

arasinda fibroblast (f) ve kollajen lifler (kol) izlenmektedir. Bar: 2 pm. ........ccccccevvviveienenne.

Noropati+MKH+Adrenalin grubuna ait siyatik sinir dokusunun elektron mikroskobik
gorinamd. Miyelinli sinir lifleri (@) ve miyelinsiz sinir lifleri (ma) izlenmektedir.
Aksoplazmada mitokondriyonlar (m), nérottbil ve ndrofilamanlar (*) normal yapida
gorulmektedir. Akson etrafindaki miyelin kilif (mk) normal lamellar yapisim

korumaktadir. Schwann hicrelerinin =~ (Sh) ince yapilarint  korumus oldugu

ayirtedilmektedir. Bar: L M ..ot

Noropati+MKH+Adrenalin+Propronalol grubuna ait siyatik sinir dokusunun elektron
mikroskobik gorinimi. Miyelinli sinir lifleri (a) miyelin kiliftaki (mk) hafif
degisiklikler diginda normal ince yapida izlenmektedir. Schwann hicrelerinde (Sh)

hiperkromatik cekirdek (¢) gorulmektedir. aksoplazmada ndrotlbil ve norofilamanlar

(*) normal olarak iZIENMEKLEAIT. .......ccveiiiriiiiie e

Noropati+MKH+Adrenalin+Fentolamin grubuna ait siyatik sinir dokusunun elektron
miksroskobik gorinumd. Miyelinli sinir liflerinde (a) miyelin kilifta (mk) invajinasyon,
evaginasyon, lamellar yapida bozulmalar (oklar) gibi dejeneratif degisiklikler

izlenmektedir. Schwann hicrelerinin  (Sh) cekirdeginde (¢) heterokromatin

artisigérulmektedir. Kol; kollajen lifler. Bar: 1 pm. ..o
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Sekil 41.

Sekil 42.

Sekil 43.

Sekil 44.

Kontrol, Sham, Néoropati, N.MKH, N.MKH+A, N.MKH+A+P, N.MKH+A+F
gruplarimin  akson ¢apr ve akson sayisi lcumleri. A. Akson c¢api 6lciimlerinde; *:
Kontrol grubundan anlaml: olarak farkli (p<0.05). ~:Noropati grubundan anlamh
olarak farkli (p<0.05). + : N. MKH grubundan anlamli olarak farkli (p<0.05). B. Akson
sayisit 6lcumlerinde; *: Kontrol grubundan anlamli olarak farkl (p<0.05). ~: Noropati
grubundan anlamh olarak farkl: (p<0.05). + : N. MKH grubundan anlaml: olarak farkl

(PRO.05) ettt bbb bbb ettt et

MKH, MKH+A, MKH+A+P, MKH+A+F gruplarinda Fold Change degerlendirilmesi;

4+

*** MKH grubuna goére anlaml azalma (p<0,001). ™" MKH + Adrenalin grubuna gore

anlaml: azalma (p<0,001). ** MKH + Adrenalin+Propranolol grubuna gére anlamh

AZAIMA (P<O,00L). ..ttt e bbbttt e bbbt bt e s

MKH, MKH+A, MKH+A+P, MKH+A+F gruplarinin Fold Change degerlendirilmesi;
*** MKH — MKH+Adrenalinde anlaml: artis (p<0,001). ©* MKH Adrenalin — MKH
Adrenalin+Fentolaminde anlamh azalma (p<0,001). **MKH Adrenalin+ Propranolol
— MKH+Adrenalin+Fentolaminde anlaml: azalma (p<0,001). *** MKH - MKH+

Adrenalin+Propranololde anlamli artis (P<0,001). .....coviiiriniiiniireee e

MKH, MKH+A, MKH+A+P, MKH+A+F gruplarinin Fold Change degerlendirilmesi;
*** MKH - MKH+Adrenalinde anlamh artis (p<0,001). ** MKH - MKH+
AdrenalintFentolaminde  anlamli  azalma (p<0,01). *** MKH - MKH+
Adrenalin+Propranololde anlaml: artis (p<0,001). *™ MKH+Adrenalin — MKH+

Adrenalin+Fentolaminde anlamlh azalma (p<0,001). ** MKH+Adrenalin+Propranolol —

MKH+Adrenalin+Fentolaminde anlamli azalma (p<0,001). .......ccccevviirennienennienercenee
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OZET

Adrenalinle Uyarilan Mezenkimal Kok Hucre Transplantasyonunun, Periferik
Noropati Olusturulan Farelerde Agri Davranisi ve Histopatolojik Karakterler
Uzerine Etkisi

Mezenkimal kok htcrelerin (MKH) adrenerjik septorlerinin uyariimasinin,
hiicrelerin migrasyonunu ve proliferasyonunu etkiledigi belirlenmistir. Ancak
periferik noropati tablosunda adrenerjik reseptor agonist ve antagonistleriyle
MKH’lerin sinir dokusunun rejenerasyonunu ve noéronal belirteclerini nasil
etkiledigini inceleyen bir cahisma bulunmamaktadir. Cahsmamizda periferik
noropati olusturulan farelerde, adrenerjik reseptor agonist ve antagonistleri
uygulanan MKH’lerin hasarh sinir dokusundaki rejeneratif etkilerini ve néronal
belirteclerin bu etkideki roltiint incelemeyi amagladik.

Cahsmamzda farelerde parsiyel siyatik sinir ligasyonuyla periferik
noropati olusturuldu. Adrenerjik reseptor agonisti adrenalin, B-adrenoseptor
blokord propranolol ve a-adrenoseptor blokdru fentolamin ile uyarilmis MKH ve
uyaritimamis MKH’ler lezyonlu bolgeye intramuskiler uygulandi. MKH ve
uyanlmis MKH uygulanan gruplara, uygulama sonrasi dérdincu, altinci, sekizinci
ve onuncu haftalarda rotarod testi yapildi ve noropati grubuna gbére motor
fonksiyonlarinda zamana bagh olarak artis saptandi. Cold plate latensi testinde,
MKH ve uyanlmis MKH uygulanan gruplarda néropati grubuna gére zamana
bagh olarak soguk allodini esiginin arttigi ancak a-adrenoseptor antagonisti
uygulanan grupta bu artisin daha az oldugu o6lguldi. Deney hayvanlarindan izole
edilen siyatik sinir ve soleus kasinin 10.hafta histopatolojik incelenmesinde; MKH
ve uyanlmis MKH uygulanan gruplarda néropati grubuna gére dokularda
anlaml dtizelme tespit edildi. Ancak a-adrenoseptdr antagonisti uygulanan grupta
diizelmenin daha az oldugu belirlendi. Sinir lifi sayis1 ve ¢apimin 6lciminde
uyarilmis MKH uygulanan gruplarda noropati grubuna gore artis saptandi, a-
adrenoseptor antagonisti uygulanan grupda bu artisin daha az oldugu tespit edildi.
Uyarnilmis MKH’lerde, MHK grubuna gore B-111 Tdbdlin, Noéronal Biylime
Faktori ve Nestin mRNA duzeylerinin arttigi, a-adrenoseptdr antagonisti
uygulanan grupta ise bu artisin daha az oldugu tespit edildi.

Bu cahsma, periferik ndropatide adrenerjik reseptor agonist ve
antagonistleri uygulanan MKH’lerin hasarh sinir bolgesine yerlestigini, prolifere
oldugunu ve sinir dokusunun rejenerasyonunu sagladigimi ortaya koymaktadir.
Uyanllmis MKH’lerin bu etkisinin olusmasinda néronal belirteglerin ve a-
adrenoseptorin rolt oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Periferik néropati, mezenkimal kok hicre, adrenalin,
propranalol, fentolamin, ndéronal belirtec.
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ABSTRACT

The Pain Behavior And Histopathological Effect Of Adrenaline-Induced
Mesenchymal Stem Cell Transplantation On Mice With Peripheral Neuropathy

It has been determined that induction of mesenchymal stem cells (MSC)
with adrenergic stimulation, affects cell migration and proliferation. However,
there is no study examining how induced MSCs by adrenergic stimulation, affect
the regeneration in nerve tissue and neuronal markers in peripheral neuropathy.
We aimed to investigate the regenerative effects of induced MSCs by adrenergic
stimulation- in damaged neural tissues and the effect of neuronal markers in
peripheral neuropathy formed in mice.

Peripheral neuropathy was formed in our study by partial sciatic nerve
ligation in mice. The adrenergic receptor agonist adrenaline, B-adrenoceptor
blocker propranolol and a-adrenoceptor blocker phentolamine induced MSCs and
MSCs were administered to the lesions. In groups with induced MSC and only
MSC, rotarod test was performed on the fourth, sixth, eighth and tenth week and
according to the neuropathy group, an increase in motor function was observed
with time. In the cold plate latency test, compared with the neuropathy group it
was measured that the increase in cold allodynia threshold was related to time in
MSC and MSC-treated groups, however the increase was less in the a-
adrenoceptor antagonist applied group. Histopathological examination of the
sciatic nerve and soleus muscle isolated from experimental animals at 10th week
shows significant improvement in tissues according to neuropathy group in MSC
and induced MSC treated groups. However, it was determined that the a-
adrenoceptor antagonist treatment group had less improvement. Number of nerve
fibers and nerve diameter was found increased in stimulated MSC group
compared to the neuropathy group. Also it was found that this increase was less in
the a-adrenoceptor antagonist treated group. g-111 tubulin, neuronal growth factor
and nestin mRNA levels were increased in stimulated MSCs group compared to
MSC group, whereas this increase was less in the a-adrenoceptor antagonist
group.

This study demonstrates that adrenergic stimulation induced MSCs in
peripheral neuropathy are located in the damaged nerve region, proliferate and
regenerate nerve tissue. This results show that neuronal markers and a-
adrenoceptors have a role in proliferative and regenerative affect of induced
MSCs.

Key Words: Peripheric neuropathy, mesenchymal stem cell, adrenaline,
propranolol, phentolamine, neuronal marker.
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1. GIRIS

Periferik sinir hasarinin olusmasinda diisme, arag ve spor kazalari gibi cesitli
travmalar rol oynamaktadir'. Periferik sinir hasar: sonucu heterojen bir hastalik olan
periferik noropati gelismekte ve agri, hissizlik, acima, yanma bazen de paralizi gibi
bulgularla seyretmektedir®. Bu bulgular hastanin yasam Kalitesini belirgin sekilde
bozmakta ve sosyal hayatini etkilemektedir’. Periferik noropati ve noropatik agr
tedavisinde bu belirtileri hafifletmek veya duzeltmek i¢in antidepresanlar,
antikonvilzanlar, topikal analjezikler, NMDA reseptor antagonisteleri, o, reseptor
agonistleri gibi bircok ila¢ grubu denenmis fakat tedavide arzulanan basar1 elde
edilememistir®®. Periferik néropatide sinir dokusunda iyilesmeyi saglamak igin,
lezyonlu sinir bolgesine sinir grafti, konnektif doku matriksi, néronal biyime hormonu
gibi farkli uygulamalar yapilmis bunun sonucunda hasarli bdlgede rejenerasyon
saglanmasina ragmen, sinirler arasindaki baglantilarla ileti hizi ve zamaninda bir
diizelme gosterilememistir®. Simdiye kadar yapilan uygulamalarla periferik noropati ve
bunun sonucu gelisen noropatik agrinin tedavisinde istenen basari elde edilememis ve
yeni arayiglara yonelinmistir. Kok hucre tedavisi, birgok hastaligin iyilesmesinde umut
olmus ve bir ¢igir agmistir. Parkinson, Amiyotrofik lateral skleroz, Huntington hastalig:
gibi birgcok norodejeneratif hastaligin tedavisinde kok hucre uygulamalarinin iyilestirici
etkisi gosterilmistir’.

Son yillarda, mezenkimal kok hiicrelere (MKH) tasidigi 6zellikler dolayisiyla
yogun ilgi gosterilmekte ve bircok hastalik modelinde etkileri arastirilmaktadir.
MKH’lerin gesitli kaynaklardan elde edilmesi, adipoz doku, ndronal hicre, osteositler,
konnektif doku, hepatositler gibi bircok hicre tipine donlismesi, teratojen olmamas,
genetik stabilite gostermesi, immunmodilasyon saglamasi, anjiogenezisi gelistirmesi,
hiicre proliferasyonunu  ve doku iyilesmesini saglayan buyime hormonlarinin
salintmint arttirmast gibi birgok 6zelligi sonucu gesitli ndrodejeneratif hastaliklar ve
deneysel modellerde uygulanmasi tercih edilmektedir®*2.

Siyatik sinirin, kesilmesi, ezilmesi tam ve parsiyel sinir ligasyonu yapilmasiyla
olusturulan deneysel periferik noéropati modellerinde, MKH’lerin sinir dokusunda
rejenerasyon yaptigi, sinir fonksiyonlarini ve néropatik agriyr kismen dizelttigi
gosterilmistir***®. Periferik noropati tablosunda MKH’ler, bircok sitokin ve biiyiime



faktorlerini salgilayarak lokal immun sistemin baskilanmasina, skar dokuda fibrozisin
azalmasina, apoptozisin inhibisyonuna, anjiogenezis ve mitozun artmasina neden olarak
iyilesmeyi saglamaktadir'’™.

Adrenerjik uyarimin MKH’lerin migrasyon ve proliferasyonunda etkisi oldugu
bilinmektedir. Adrenerjik reseptdr agonistlerinin, embriyonik kok hiicre ve kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerde adrenerjik reseptorleri ve Ozellikle B reseptorleri
etkileyerek DNA sentezini artirdigi yapilan calismalarla ortaya konmugtur®®2*,
Adrenerjik reseptorlerin agonist ve antagonistlerle uyarilmasi sonucu o ve f-
adrenoseptorlerin dansitesinin ve MKH proliferasyonun degistigi gosterilmistir®.
Ayrica oksidatif strese karst mezenkimal kok hiicreleri korudugu da tespit edilmistir®.
Adrenerjik uyarinin kok hiicrede noronal belirteclerin salinimini arttirdig: bilinmektedir.
Farelerde yapilan bir galismada isoprenalinle B-adrenoseptorlerin uyarilmas: sonucu
indiiklenmis pluripotent hiicrelerden nestin ve ndron spesifik niikleer protein saliniminin
arttig1 ve bunun sonucunda hiicre proliferasyonun cogaldig: tespit edilmistir®.

Adrenerjik reseptor agonistlerinin  kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hicreleri module ettigi, parakrin sitokinlerin salinimini etkiledigi ve inflamasyonu
diizenledigi yapilan calismalarla tespit edilmistir. Adrenerjik reseptdr agonist ve
antagonistlerle MKH’lerin bu 6zelliklerinin doku hasar1 Gizerindeki etkisini aragtiran ¢ok
az sayida cahisma bulunmaktadir. Lipopolisakkarid uygulanarak akciger hasari
olusturulan farelere adrenalin ile uyarilmis MKH’lerin intratekal verilmesi sonucunda
uyaridlmis MKH’lerin  hasarli akciger dokusuna lokalize ve prolifere olarak
inflamasyonu diizenleyip akciger hasarini 6nledigi gosterilmistir®. Adrenerjik reseptor
agonist ve antagonistleriyle uyarilmis MKH’lerin nérodejeneratif hasarda etkisini
arastiran calisma bulunmamaktadir. Yaptigimiz literatlr arastirmasinda adrenerjik
agonist ve antagonistlerle uyarilmis MKH’lerin periferik néropatide hasarli sinir
bolgesine gocund, proliferasyonunu, néropatik agridaki etkilerini ve bu surecte néronal
belirteclerin mMRNA ekspresyonunu inceleyen calisma tespit edilememistir. Ayrica
uyarilmis MKH’lerin hasarli sinir bolgesi ve onun uyardig1 kas dokusundaki etkilerini
histopatolojik olarak inceleyen bir ¢calismada belirlenememistir.

Bu calismada, farkli deney gruplarinda siyatik sinir ligasyonu ile olusturulan
deneysel monondropati modelinde, kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok

hicrelerin (MKH) ve adrenalin, propranolol, fentolaminle uyarilan MKH’lerin cerrahi



uygulamadan bir giin sonra lezyonlu bélgeye intramaskiler uygulanmasi: amaclanmastir.
Adrenalin propranolol ve fentolaminle uyarilan MKH’lerin kontrol, ndropatik ve
noropati+MKH uygulanan gruplara gére motor fonksiyonlar ve allodini Gzerindeki
dizeltici etkilerinin arastirilmas: hedeflenmistir. Literaturde yeterli veri bulunmadigini
distindigimuiz histopatolojik yontemlerle MKH’lerin siyatik sinir ve soleus kasindaki
etkilerinin arastinnllmas: da amaclanmistir.  Ayrica adrenerjik sistem agonist ve
antagonistlerinin - mezenkimal kok hucrelerin - néronal belirteclere ait gen
ekspresyonundaki etkisini arastirmak icin RT-qPCR’la Beta-1ll Tubulin, Noronal
Buyume Faktor (NGF) ve Nestin mRNA ifadelerindeki degisikliklerin o6lculmesi
hedeflenmistir.

Calismamiz, bilimsel olarak adrenerjik reseptér agonist ve antagonistleri
uygulanan mezenkimal kok hicrelerin periferik noropati hastaliginda doku iyilesmesi,
agr ve noronal blyume faktorleri Gzerine etkilerini aydinlatmas: agisindan yarar
saglayacaktir. Periferik noropati gibi tam iyilesmenin saglanamadigi, hastaliga ait
bulgulart kontrol altina almak igin ¢esitli ilaglarin yogun kullanildigi ve bu ilaglarin
ciddi yan etkilerinin goruldugu bir durumda, MKH’lerin kullanima bagl iyilesme, hem

hastalar hem de saglik ekonomisi agisindan 6nem kazanacaktir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Agrn Tamm

Latince “poena” (ceza, iskence) soOzclglinden koken alan agri terimi;
“Uluslararast Agri Calismalar Birligi” (International Association for the Study of Pain,
IASP) tarafindan viicudun herhangi bdlgesinde hissedilen, organik bir nedene bagli olan
veya olmayan, Kisinin gecmisteki deneyimleri ile ilgili, duyusal, emosyonel, hos
olmayan bir duygu deneyimi ve davrans sekli olarak tanimlanmigtir®. Agrinin
subjektif, emosyonel ve psikolojik yonlerinin olmasi nedeniyle, agrili uyarana karsi

yanit kisiden kisiye degismektedir?’.

2.2. Agn
Sire, norofizyolojik mekanizmalar, etyoloji ve yayilim bélgesi dikkate alinarak

modern agr siniflamasi olusturulmustur (Cizelge 1.)%.

Cizelge 1. Agri Siniflamasi.

I- Stiresine Gore
a. Akut
b. Kronik
I1- Norofizyolojik Mekanizmalarina Gore
a. Nosiseptif
- Somatik
- Visseral
b. Noropatik
-Merkezi
-Periferik
c. Psikojenik
I11- Etiyolojisine Gore
a. Kanser agnsi
b. Postherpetik nevralji
c. Orak hiicre anemisine bagh agr
d. Artrit agnsi
IVV- Bolgesel Agr
a. Bas agnsi
b. YUz agns
c. Bel agnsi
d. Pelvik agn




2.2.1. Suresine Gore

a) Akut Agri: Anlik bir sekilde doku hasari ile baslayan, neden olan lezyon ile
arasinda yer, zaman ve siddet acgisindan yakin iliskinin oldugu, yara iyilesmesi
suresince azalarak kaybolan bir agri seklidir ve bir hastaligin semptomu olarak
ortaya cikar?’.

b) Kronik Agn: lyilesmesi icin beklenen siireden daha uzun siiren agriya kronik
agn denir. Kronik agri igin sure genellikle Ug¢ ile alt1 ay olarak kabul edilir.
Kronik agrida fizyolojik degisikler ile agri arasindaki iliski zaman icerisinde
azalir. Kronik agri durumunda; depresyon, anksiyete, sosyal ve ekonomik
problemlerde eklenmekte ve hastanin degerlendirilmesi zorlasmaktadir®’.

2.2.2. Norofizyolojik Mekanizmalarina Goére

2.2.2.1. Nosiseptif Agn

Deri, kas, bag dokusu ve i¢ organlarda yaygin olarak bulunan nosiseptorlerin
uyariimasi ile ya da doku hasariyla ortaya ¢ikan agrilara denir. Somatik ve visseral
olarak ikiye ayrilir®.

Somatik agri: Duyusal lifler ile taginan, derin ve yulzeyel olarak ikiye ayrilan
agn tipidir. Yuzeyel somatik agri cilt, cilt alti dokular1 ve mikéz membranlardan
kaynaklanir. Cok iyi lokalize edilir ve keskin, batici, zonklayici veya yanici 6zelliktedir.

Visseral agn: i¢ organlardan kaynaklanan kiint, yavas yavas artan, zor lokalize
edilen tarzda bir agnidir. Bagka bolgelere sempatik sistem Uzerinden (yansiyan agri)
gecis yapabilir®®.

2.2.2.2. NOropatik Agr

Noropatik agri, IASP tarafindan sinir sistemindeki birincil bir lezyonun ya da
islev bozuklugunun baslattigi ya da yol actigi agr olarak tammlanmistir®®. Sinir
sisteminde meydana gelen fonksiyon bozuklugu veya lezyon sonucu noropatik agr
gelisebilir. Sinir hasarindan uzunca bir sure sonra ortaya ¢ikan bir agridir. Noropatik
agn eksternal uyaran olmaksizin ve/veya normalde zararsiz bir uyaran karsisinda artmis

spontan agri ile karakterizedir ve cogunlukla direkt doku hasarr ile baslar?®?’.



Noropatik agri hipersensitivite sonrasinda uyarana bagli olarak olusabildigi gibi
spontan bir agr1 gibi uyarandan bagimsizda ortaya ¢ikabilir. Noropatik agrida strekli bir
nosiseptif uyaran bulunmamaktadir. Nosiseptif agrida, noropatik agridan farkl: olarak,
normal primer afferentlerin uyariimasiyla ortaya cikan, organizmay: tehdit eden
tehlikeleri bildirerek onu korumaya calisan bir uyaran sistem bulunmaktadir®®*!. Sorunu
baslatan patolojik bir durumdur ve santral sinir sistemi (SSS)’nin ¢ok gesitli nedenlerle
hasara ugramas: noropatik agriya yol acar (toksinler, infeksiyon, virtisler, metabolik
hastaliklar, beslenme yetersizlikleri, iskemi, travma ve inme gibi)*. Calismalar
noropatik agrinin periferik ve SSS’de agri sinyallerin iletiminde duyarliliga sebep olan
hicresel degisikliklerden kaynaklandigini ortaya koymaktadir. Noéronlarin periferik ve
SSS’de nosiseptif uyarilar nedeniyle yapilarini ve fonksiyonlarini degistirme yetenegi
noroplastisite olarak tanimlanir. Bu degisikliklerin, ndropatik agrinin semptomlariyla

iliskili oldugu ortaya konmustur®,

2.2.2.2.1. NOropatik Agr Cesitleri
Periferik ya da SSS’deki primer bir hasarlanmaya baglh olarak néropatik agr
gelisebilir. Hasarlanma bolgesine gore yapilan klinik siniflandirmada; “santral

noropatik”, “periferik ndropatik™ veya ikisinin birlesimi “miks tip” seklinde yapilabilir
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2.2.2.2.2. Noéropatik Agrn Semptomlar ve Klinik Ozellikleri

Noropatik agrinin klinik 6zellikleri ve semptomlari ¢ok gesitli olabilir. Uyusma
ve his kaybi ile iliskili semptomlar olabilecegi gibi yanma, ignelenme, elektrik
carpmasi, parestezi, dizestezi, allodini ve hiperaljezi gibi semptomlarda ortaya
cikabilir®.

Allodini: Normalde agr1 hissi olusturmayacak bir uyarana karsi agri olusmasi
demektir. AP liflerin santral sensitizasyonu, reorganizasyonu, inhibitor kontrollerin
kayb1 ve nosiseptorlerin periferik sensitizasyonu sorumlu tutulmaktadir.

Hiperaljezi: Agrili bir uyarana karsi verilen abartili bir yanittir. Periferik
duyarlilasma sonucu ortaya ¢ikar. Fonksiyonel, yapisal, ndrokimyasal ve molekiler
degisiklikler sonucu; sinir, arka kok, arka kordon zedelenmeleri sonrasinda olusur.



Parestezi: Karincalanma gibi agrisiz bir histir. Herhangi bir uyaran olmaksizin
ektopik desarj sonucu ortaya gikar.

Dizestezi: Herhangi bir uyaran olmaksizin olusan yanma gibi agrili histir.
Santral duyarlilasma sonucu ortaya cikar. Vurucu-batici agri ise inhibitor kontrolin
kaybi sebebiyle ortaya ¢ikar.

Hipoestezi veya Hiperestezi: Viicuda zararli olmayan bir uyaranin azalan veya
artan siddete algilanmasi.

Hiperpati: Asirt agr yaniti. Tekrarlanan uyaranlara kars: esigin diiserek cevabin
artmasi.

Spontan Agri: Bir uyaran olmadan olusan zonklayic, yanici, keskin agridir®.

2.2.2.2.3. NOropatik Agrida Mekanizmalar

NoOropatik agrimin 6 degisik mekanizmadan olustugu saptanmistir. Bu
mekanizmalarin; periferik, santral ve otonom sinir sistemine ait birbirlerini tamamlayici
Ozellikler tasidig gosterilmistir.

Bu mekanizmalar;

1. Nosiseptorlerin sensitizasyonu

2. Etkilenen noronlarin anormal ektopik eksitabilitesi

3. Spinal dorsal kokte nosiseptif kolaylastirma

4. Spinal dorsal kokte pronosiseptif kolaylastirma

5. Spinal inhibitdr yolakta nosisepsiyonun disinhibisyonu

6. Santral sinir sisteminin reorganizasyonu .

2.2.2.2.3.1. Nosiseptorlerin Sensitizasyonu

Nosiseptorler, spesifik miyelinsiz C liflerinin ve az myelinli A delta liflerinin
uclarinda lokalize reseptorlerdir. Nosiseptorler substans P (SP), kalsitonin gen iligkili
peptid (CGRP) ve bradikinin gibi birtakim endojen peptidler tarafindan module edilirler
ve agrili mekanik, termal, kimyasal uyarilarla aktive olurlar. Mekanik, stres ve basingla
aktive olan reseptorler var oldugu gibi 43-45°C (zeri sicakligi algilayan mekano-isi

duyarl: nosiseptorlerde mevcuttur®.



Mikrondrografik calismalarda, nosiseptorlerin  sessiz  nosiseptorler olarak
tanimlanan ayri1 bir reseptér grubunun oldugu ve bu sessiz nosiseptorlerin yiksek
aktivasyon esiklerinin oldugu g0sterilmistir. Bu reseptorlerin  aktivasyon esikleri
birtakim maddelerce dustrildiglnde agrili uyaranlari membran depolarizasyonuna ve
aksiyon potansiyeline doniistirmektedir.

Nosiseptorler endojen ve eksojen maddelerle aktive edilebilirler. Endojen
maddeler olarak; bradikinin, prostoglandinler (PG) ve arasidonik asitin diger metabolik
drlnleri  gibi inflamatuvar mediatorleri, seratonin, noradrenalin (NA) gibi
norotransmitterler drnek verilebilir. Doku hasarlanmasi sonrasinda salinan lizofosfatidik
asit (LPA), G-proteine bagh LPA reseptorleri araciligiyla etki ederek néropatik agrida
rol alir’’. inflamatuvar bilesenli néropatik agn sendromlarinda (KRAS gibi) periferik
sinirin aksonal hasarlanmasi: sonucu Wallerian dejenerasyon gelisir. Bu hasar sonrasi
akson ve myelin kilif kiiculiir. Imman sistemin diger hticreleri notrofiller ve T hiicreleri
ile makrofajlar infiltre olur. Proinflamatuvar sitokinler (interlokinler, timor nekroz
faktord-o)), inflamatuvar mediatorler (bradikinin, PG’ler) ve NGF’ler salinirlar. Bu
degisiklikler hiperaljezi ve allodini olusumuna yardim ederler®. Nosiseptorlerin
sensitizasyonun bir diger sekli nonspesifik katyon kanallarindan olan transient reseptor
potential (TRP) ailesi araciligiyladir. Bu ailenin baskin bir Gyesi TRP vanilloid 1
(TRPV1) dir. Is1 ve kapsaisinle aktive olurlar ve A-delta ve C liflerinde yuksek oranda
eksprese edilirler. TRPV1 aktivasyonu yanici agriyi uyarir®.

NOropatik agrida hicre icindeki sinyal iletimi de bozulmustur. Sinyal iletimi
yollarinda, agri davranisina neden olan yapisal ve fonksiyonel degisikliklerden ikincil
haberciler (CAMP gibi), protein kinazlar ve nitrik oksit (NO) sorumludurlar. Bunlarin

sonucu olarak yine TRPV1’in fonksiyonu potansiyalize olur.

2.2.2.2.3.2. Afferent Noronlarin Anormal Ektopik Uyanlabilirlikleri

Afferent aksonun ana hicreden kesilme, kopma gibi nedenlerle ayrilmas: veya
demiyelinizasyon sonucu fonksiyonel blok olusmasi gibi nedenlerle anormal ektopik
uyarilma olur. Parasteziler ve diesteziler myelinli A-beta liflerinin spontan elektrik
desarjlar1 ile gerceklesirler. Saplanict ve yanici tarzda agri az myelinli A-delta ve
myelinsiz C liflerde bozulmus eksitabiliteye bagli olarak gerceklesir. Olusan bu

semptomlar ise iki grup voltaj kapili Na kanallar: tarafindan gerceklestirilir. Voltaj



kapil Na kanallarinin 9 alt tipi oldugu ortaya konulmustur. (Nav 1.1’den Nav 1.9 ‘a
kadar). Noronlarda yaralanma sonucu, voltaj duyarli Na kanal proteinleri lezyon yerinde
birikir, aksiyon potansiyeli esigi diser ve akson membraninin elektriksel 6zelliklerinde,
yeniden yapilanma (remodelling) olusur®.

Na kanal proteinleri dorsal root ganglion (DRG)’de sentez edilir ve aksondan
anterograd aksoplasmik akimla tasinir. Ektopik desarj yaralanan akson bdlgesinde,
DRG’de ve tomurcuklanma noktalarinda olusur ve bu bdlgelerde termal, mekanik,
kimyasal uyaranlara artan duyarlilik nedeniyle bu tiir uyarilarla desarj baglar®*.

Karbamazepin, okskarbazepin, fenitoin ve lidokain gibi Na kanallarini inhibe
etme Ozelligi bulunan ilaglarin néropatik agri tedavisinde etkili olduklar: gosterilmistir.
Lamotrijin’nin HIV enfeksiyonu, inme ve diyabete bagli gelisen ndropatik agrida
faydali oldugu gosterilmistir. Trisiklik antideprasan (TAD) ilaglarinda Na kanallar
uzerinde bloke edici etkileri vardir. Bu durum onlarin analjezik etkilerine katkida
bulunmaktadir. TAD’lar terapdtik plazma konsantrasyonlarinda Nav 1.7°yi inhibe
ederken selektif serotonin gerialim inhibitorleri (SSRI) terap6dtik dozlarinda bunu
gerceklestiremezler. Bu nedenle SSRI ilaglar noropatik agri tedavisindeki etkileri

azdir®,

2.2.2.2.3.3. Spinal Dorsal Kokte Pronosiseptif Kolaylastirma

Spinal glial hicrelerin néropatik agriyr uyaran, sinir hasar1 patojenezinde aktif
rol aldigr gosterilmistir. Periferik sinir hasarlanmas: sonrasinda SSS’nin immun
hicreleri ile spinal mikroglial hiicreler istirahat halinden aktive hale gecerek bazi
yapisal ve islevsel degisikliklere neden olmaktadirlar. Hasarlanan periferik sinir uglari
ve etkilenen dorsal boynuz ndéronlart purinerjik reseptorler, kemokin ve kemokin
reseptorleri yanmisira immun iliskili molekullerle de (lipopolisakkaritler, toll-like
reseptorler) spinal mikroglia hucrelerine sinyal gonderir ve protein kinaz aktivasyonu
gerceklesir (p38 MAPK). Aktive olan mikroglialar diffize olabilen mediatorler
(proinflamatuvar sitokinler, kemokinler) salarak dorsal boynuz ndéronlarinda

hipereksitabiliteyi uyarirlar®.



2.2.2.2.3.4. Spinal inhibitor Orgiide Nosisepsiyonun Disinhibisyonu
NoOropatik agri  olusumunda korteksten spinal korda inen inhibitor
mekanizmalarin  kayb:r 6nemlidir. Inen inhibitor seratonerjik, noradrenerjik ve

dopaminerjik yollar ile nosiseptif iletimi ayarlayan ana merkezler;

- Somatosensoriyel korteks,

- Talamus,

- Hipotalamus,

- Orta beyinde periakuaduktal gri madde,
- Medullada raphe magnus cekirdegi,

- Spinal kord arka boynuzdaki ara baglantilardir®.

Mesensefalonda periakuaduktal gri bolgeden baslayip major nérotransmitter
olarak serotonini kullanan, beyin sapindan medulla spinalise inen ¢ok 6nemli iki tane
inhibitér yol bulunur. Noradrenerjik néronlar dorsolateral pontin tegmentum bdlgesinde
daha yogun olarak bulunurken, seratonerjik néronlar ise bu inen inhibitor yolda
rostroventral medullada daha yogun bulunur. Noropatik agri tedavisinde kullanilan
antidepresanlar, seratonerjik ve noradrenerjik etkileri ile inen inhibitor yollara etkileri
ile noropatik agriyr dindirirler. Ayrica, noropatik agri tedavisinde kullanilan opioid
ilaclar; periakuaduktal gri bolgedeki opioid reseptorlerini aktive ederek enkefalin
salinimina sebep olur®.

Inhibitor etkiler spinal kordtaki inhibitor internéronlardan kaynaklanir ve bunlar
gama amino butirik asit (GABA) ve glisin gibi nérotransmitterler ile fonksiyon gortrler.
Bu inhibitdér mekanizmalarin bozulmasi veya kaybi ile dorsal boynuz néronu afferent

inputa cevap olarak abartili sekilde ateslenir ve hastada allodini ortaya ¢ikar*.

2.2.2.2.3.5. Sempatik Olarak idame Ettirilen Agn

Sinir lezyonlarindan sonra saglam ve hasarlanmis noronlarda alfa
adrenoreseptorler olusur ve bunlar sempatik terminallerden salgilanan NA’ya duyarl
hale gelir. Aymi olay DRG’de olusur. Hasarlanmis ndronlar dolasimdaki NA ve
adrenaline duyarl hale geldiginden sempatik efferentlerle duysal afferentler arasinda bir
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baglant1 olusur. Ayrica NGF ile sempatik aksonlar DRG’de ana hiicreler etrafinda sepet
benzeri yapilar olusturarak depolarizasyona katkida bulunurlar®.

Akut herpes zoster, fantom ekstremite agrisi, travmatik noropatiler, pleksus
hasarlari gibi diger noropatik agri sendromlarinda sempatik aktivitenin modulasyonu

aracihigiyla agrinin seyri degistirilebilmektedir®.

2.2.2.2.3.6. Santral Reorganizasyon Surecleri

Periferik sinir hasart sonucu dorsal boynuz alaninda bazi degisiklikler meydana
gelir. Bu duruma, SSS’ne ulasan fazla miktardaki sensoriyal uyarilar sebep olur. Bu
degisiklikler sonucu hipereksitabl hale gelen noronlar spontan aktivasyon potansiyeli
olustururlar ve bu olusan anormal yiksek frekanslh aktivite agriya katkida bulunur.
Deneysel hayvan modellerinde, noropatik agrida; N metil D aspartat (NMDA) reseptor
aktivasyonunun oOnemli bir role sahip oldugu gosterilmistir. Bir NMDA reseptor
antagonisti olan ketaminin intravendz infizyonunun kullanildig: ¢calismalarda, néropatik
agrih hastalarda agrinin siddetinin azaltildig:r gosterilmistir. Normal istirahat membran
potansiyelinde NMDA reseptor kanallari, magnezyum ile bloke durumdadir. NMDA
resptoriiniin uyarimasiyla magnezyum blokaji ortadan kalkar ve kalsiyum hiicre icine
girmeye baslar. Kalsiyum iyonlarinin hiicre igine girmesi santral sensitizasyonun devam
etmesini saglar™.

SSS’de noronal plastisiteyi arastirmak tzere fonksiyonel beyin gorintileme
yontemleri 6nemli bir ara¢ olmustur. Periferik agrili uyarilarin santral néronal
plastisiteyi belirledigini gosteren ratlarla yapilan calismalarda, parsiyal siyatik sinir
hasar1 sonrasinda hizlica lateral talamik yollarda reorganizasyon ve somatosensoryal
degisiklikler oldugu gosterilmistir. Bu noroplastik degisiklikler terap6tik girisimlerle

geri dondrtilebilir®.

2.2.2.2.4. Periferik Sinir Dejenerasyonu ve Rejenerasyonu

Periferik sinir hlcresinde;

-Segmental demiyelinizasyon,

-Aksonal dejenerasyon ve alt tipi olan Wallerian dejenerasyondan

bahsedilebilir*.
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Birinci derece yaralanmalarda sadece iletim hattinda patolojik degisiklikler cok
az olurken, ikinci derece yaralanmalarda yaralanma bdlgesinde hafif histolojik
degisiklikler olusur ve yaralanma bdlgesinin distalinde ise Wallerian dejenerasyonu
olusmaktadir. Bu dejenerasyonda primer histolojik degisiklikler; akson ve miyelin
kilifta olusan yapisal bozukluklar olur. Ayrica noéronda go6zlenen norotibil ve
norofilamanlar diizensiz hale gelir. Akson ve miyelin kilifin birbirlerinden ayrilmalari,
aksonda varikoz siskinliklerin olusmas: baslica yapisal degisiklerdir. Miyelin kilif
dejenerasyonu olustuktan sonra genellikle akson devamlilig: kaybolur ve impuls iletimi
bozulur. Schwann hicreleri dejenerasyonda 6nemli bir yere sahiptir ve hasar sonrasi 24
saat iginde aktif hale geger. Schwann hiicreleri dejenerasyon sonrasi akson ve miyelin
artiklarint makrofaj hiicreler ile ortadan kaldirir™. Schwann hiicreleri periferik sinir
hasar1 sonrasinda aksonal rejenerasyonun saglanmasi igin bazi faktérlerin sentezini ve
salimimim organize ederler. Bu faktorler arasinda Noronal Buyume Faktori (Nerve
Growth Factor; NGF), Inslin Benzeri Buyiime Faktori (Insulin-Like Growth Factor;
ILGF), Silier Norotrofik Faktor (Ciliary Neurotrophic Factor; CNTF), Beyin Kaynakl
Norotrofik Faktor (Brain Derived Neurotrophic Factor; BDNF), Fibroblast Biyime
Faktori (Fibroblast Growth Factor; FGF) sayilabilir. Ayn1 zamanda bazi ekstraselliiler

proteinleri (laminin, fibronektin) de sentezlerler®.

2.2.2.2.5. NOropatik Agri Tedavisi

NOropatik agri tedavisinde kullanilan farmakoterap6tik stratejiler deneysel
kanitlar ve bazi klinik ¢aligmalara dayandirilmigtir. Namaka M. ve ark.’nin ndropatik
agr yonetimi konusundaki tim makaleleri inceleyerek olusturdugu bildiride noropatik

agn tedavisi dort basamaktan olusmaktadir (Sekil 1)%.
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1. Basamak 2.Basamak 3.Basamak 4.Basamak
Klinisyenler
ANTIDEPRESANLAR (AD)
SSRI TAD SNRI Digerleri
Paroksetin Amitiriptilin Duloksetin
Bupropion
Fluoksetin Nortriptilin  Venlafaksin NARKOTIKLER
Sertralin ~ Desipramin Morfin
Kodein
Amitiriptilin Gabapentin Metadon
Ve iki AD ile ve diger iki AE | Tramadol (XL)
Refrakter
Basarisizlik ile basarisizhk Oksikodon Tedavi
Alfentanil Tizanidin
ANTIEPILEPTIKLER (AE) Fentanil Ketamin
Gabapentin Lanoatirijin Narkotikler Baklofen
Karbamazepin Fenitoin ile Klonidin
Dekstrometor
Topiramat Pregabalin basarisizhik fan
Meksiletin
Gabapentin Amantadin
Lityum
ve diger iki AE Karbonat
ile basarisizlik Memantin
Agn
TOPIiKAL ANTINOROPATIKLER Servisiyle Cerrahi
Refrakter
Kapsaisin ~ Ketamin Lidokain tedavi ile Konsiltasyon | Miidahale

ADJUVAN
ANALJEZIKLER
Ibuprofen

Naproksen Celekoksib
Aspirin

Asetaminofen
Asetaminofen/tramadol
Asetaminofen/kodein/kafein

ADJUVAN ESRAROTU
URUNLER

Sativex Nabilone

Basarisizlik

Sekil 1. Noropatik agri tedavi algoritmas: (Namaka M. 2009).
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2.3. Kok Hucreler

Organizmayi1 meydana getiren hicreler gogalma, buyime ve bolunme 6zellikleri
bakimindan birbirlerinden farkliliklar gostermektedir. Bu farkliliklar organizmada
gerekli olan fonksiyonlarin diizgun sekilde yerine getirilebilmesini saglar. Bunun igin,
cogalma, olgunlasma, go¢ etme ve farklilasma 6zellikleri bir arada ve belirli bir diizen
icerisinde olmahdir. Organizmadaki kok hucreler, organ ve dokularin ihtiyaci olan
hiicrelerin Gretilmesini ve bu Gretimin devamliligin: saglar®’.

“Kok hucre” terimi ilk olarak botanik ile ilgili eski eserlerde ortaya ¢ikmaktadir.
Bitkinin gelismekte olan kdk meristeminin ucunda, bélinme hizi ¢ok yiksek olan
hicreleri tanimlamak icin kullanilan “k6k hicresi” kavrami ginimuzde benzer davranis
icinde olan huicreler iginde kullaniimaktadir®®.

Kok hiicre distncesi ilk kez Alexander A. Maximow (1874-1928) tarafindan
kan hiicrelerinin 6nciil hiicrelerden cogaldigini ileri siirmesiyle ortaya cikmustir®.
Slreyya Tahsin Aygin 1950°li yillarda, hayvanlarda fetal greftler ve kordon kani
greftleri ile cesitli hastaliklarin tedavisinde aragtirmalar yapmigtir™.

insanda kemik iligi nakli 1950’li yillarinda baslamis olsada ilk basaril
allojeneik kemik iligi nakli 1968 yilinda yapilmistir. Embriyo kok hiicreleri (EKH)
Uzerindeki ilk arastirma; farede gelisen teratokarsinomdan embriyo karsinoma
hicrelerinin elde edilmesi girigsimidir. 1972°de A.B.D.’de bir grup klinisyen tarafindan
yapilan calismada, kordon kani kok hicrelerin lenfoblastik 16seminin tedavisinde
olumlu sonuglar: gdzlenmisitir>.

Gunlimuzde kok hiicrelerin gok cesitli alanlarda tedavi ve rejenerasyon amaciyla
kullamldigin1 gésteren birgok yayin bulunmaktadir. Ozellikle malign hastaliklar basta
olmak Uzere miyokard enfarktust, diyabet, sinir hasari gibi tam tedavisi mumkin
olmayan hastaliklarin tedavi edilmesini kapsamaktadir. Kok hiicre tedavileri bir¢ok
hastaliga umut olabilecek bulgular icermekle beraber bazi hastaliklarda tedavi yontemi
olabilmesi icin detayl: calismalara ve zamana ihtiyac vardir.

Friedenstein AJ ve ark. 1968 yilinda fare kemik iligi stromasini baska bir dokuya
nakletmis ve burada stroma hicrelerinin yag, kikirdak, kemik ve retikulum htcrelerine
donisebildigini gosteren calismalar ile 1976 yilinda radyasyona maruz birakilmis,
normal farelerin hematopoetik organlarindaki fibroblast hiicre ¢alismalari ile MKH

calismalarinin baglangict olmustur™. Boylece kemik iliginde hematopoetik olmayan
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oncu hacrelerin var oldugu anlasilmis ve bu hiicreler fibroblast kolonisi olusturan birim
“CFU-F” (Colony-Forming Unit-Fibroblast) etkinligiyle 6lcllerek fibroblastlarin
oncust hicreler olarak tanimlanmustir. 1999 yilinda Pittenger MF ve ark. yaptiklar
calismada, genel Ozellikleri plastik ylzeye vyapismalari ve in vitro olarak
cogaltilabilmeleri olan bu htcreleri in vitro ortamda adiposit, kondrosit ve osteoblasta
farkhlastirmistir®. Bunlarin bircogu ozellikle growth versus host hastaligi (GvHD)
basta olmak Uzere kardiyak hasar, yanik, ortapedik hasar, diyabet, sinir hasar1 gibi
tedavisi zor veya mumkun olmayan hastaliklarin tedavi edilmesi (zerine yapilan
calismalardir®.

Kok hicreler, uzun sure bélinebilme ve kendilerini yenileyebilme (self-renewal)
kapasitesine  sahip,  kendilerinden  baska tipte hicrelere  farklilasabilen
(differansiyasyon), hasarli bir dokuya nakledildiklerinde islevsel olarak rejenerasyon
yapabilen hicreler olarak tanimlanabilmektedir. Farkli kaynaklardan elde edilen kok
hicreler icin bu tanimlama kismen farkli olabilirken, kok hiicrelerin genel olarak

asagidaki ozellikleri tasimaktadir.

a) Kok hucreler uzun sure boyunca boélinebilme ve kendilerini yenileyebilme
kapasitesine sahiptir. Eriskin kok hiicrelerine oranla embriyonik kok hiicreler bu
kapasiteye daha fazla sahiptir. Burada hicrelerin bélinme kapasitesini
kromozomlarin ucunda yer alan ve her hiicre bolinmesinde kisalan “telomer”
ad1 verilen DNA zincirleri belirlemektedir™.

b) Kok hicreler ézellesmemis hiicrelerdir. Bu hicreler herhangi bir dokuya 6zg
hicre ozelligi tasimazlar ve dokuya ait islevsel nitelikleri yoktur. Ancak,
Ozellesmis hiicrelere dontismek (izere kaynak olusturabilirler.

c) Kok hicreler kendi kaynaklarindan farkli  6zellesmis hicrelere de
farklilagabilirler. Kok  hicrelerin ~ bu  06zelligi  “plastisite”  olarak
tanimlanmaktadir. Farklilasmanin ilk 6rnegi zigottan itibaren gorilmektedir.
Embriyonik  kok hicrelerin  her hicre tipine farklilasma kapasitesi
bulunmaktadir. ilerleyen dénemlerde bu 6zellik stmirlanmaktadir. Son yillarda
yapilan bazi calismalarda ise, geriye farklilasma (dedifferansiyasyon) ile
Ozellesmis bir hicrenin 6zelesmemis embriyonik hiicre benzeri bir nitelik

kazanabilecegi bildirilmistir>®.

15



d) Kok hicreler hasarli bir dokuya nakledildiklerinde burada ¢ogalarak dokuyu
islevsel olarak tamir edebilirler. Baz1 kanser vakalarinda tedavi amagli hastanin
yok edilen kemik iliginin kok hicre nakli ile tekrar olusturmasi 6rnek olarak
gosterilmektedir. Hasara ugramis dokularin (sinir, kas vb.) islevsel olarak
rejenerasyonlarinda  farkli  kaynaklardan elde edilen kok hicreler

kullaniimaktadir®’.

2.3.1. Kok Hicre Tipleri
Kok htcreler farklilasma 0zelliklerine ve elde edildikleri kaynaklara gore iki
farkl: sekilde siniflandirilabilirler.

Farklilasma 6zelliklerine gore,

Totipotent kok hiicreler
Pluripotent kok hicreler

Multipotent kok hiicreler

Elde edildikleri kaynaklara gore,
Embriyonik kok hticreler
Embriyonik olmayan kok hiicreler
- Eriskin kok hiicreleri
- Fetls kok hicreleri
- Kadavra kok hucreleri
- Kordon kan, plasenta kok hiicreleri olarak siniflandirilmaktadir®.

2.3.1.1. Farkhlasma Ozelliklerine Gore Kok Hiicreler

2.3.1.1.1. Totipotent Kok Hucreler

Embriyonik dénemin hemen basinda bulunan zigot, tim vicut htcrelerini ve
organizmay: olusturabilir. Bu sekilde tim hicrelere farklilasabilme ve organizma
olusturma kapasitesine sahip hiicreler “totipotent” hiicre olarak adlandiriimaktadir. Bu
hicreler fertilizasyonun ilk 5 glntnde olusan ilk 4-8 hiicreyi kapsamaktadir ve invitro

fertilizasyonda organizmayi olusturmak icin kullanilmaktadir®.
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2.3.1.1.2. Pluripotent Kok Hucreler

Emriyonik donemin 5. giiniinden sonra olusan blastosit icerisinde bulunan
hicreler, endoderm, mezoderm ve ektoderm kokenli yizlerce tip hiicreye
farklhilasabilirler fakat bir organizma olusturamazlar. Bu Ozellige sahip hicreler

“pluripotent” hiicrelerdir®,

2.3.1.1.3. Multipotent Kok Hucreler

Embriyonik dénemin basinda totipotent 6zellikte olan hticreler fetal dénemden
itibaren 6zellesmeye, doku ve organlar: hizla olusturmaya baslarlar. Bu sekilde doku ve
organlarda ozellesmis olan kok hicrelere “multipotent” hucreler denmektedir.
Multipotent hiicrelerin geriye farklilasma denen bir mekanizma ile daha ilkel hiicrelere
dontserek yer aldiklart doku hicrelerinden daha farkli hiicrelere donusebildigini

gosteren calismalarda vardir.

2.3.1.2. Elde Edildikleri Kaynaklara Gére Kok Hucreler

2.3.1.2.1. Embriyonik Kok Hucreler

Erken donemdeki memeli embriyosundaki kok hiicrelerden elde edilen ve invitro
ortamda farklilasmadan sinirsiz ¢ogalabilme kapasitesine sahip hicrelerdir. Embriyonik
kok hicreler (Gzerinde 1970’li yillarda yapilan c¢alismada, farede gelisen
teratokarsinomdan embriyo karsinoma hicrelerinin elde edilmesi bu alandaki ilk
girisimdir. Ik kez 1981 yilinda fareler tizerinde yapilan calismalarda 3-5 gunliik fare
blastosistleri i¢ hiicre Kitlesinden veya epiblasttan ayristirilan hiicreler in vitro ortamda
fare fibroblastlar: Gizerinde ¢ogaltilatrak EKH elde edilmistir. 1998 yilinda yapilan bir
calismada; insan blastokistindeki i¢ hicre Kitlesinden ayristirilan htcrelerin in vitro

ortamda cogaltilmasiyla insan EKH’i ortaya cikariimistir®.

2.3.1.2.2. Embriyonik Olmayan Kok Hucreler

Kordon kani, plasenta, kadavra ve fetlis gibi kaynaklardan elde edilen kok
hicrelerdir. Fakat ginimuzde fetlis disinda hepsi eriskin kok hicreleri olarak
adlandirilmaktadir. Eriskin kok htcreleri elde edildikleri organ veya dokuya gore

adlandirilmaktadir. Kan dreten kemik iligi hicrelerinden elde edilirse “hematopoetik
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kok huacre”, kemik iligi stromal hucrelerinden elde edilirse “kemik iligi stromal kok
hicreleri” gibi tanimlanir. Kemik iligi stromal kok hiicreleri ayn1 zamanda kemik iligi
kaynakli mezenkimal hiicreler olarak da adlandirilirlar ve baska mezoderm kokenli
organ ve dokulardan da elde edilebilirler.

Eriskin kdk hicrelerini,

1- Hematopoetik kok hticreler
- Kemik iligi kaynakl
- Periferik kan kaynakl:
- Kordon kan1 kaynakli

2- Mezenkimal kok hicreler

3- Organ ve dokularda bulunan kok hiicreler seklinde de siniflayabiliriz®2.

2.3.1.2.2.1. Hematopoetik Kok Hucreler

Hematopoez yani organizmanin kan hicrelerini olusturmasi, bittin kan hicre
serilerine farklilasma yetenegindeki hematopoetik kok hiicre (HKH)’nin gelisim,
kendini yenileme ve farklilasma sureclerini kapsamaktadir. Ilk defa 1988 yilinda
Weissman ve grubu farede HKH’ler tamimlanmustir®’. HKH’ler eriskin bir insanda
kemik iliginde bulunmaktadir. Eriskin kemik iligi disinda fetus karacigerinde,
dalaginda, gébek kordonunda ve plasentada bulunur. Periferik kanda gogu zaman tespit
edilemeyecek kadar azdir, fakat biyume faktoru yardimiyla kemik iligi hematopoetik
kok hiicrelerinin periferik kana gecisi saglanabilmektedirsz.

Hematopoetik kok hiicre nakilleri tedavi amach yapilmaktadir. Bu nakillerde
kaynak kisinin kendisi ise “otolog kok hiicre nakli”, kaynak bir baskas: ise “allojeneik
kok hiicre nakli” olarak adlandirilmaktadir. Otolog kok hiicre nakli, kalitsal kdkenli bir
hastaligin  tedavisinde aynmi genetik yapiya sahip olunacagindan, bir yarar
saglamayacaktir. Bu durumda uygun bir vericiden yapilan allojeneik nakil (genetik
mutasyon icermediginden) saglikli hiicre serilerini olusturabilmede daha faydah
olacaktir. Hematopoetik kok hcrelerle ilgili calismalar daha ¢ok kemik iligi, periferik

kan ve kordon kani tizerinde yapilmaktadir®.
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2.3.1.2.2.1.1. Kemik Tligi Kék Hiicreleri

Dr. E. Donnall Thomas, 1957 yilinda, akut 16semide ilk seri allojenik kemik iligi
nakil calismas: yapmistir. Bu ¢alisma l6semi ve kalitsal hastaliklarin tedavisi amaciyla
kemik iligi kullanilmasi yonteminin baslangici say1lmaktadir®®.

Nakil amach kemik iligi elde edilmesi, genel anestezi altinda ve dikkat

gerektiren invaziv bir islemdir

2.3.1.2.2.1.2. Periferik Kan Kok Hucreleri

Invaziv bir islem gerektirmediginden ve nakil icin daha kolay hazirlandigindan
son yillarda kemik iliginin yerini almistir. Aferez cihazi adi verilen bir cihazla poliklinik
sartlarinda yapilabilmekte ve anestezi ihtiyaci olmamaktadir. ilk basarili periferik kan
kok hiicre nakli 1985 yilinda gercgeklestirilmistir ve ardindan ilk olarak otolog kemik

iliginin ve daha sonra da allojenik kemik iliginin yerini almistir®.

2.3.1.2.2.1.3. Kordon Kanm Kok Hucreleri

Gunumuzde kok hucre naklinde siklikla kullanilan kordon kani, ilk defa 1988
yilinda kullanmilmistir. Kordon kanindaki kok hticrelerin hematolojik malignitelerde ve
kemoterapiden sonra kemik iligi yetmezligi olan hastalarda kullaniimaya basladig:
gorilmistiir®. ilk kordon kani bankasini, Dr. David Haris tarafindan 1992 yihinda
kordon kaninin belirli kosullar altinda toplanmip dondurularak saklanabilecegini ve

gereken durumda ¢Ozulerek kullanilabilecegini géstermesinin ardindan kurulmustur®.

2.3.1.2.2.2. Mezenkimal Kok Hucreler

“Mezenkim” terimi epiblastin farklilasmasindan baslayarak embriyonun
gelismesinde ve daha sonra fetlisin yasaminda 6nemli yer tutan, gevsek bag dokusu
yapisindaki dokulara verilen isimdir. ilk olarak 1976 yilinda Friedenstein tarafindan
tanimlanmis mezenkimal kok hiicreler, konnektif (bag) dokunun temel hiicreleridir".
Tum dokularda destek hiicre gorevini tstlenen stromal hiicrelerin kokenini olustururlar.
Onceleri, Koloni Olusturan Birim-Fibroblast veya kemik iligi stromal fibroblastlar:
olarak isimlendirirken ginumizde ISCT tarafindan mezenkimal stromal hiicre veya
multipotent mezenkimal stromal hiicre olarak tanimlanmalar: 6énerilmektedir. MKH’ler

konnektif dokularin yan: sira endodermal ve ektodermal kokenli farkli dokulara
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donisebilme yeteneklerinden dolayr birgok arastirmaci tarafindan halen mezenkimal
kok hiicre olarak adlandiriimaktadirlar®. MKH’ler mezoderm kokenlidirler ve birgok
dokudaki bag ve destek hucrelerine (fibroblast, adiposit, tenosit, osteosit, kondrosit)
donisebilme oOzelligindedirler. Bunun disinda in-vivo ve in-vitro ¢alismalarda uygun
uyaranlarla hematopoietik olmayan dokularin (karaciger, kalp, beyin, bobrek, akciger
vb) parankim hiicrelerine farklilasabildikleri de gosterilmistir®*®. Klinik kullanimdaki
yayginhig: ve hakkinda oldukca ¢ok veri elde edilmis olmas: sebebiyle MKH’lerin elde
edildigi en 6nemli kaynak kemik iligidir’*. Bunun yan: sira diger doku ve organlarin
stromalarindan (yag, tendon, snovyal membran, plasenta, amniyon materyali, karaciger,
umblikal kord, dis) da elde edilebilmektedirler®.

Mezenkimal kok hicrelerin, elde edildikleri dokudan bagimsiz olarak plastik
kiltur yizeylerine yapisarak blytmeleri/gcogalmalari, in vitro olarak en az g seriye
farkhlastirilmalar: ve bazi yiizey isaretleri tasimalari gibi bircok 6zellikleri vardir™.
Periferik kanda osteojenik farklilasma yetenegi olan non-hematopoetik ve MKH
karakterinde hiicreler oldugu gosterilmistir. Ozellikle agir hasar olan durumlarda, kemik
kirigr, multi organ yetmezligi gibi hallerde periferik kandan MKH izole edilebildigi
gosterilmistir®.

MKH?’lerin in vitro ortamda ndronal morfoloji kazanmalari, néronal ve noroglial
marker eksprese etmeleri sinir sistemi hasarinda kullanimina olan ilgiyi arttirmaktadur.
Eriskin MKH’ler in vitro ortamda geliserek, kemik, kikirdak, tendon, kas ve yag
hicreleri olusturmak Gzere stimile edilmektedirler. Bircok arastirmada bu hiicrelerin
mezoderm ve mezoderm olmayan hiicre tirlerine donusebildigi gosterilmistir; endotel
hicreleri, kardiyomiyositler, hepatositler, ndron benzeri hicreler ve astrositler
bunlardandir™®. MKH’lerin transplantasyonu ile bu hiicrelerin kendini yenileme ve
multipotansiyel 6zelliklerinden yararlanabilecegi dustinilmektedir. Kok hicrelerin ayni
zamanda hasarl hucreler ile yer degisimi, ndroproteksiyon veya endojen hucreler ile
birlikte rejenerasyon olusturabilmek igin uygun bir mikrogevre olusumu sagladig:
bilinmektedir®. Farklilasmanin yanisira kok hiicrelerin hasarli noronlara rejenerasyon
stirecinde trofik destek saglamas: da baska bir olasi mekanizmadir®. MKH’ler bircok
molekil sentezleme Ozelligine sahip olduklari igin dokularda destek hiicresi olarak
bulunurlar. Bunlar arasinda; Granilosit-Monosit Koloni Uyarict Faktér (Granulocyte
Macrophage Colony-Stimulating Factor; GM-CSF), Makrofaj Koloni Uyaric1 Faktor
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(Macrophage Colony-Stimulating Factor; M-CSF), Granulosit Koloni Uyarici Faktor
(Granulocyte-Colony Stimulating Factor; G-CSF)gibi blyiume faktorleri, reseptorleri,
sitokin olarak bazi interlokinler (IL-6, IL-7, IL-8, IL-11,IL-12 v.b.), reseptorleri,
adezyon molekulleri, ekstraselltler matriks proteinlerinden bazilar1 (fibronektin,
laminin, kollegen) ve bazi kemokinler [StromalKaynakli Faktor (Stromal Derived
Factor ALFA-1; SDFALFA-1), Monosit Kemoatraktan Protein (Monocyte
Chemoattractant Protein;MCP-1) vb.] sayilabilir®®. Kok hiicre tedavisinin bazi
durumlarda kayip néronlarin yerini almaktan ¢ok néronal koruma ve anti-inflamatuvar
ozellikleri gostererek tedaviye katkida bulundugu gosterilmistir®®. MKH’lerin hasarl
dokunun iyilestirilmesinde etkili olabilmesi icin Oncelikle iginde bulunduklar1 kendi
mikrocevrelerinden hasarli dokuya hareketi ve gog¢i gereklidir. Bunu saglayan uyari ise
hasarli dokunun degisen mikrogevresidir. MKH’ler birkag farkli mekanizma ile hasarh
dokunun tamirine katkida bulunurlar.

Bu mekanizmalar;

Farklilagsarak dokuya 6zgii fonksiyonel hiicreye déniismesi,

MKH-hasarli hiicre fuzyonu sonucu doku hiicresinin fonksiyonunu yeniden
kazanmasi,

Hasarli dokuda hicre-hiicre, hicre-ekstraseluler matriks iliskileri ve solubl
faktorlerin (blylme faktorleri, kemokinler, sitokinler v.b.), parakrin faktorlerin
ve enzimlerin salinmasi,

Antiinflamatuar, antiapoptotik, immunmodulatuar ve anjiogenik etki ile hasarin

duizeltilmesine katki saglamasidir’.

2.3.1.2.2.2.1. MKH'lerin Kullanim Alanlan
MKH'ler, bir¢cok alanda klinik kullanim potansiyeline sahiptir.

- Kok hiicre transplantasyonu
- Immiinomodiilasyon

- Kemik dokularinin tamiri

- Norodejeneratif hastaliklar

- Kardiyak rejenerasyon
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- Konjenital genetik hastaliklar
- Estetik cerrahi

- Crohn hastalig:

- Siroz

- Tip 2 diyabet bu alanlardan bazilarin: olusturmaktadir™.

MKH'lerin, granllositmakrofaj koloni stimulan faktér (GM-CSF), grantlosit
koloni stimulan faktér (G-CSF), Interleukin-6 (IL-6) gibi sitokinleri sentezlemesi ve
salgilama 06zelliginden dolayi; hematopoetik kok hiicre naklinde ek olarak MKH
infiizyonu yapilmaktadir *2.

2017 yih itibar1 ile Uluslararasi Saglik Orgitli tarafindan desteklenen

www.clinicaltrials.gov sitesinde kayitli 5991 kok hicre calismasi yapilmis ve bu
calismalarin 709’unun ise MKH’lerin etkinligini géstermeye calismaktadir’,

MKH'lerin Kklinikte en fazla ve en etkili olarak kullanimi bu immunomoddlatuvar
etkileri nedeniyle, allojenik kok hticre transplantasyonu sonrasinda gelisen GvHD
tedavisi icin olmustur®.

Progresif ve destriktif seyir gosteren kronik inflamatuvar bir gastrointestinal
sistem hastalig1 olan Crohn hastaligi’nda olusan fistiil onariminda MKH uygulamasiyla
ilgili faz | ve faz 11 klinik calismalar: yiriitilmektedir’.

Gotherstrom ve ark. tarafindan, kollajen sentezi bozuklugunun neden oldugu
genetik bir hastalik olan Osteogenesis imperfecta (Ol) tedavisinde MKH kullanimi
Uzerine prenatal ve postnatal klinik ¢alismalar yapilmis ve MKH retransplantasyonunun
guivenilir ve etkili oldugunu bildirilmistir”.

Mathiasen ve ark. tarafindan 2015 yilinda yapilan randomize cift-kor ve plasebo-
kontrolli bir calismada, iskemik kalp yetmezligi olan 30 ila 80 yas araliginda bulunan
37 hastaya miyokard igine otolog kemik iligi kaynakli MKH, 18 hastaya ise plasebo
verilmistir. Birinci son nokta alt1 aylik takipte sol ventrikil sistol sonu hacmi (LVESV)
degisikligi bilgisayarli tomografi ile Olcllerek belirlenmistir. Altinci ayda MKH’li
grupta LVESV degeri azalirken, plasebo grubunda artmistir’™.

Estetik ve rekonstriiktif cerrahide yuzdeki kirigiklik ve ¢izgiler, akne yaralar ve
cokintuler, yanik izlerinin tedavisinde cilt hasarlarini diizeltmede, bolgesel yag aldirma
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ya da solid yag dokusundan elde edilen MKH enjeksiyonunun ve otolog fibroblast
hiicrelerinin etki gosterdigi bildirilmistir'™.

2014 yilinda Llufriu ve ark. tarafindan yapilan randomize, plasebo kontrolli faz
I calismasinda dokuz multiple skleroz (MS) hastasina MKH damar ici yolla verilmistir.
Hastalara verilen MKH’ler imminmodiilator 6zellikleri ile inflamatuvar parametrelerin
dustirilmesini saglamistir’.

MKH'lerin rejeneratif tip alaninda da genis kullanim alanlar1 bulunmaktadir.
Ortapedide menisklis hasar1 tamiri, osteoporoz tedavisi, kardiyolojide myokard
infarktiisii, nérolojide spinal kord yaralanmalar: gibi bircok alanda kullanilmaktadir®®,
Omurilik rejenerasyonu ile ilgili deneysel calismalarda in vitro ¢ogaltim: saglanan
kemik iligi kaynakli MKH kullanilmaktadir. Omurilik rejenerasyonunda MKH
kullanimu ilk defa Parr ve ark. tarafindan tamimlanmustir’”. Park ve ark. tarafindan spinal
kord hasar1 olan alti adet hastada hasarli alana uygulanan kemik iligi hucre naklinden
hemen sonra duyu almada iyilesmeler gézlemlenmis ve 3-7 ay sonrasinda da énemli
derecede motor iyilesmeler gosterilmistir™,

Farelerde siyatik sinir baglanmasi ile olusturulan mononéropati modeli Uzerine
yapilan bir c¢alismada, noéropatinin olusmasindan sonra farelerin soguk plak
uygulamasinda soguk allodini duyarliliklarinin azaldigint ve MKH infuzyonu ile
saglikli kontrol grubu farelerine benzer sekilde diizelme oldugu gosterilmistir”®. MKH
inflzyonu yapilan baska bir calismada ise farelerin soleus kasi Uzerindeki aksiyon

potansiyelinde diizelmeler oldugu gosterilmistir®.

2.3.1.2.2.2.2. MKH'lerin Tespit Edilmesinde Kullamlan Belirtecgler

MKH'lerin tespiti igin standart bir antikor kombinasyonu mevcut degildir. Bu
hlcrelerin hiicre yuzey antijenlerine bakildiginda epitel, endotel ve kas hucrelerine
benzer immdinofenotipik 6zellikler tasidiklar: gérulmektedir. MKH'ler Gzerine yapilan
hiicre ylzey antijen calismalar1 daha cok kiltlrle elde edilen hicreler (izerinde
yapilmistir. Uluslararas: Hucresel Tedavi Derneginin Kkriterlerine gére MKH’ler standart
kiltur ortaminda en azindan asagidaki 3 kriteri tasimahdir. Cluster of Differantiation

antikorlar: (CD antibody) ISCT tarafindan MKH’lerin tanimlayici 6zellikleri olarak®’.
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Standart kaltir ortaminda plastige yapisabilmeleri,

Belirli ylzey antijenlerini (CD105, CD73, CD90) tasirken bazi yiizey
antijenlerini (CD45, CD34, CD14 veya CD11b/c, CD79, CD19, HLADR)
tasimamalari,

In-vitro kosullarda kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine farkhilasabilmelerinin

gosterilmesi onerilmektedir.

MKH’ler ig seklinde bir gorinime sahiptir, fibroblast benzeri hicre
topluluklaridir. Fibroblastlardan farkl: olarak cekirdekleri asimetrik degil simetrikdir®.
HKH’lerin stromaya tutunmasi, salgiladiklar: cesitli faktorler ile hematopoietik éncil
hicrenin islevsel olgun hiicreye farklilasmasi, bu faktorlerin salinmasinin engellenmesi
ile diger dokulara hareketin (mobilizasyonun) ve goglin (migrasyonun) saglanmasi
MKH’lerin islevleri arasinda sayilabilir®.

Hicrelerin in-vivo olarak tanimlanmasi igin de hicre isaretleyicileri
kullanilmaktadir. Bu amacla en ¢ok kalici olan yesil floresan boya (GFP-Green
Fluorescent Protein) geni ile transfekte hucreler kulaniimaktadir. Bunun disinda
Carboxyfluorescein diacetate succinimidylester (CFSE), ve Dil (1,1’-dioctadecyl-
3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocyanine  perchlorate) gibi gecici floresan hicre
iseretleyicileri kullanilmaktadir. Histopatolojik inceleme ile hiicrelerin naklinden sonra
alinan doku orneklerinde floresan yayan hicreler belirlenmektedir.

Molekdiler yontemlerle de hucrelerde, herhangi bir proteinin varligi veya
degisikligi tespit edilebilir. Revers transkriptaz PCR teknolojisi; DNA ya da
komplementeri elde edilmis RNA 0&rneklerini kantitatif olarak tespit edebilen bir
yontemdir. Floresan isaretleme tekniklerinin molekiiler genetik yontemlerde kullanima
girmesiyle gelistirilen PCR teknigi gen ekspresyon calismalarint arttirmistir. DNA
artistn1 gorunur hale getiren ve monitorize edebilen floresan isaretli prob ve boyalarin
kullanilmasi, bu teknigi standart PCR yonteminden ayiran Ozelligidir. Floresanin
siddetinin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttigi ve artisla aym1 anda kantitatif
tespit edildigi bir ¢ogaltma yontemi olmas: dolayisiyla “kantitatif revers transkriptaz

polimeraz zincir reaksiyonu" veya RT-qPCR olarak da isimlendirilmektedir. Islem;
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- Ornek (doku, hiicre) eldesi

- RNA izolasyonu

- DNAaz (enzim) islemi

- Reverse (ters) transkripsiyon (komplementer DNA (cDNA) elde edilmesi)
- Real-time PCR (Amplifikasyon)

- Veri analizi ve hesaplamalari asamalarindan olusur.

Gen ekspresyonunun belirlenmesi, hicrelerdeki farklilasma ve patolojik
durumlarin belirlenmesinde ¢ok Onemlidir. Hicrelerin transkripsiyon aktivitesi ¢ok
yuksek duyarlilik iceren kantitatif revers transkriptaz PCR teknolojisi ile tespit

edilebilmektedir®.

2.3.2. Noronal Kok Hucreler

Noronal kok hicreler tzerinde yapilan calismalarla yetiskin insan santral sinir
sisteminde noronal kok hicrelerin ve progenitor hicrelerin ndronal farklilasma
potansiyeline sahip olduklarint ortaya konmustur®. Memeli eriskin beyninde
ventrikiler, subventrikiler bélge ve hipokampdiste bulunan bu hicrelerin U¢ ana hiicre
soyunu (oligodendrosit, astrosit ve ndron) Uretebildikleri ve kendini yenileme
kapasitelerinin oldugu gosterilmistir®.

2.3.3. Noronal Belirtecler

2.3.3.1 Nestin
Nestin, sinir kokl / progenitor hiicre belirteci olarak bilinen bir ara filament
proteindir. Aksonun radyal buyumesiyle iliskili oldugu ¢ogunlukla sinir hicrelerinde

eksprese edilir®.

2.3.3.2. Beta-111 Tubulin

Sinif 1l beta-tibulin izotipi (beta-111 tdbdlin) yaygin olarak gelisimsel
norobiyoloji ve kok hiicre aragtirmasinda noéronal bir belirte¢ olarak kabul
edilmektedir®’. Beta tiblinler, heterodimerize olan ve mikrotibilleri olusturmak icin

bir araya getirilen iki temel protein aileden (alfa ve beta tlbulinlerden) olusur. Bu
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protein Oncelikle noronlarda eksprese edilir ve nérojenez ve akson rehberligi ve bakimi

icerisinde yer alabilir®.

2.3.3.3. NGF (Noronal Buyume Faktort)

NGF bir protein kodlayan gendir. Noronal bliyime faktorii sempatik ve duyu
sinir sistemlerinin gelistirilmesi ve bakimi igin dnemlidir. NGF ile iliskili hastaliklar
arasinda Noropatik hastaliklar bulunmaktadir®®. NGF-beta ailesinin bir Gyesidir ve
homodimerize olan ve daha biyiik bir komplekse salgilanan bir proteini kodlar. Bu
proteinin  sinir gelisimini uyarici aktivitesi vardir ve kompleks biylimenin
duzenlenmesinde ve bazi néronlarinin farklilasmasinda rol alir®®. NGF, ilk ve en iyi
tanimlanan sinir kokenli buytime faktorudur. NGF Uretildiginde, spesifik reseptorlerine
baglanarak sinir terminalleri tarafindan alinir ve sinir hiicre gévdesine retrograd aksonal
transport yoluyla iletilir. NGF’nin rejenerasyondaki roli, Schwann hiicrelerine etki
ederek go¢ etmelerini ve aksonal ¢ikintilara yapismalarint saglamaktir. Ayrica ortamda
yeterli diizeyde NGF bulunmadiginda makrofajlar tarafindan gerceklestirilen miyelin

fagositozu da azalir ve rejenerasyon bu durumdan olumsuz yénde etkilenir™.

2.4. Adrenerjik Reseptorler

Reseptorler hicresel bolimler arasinda belirli bir sinyal iletimini saglayarak
kasilma, gevseme, salg: gibi biyolojik bir yanitin olusmasini gercgeklestirir. Reseptor
molekiilleri hicrenin farkl: yerlerinde bulunabilirler®.

Adrenerjik reseptorler, otonom sinir sisteminde yer alan adrenerjik sistemin
parcalaridir ve 7 transmembranal segmentli, G proteinine kenetlenen reseptorlerdir.
Adrenerjik sistemin baslica norotransmiterleri, periferde sempatik sistemin ikinci sira
noronlarinin noroefektér kavsaklarindaki akson uglarindan salinan noradrenalin ve
adrenal medulada kromafin hiicrelerinde noradrenalinden sentezlenen adrenalindir. Bu
iki ndrotranmiter reseptoriin tigtincii ve besinci transmembranal kismina baglanir®.

o ve B reseptorlerin agonist ve antagonistlere olan ilgileri dikkate alinarak alt

tipleri belirlenmistir. Buna gore;

o- adrenoreseptorler a; (a1a, 01, 01p) Ve oz (aza, 028, doc) Olarak,

B- adrenoreseptorler ise 1, B2, Bs, Pa olarak gruplandiriimustir™.
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a-adrenoreseptorlerin  fonksiyonlar: kenetlendikleri G-protein tipine (inhibe

edici-Gi, stimile edici-Gs vb.) gore farklilik gosterir. Kenetlenen reseptor, G protein alt
tipine gore farkl: hiicresel yanitlar ortaya cikarir®.

oy reseptorler diz kaslarin kasilmasinda gorev alan postsinaptik reseptorlerdir.
Agonistin reseptore baglanmasiyla reaksiyon G-protein alt birimi ile baglatilir ve
fosfolipaz C'nin aktivasyonu sonucunda 1,4,5 inozitol trifosfat (IP3) ve diasil gliserol
aciga cikar. IP3, Ca?* salimimina neden olurken diasilgliserol, kinaz- C'yi aktive eder ve
bu reseptorlerin uyarilmasiyla vaskiler ve diger duz kaslarda kasilma meydana gelir.

o, reseptorler ilk olarak presinaptik sinir uglarinda saptanmis, daha sonra adipoz

dokuda, duz kaslarda ve trombositlerde de oldugu gosterilmistir. o, reseptorlerin
uyarilmasi noradrenalin salinimint inhibe eder. Adenilil siklaz inhibisyonu sonugu
CAMP meydana gelmez.

[-adrenoreseptorler myokard, diz kas, karaciger ve birgcok doku hiicresinde
membrandaki adenilil siklaz ile kenetlenir. Bu kenetlenmeyi stimdiilatér dizenleyici G-
protein (Gs) saglar ve ardindan cAMP ile aktive edilen protein kinaz-A ile bir dizi
fosforilasyon reaksiyonu gercgeklesir. B2, Bs reseptorler adenilil siklazla Gi Uzerinden
kenetlendikleri zaman bu reaksiyon enzim inhibisyonu ile sonuclanir. B; reseptérlerin
dogrudan kalp Gzerinde hizinin ve kasilma gucindn arttirilmasi gibi etkileri bulunur. 3,
reseptorler brons, damar, uterus, barsak ve diger diiz kaslarin gevsemesinde rol oynar.
B3 reseptorler bazal metabolizmanin hizlanmasina ve enerji tiketiminin artmasina neden
olur. Ayrica lipolizis, ileum ve kolonun gevsemesinde de rol oynar. Adrenerjik
reseptorlerin B4 alt tipi myokard ve sinoatriyal dugiimde tespit edilmistir ve adenilil

siklazi stimiile ederek pozitif inotrop ve kronotrop etkiye aracilik ederler®**.

2.4.1. Adrenerjik Reseptdr Agonistleri

Adrenerjik reseptorlerin dogal agonistleri katekolamin grubu icinde yer alan
noradrenalin ve noradrenalinden sentezlenen adrenalindir. Noradrenalinin eliminasyonu
membranda bulunan transportor araciligiyla sinir ucu tarafindan geri alinmasi ve
enzimatik pargalanma ile olur. Enzimatik parcalanmada monoamin oksidaz (MAO) ve
katekol-O-metil transferaz (KOMT) rol alir. MAO, noradrenalinin adrenerjik sinir
uclarinda yikilmasinda, KOMT ise efektor hucrelerde, ekstraseliler sivida ve adrenal

meduladan salinan katekolaminler ve ayrica ila¢g olarak verilen katekolaminlerin
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yikilmasindan sorumludur. Dogal katekolaminlerin enzimatik parcalanmas: ile ortaya
¢ikan metabolit vanilmandelik asit (VMA) ya da 3-metoksi-4-hidroksifenilglikol
(MOPG) dur. Bu metabolitler karacigerde glikironat ve eterik sulfat tirevlerine
doénastirulerek idrarla atilirlar.

Dopamin en basit yapili katekolamindir ve yuksek dozlarda i reseptorler
Uzerine etki gosterir. Yiksek dozda adrenerjik sinir uglarindan noradrenalin salinmasina
neden olarak a reseptorlerin aktivasyonuna, dolayisiyla vazokonstriksiyona neden olur.
Dopamin c¢ogunlukla miyokard infarktlsu ve kalp cerahisi sirasinda meydana gelen
kardiyojenik sok ve farkl olarak septik sokun tedavisinde kullanilir. izoproterenol ve
doputamin sentetik olarak elde edilen ve katekolamin grubu igerisinde yer alan
agonistlerdir. Izoproterenol, B-adrenerjik reseptorler (zerine etkili en gigli
sempatomimetik ilactir. Selektif olmayan sekilde reseptorlerle kenetlenmesi sonucunda
guclu vazodilatasyon ve bronkodilatasyona neden olur. B; ve B,-AR'leri esit sekilde
glcli aktive eder ve Ozellikle gizgili kas ve splanknik bdlgenin damarlarinda belirgin
vazodilator etki gosterir. Doputamin selektif olarak Bi-AR'leri etkileyerek pozitif
inotrop etkiye neden olur. Konjestif kalp yetmezliginin ilerleyen donemlerinde
myokardda B reseptér yogunlugu azaldiginda o reseptorler Gzerinden de inotrop etki
gosterebilir, boylece etkisini koruyarak tolerans gelismesine engel olur.

Katekolamin grubunda bulunmayan, o ve p-AR'lere kenetlenerek
sempatomimetik etki goOsteren bazi amin yapili bilesiklerde bulunmaktadir. Bu
bilesiklerden alfa-mimetik ila¢ olarak kullanilanlardan bir kismi ve beta-mimetik
olanlarin tamami etkilerini efektor htcrelerin adrenerjik reseptorlerini dogrudan
uyararak olustururlar. Efedrin o ve B reseptorleri nonselektif sekilde uyaran bitkisel bir
alkoloiddir. Dolayli olarak noradrenalin  salinimini  arttirarak  etki  gosterir.
Vazokonstriktor etkisiyle diyastolik ve 06zellikle sistolik kan basincini yukseltir.
Fenilefrin yapica adrenaline, etki yoniinden noradrenaline benzer ve a;-AR'leri gucli
bir sekilde dogrudan etkiler. Vazokonstriktor etkisiyle damar direncinin artirir ve
dolayisiyla kan basincini yukseltir. Refleks etkiyle kalpte bradikardiye neden olur.
Hipotansif durumlarda kullanilmaktadir. Metaraminol, noradrenaline benzer bir etki ile
dogrudan vazokontriksiyon yaparak damar direncini artirir ve kan basincinin artmasini
saglar. Myokard kontraktilitesinde artis saglar ve kalp atis hacmini yiikseltir. Ozellikle

myokard infarktlisti gibi akut hipotansif durumlarda kullanilmaktadir. Metoksamin
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adrenerjik sinir ucuna girmeden dogrudan etki gosteren selektif bir a-agonisttir.
Fenilefrine gore daha uzun etki gosterir. Santral sinir sistemini etkilememesi nedeniyle
anesteziye bagl hipotansiyonun tedavisinde kullaniimaktadr.

Imidazolin turevleri a-AR'leri (6zellikle de o, alt tiplerini) etkileyen agonist
tirevleri lokal dekonjestan olarak kullanilmaktadir. Nafazolin, tetrahidrazolin,
ksilometazolin, oksimetazolin ve indanozolin bu grup ilaglardur.

Ilag olarak kullanilan B-AR agonistlerinin bir kismi brons, damar, uterus ve
diger dokularda bulunan B, reseptorleri selektif sekilde etkilerler. Klinik kullanimlarina
gore bronkodilatorler, vazodilatorler, tokolitikler, kardioselektif stimulanlar olarak
siniflandirtlirlar. Bir kismi birden fazla etki gosterebilir. Akut astma ndbetlerinin
giderilmesi icin daha c¢ok inhaler olmak U(zere farkli farmakolojik sekiller
kullanilmaktadir. Formoterol, inhalasyon ile verildiginde dokuda yikiminin daha yavas
olmasina bagl olarak salmeterol kadar uzun etki gosterebilmektedir. Uterus diiz kasinda
B, reseptorleri selektif sekilde uyararak uterusun gevsemesini saglayarak fetiisiin yeterli
olgunluktan 6nce dogumunu durdurmak (tokolitik) amaciyla ritodrin hidroklorr
kullanilmaktadir. ~ Salbutamol, terbutalin ve fenoterol bronkodilator olarak

kullanilmalarinin yaninda tokolitik olarak da kullanilabilirler®.

2.4.1.1. Adrenalin

Vicutta adrenal medullada sentez edilir ve oradan salgilanarak hormon gorevi
yapar. Alfa-mimetik ve beta-mimetik etki goOsteren ilaglarin prototipidir. Barsak
ceperinde ve karacigerde bulunan KOMT, MAO ve konjuge edici enzimler tarafindan
cabuk inaktive edildigi igin agiz yolundan kullanilmaz. Adrenalin gugcli bir sekilde, o
ve ap-adrenerjik reseptorleri ayirnm yapmaksizin asagi yukari esit derecede etkiler.
Damar duz kaslarinda a- adrenerjik reseptorlerin adrenalin tarafindan aktivasyonu diger
diz kash yapilarin ¢cogunda oldugu gibi eksitasyona neden olur ve damarlar buzulir.
Ayni hicrelerdeki B—AR’lerin aktivasyonu ise damar-dis1 diiz kaslarda oldugu gibi
gevsemeye yol acar ve vazodilatasyon olusur. Adrenalin, bir bolgedeki damar yataginda
a- veya Po— reseptorlerin egemen olmasina gore bazi damar yataklarinda
vazokonstriksiyon, bazilarinda ise vazodilatasyon yapar. Cilt ve mukozanin rengi
soluklasir. Bobrek damar yatagi adrenalin’in biiziict etkisine karsi: oldukga duyarldir.

Bunun sonucu bobrek kan akimi belirgin bir sekilde azalir ve glomerdler filtrasyon hizi
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hafif derecede diser. Yeterli dozda verildiginde adrenalin insanda renal kan akimini
yar1 yariya azaltabilir. Renin salgilanmasini artirir; bu etki jukstaglomeriler aparattaki
hiicrelerin B— reseptorlerinin aktivasyonuna baghdir. Ozellikle cizgili kaslarin damar
yataklarinda bol bulunan B,— reseptorler adrenalinin etkisine ¢ok duyarhdirlar. Diger
damar yataklarini etkilemeyecek kadar ufak dozda iv. verilen adrenalin gizgili kaslarda
vazodilatasyon yapar, kan akimint artirir ve sistemik kan basincini disurir. Koroner,
serebral ve mezenterik damar yataklarinda da kan akimini artirir. Serebral damarlarin
diz kaslarinda o-adrenerjik reseptorler seyrektir; bu nedenle katekolaminler beyinde
ancak zayif bir vazokonstriksiyon yaparlar. Ekstremitelerde, cilt kan akiminin
azalmasina karsin, ¢izgili kaslarda vazodilatasyon nedeniyle kan akimi artar. Adrenalin
ve diger a-adrenoseptor agonisti ilaglar damar endotel hiicrelerinden nitrik oksit (NO,
endotel —kaynakli gevsetici faktor) salgilanmasini artirirlar; bu olay s6zkonusu ilaglarin
vazokonstriktor etkilerini kismen frenleyebilir. NO saliverilmesi a,- adrenoseptorler
araciligi ile olmaktadir; endotel hiicrelerinde her nekadar p—adrenoseptorlerde bulunursa

da p—agonistlerin NO saliverilmesini etkilemedikleri sanilmaktadir®.

2.4.2. Adrenerjik Reseptor Blokorleri

Adrenerjik reseptor blokorleri, adrenerjik sinir uclart ile efektor hucreler
arasindaki noroefektor kavsaklarda impuls iletimini sinir uclarinda ve efektor hiicrelerde
AR'leri etkileyerek durdururlar. Adrenoseptor blokort ilaglar (labetalol haricinde), her
iki adrenoseptor tipine etki edebilen sempatomimetik ilaclardan farkli olarak ya o ya da

B reseptorleri etkiler.

2.4.2.1. Alfa Adrenerjik Reseptor Blokorleri

Alfa adrenoseptér blokérleri ilk bulunan sempatolitik ilaglardir  ve
kardiyovaskdler etkileri oldukc¢a yiiksektir. Bunlar arasinda haloalkilamin tirevlerinin
blokaja bagli olmayan etkileri digerlerinden daha azdir. Ergot (¢avdar mahmuzu)
alkoloidleri, a-AR Uzerine doza, kosullara ve etki yerine gore parsiyel agonist veya tam
antagonist etki gosterirler. Bu karmasik etki seratonerjik ve dopaminerjik reseptorler
Uzerinde de gorulur. Genellikle damarlarda kigik dozlarda a-AR'leri bloke eder. Bu
durumda parsiyel agonist etki gosterse de blokor etkinlik hakim duruma gecer ve

vazodilatasyon yapar. Ergot alkoloidleri migren nobetlerinde analjezik ilaclara yanit
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vermeyen olgularda tedavi amaciyla kullanilmaktadir. Uterus diiz kaslarini biizerek
oksitosik etki gosterirler. Damar ve uterus disinda kalan diz kaslar Gzerine etkileri
zayiftir.  Prazosin selektif olarak a;-AR'leri  bloke eder ve oy reseptorleri
etkilemediginden sempatik sinir uyarimi yapmaz ve noradrenalin salinimin: arttirmaz.
Farmakolojik etki ve yapr yoniinden alfuzosin, doksazosin, indoramin, tamsulosin ve
terazosin prazosine benzerler fakat yarilanma sureleri daha uzundur. Prazosin,
indoramin ve doksazosin hipertansiyon ve konjestif kalp yetmezliginde, digerleri ise
sadece selim prostat hipertrofisinde prostatin dretraya baskisini azaltmak igin
kullanilirlar. Labetalol o ve B reseptorleri bloke edebilmektedir. Feokromositomada
ortaya cikan hipertansiyonun tedavisinde diger blokorlerden daha iyi sonug
vermektedir. Timoksamin, vazospastik damar hastaliklarinda, yohimbin ise erektil
impotense karsi kullanilmaktadir. Yohimbin ayrica bazi serotonin reseptorlerini de
bloke eder®.

2.4.2.1.1. Fentolamin

Fentolamin nonselektif alfa-adrenerjik antagonist etkinligi olan bir sentetik
imidazolindir. Oral uygulamayla "kimyasal sempatektomi” tretebilen ve koruyabilen,
uzun etkili, adrenerjik, alfa-reseptor bloke edici bir ajandir. Adrenerjik alfa-
antagonistleri, hipertansiyon, vasospazm, periferik vaskiler hastalik, sok ve
feokromasitoma tedavisinde kullanilir. Ayrica Raynaud Hastaligi’nin vazospazmi ve
Oksuruk, klonidin cekilme sendromu, iktidarsizlik ve periferal vaskdler hastaliklarin

tedavisinde de kullanilmaktadir®.

2.4.2.2. Beta Adrenerjik Reseptdr Blokorleri

Bu grupta bulunan ilaglar beta adrenerjik reseptorleri geri donisli sekilde bloke
ederek kompetitif antagonizma yaparlar. Kalpte beta adrenerjik reseptorlerin yogunlugu
nedeniyle etkileri bu organda daha belirgindir. Kalpte negatif inotrop, negatif kronotrop
ve negatif dromotrop etki seklinde inhibitor etkiler gosterirler. Damarlarda a-AR'lerin
de varhigindan dolayr B-AR blokorleri vazokonstriktor etki yaparlar. Klinik amaglh
kullanilan B-AR blokorleri B; ve Bo-AR'lere karsi ylksek afinite gostermesine ragmen 33
ve B4-AR icin afiniteleri genellikle disiktir. Beta-AR blokorl ilaglarin bir kismi
reseptorlere selektif olarak baglanmazlar. Bir kism1 ise B;1-AR Uzerine Bo-AR'lere gore
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daha yiiksek afinite ile baglanirlar. Bu ilaclar genel olarak kardiyo selektif ilaglar olarak
da adlandirilir.

Beta-AR blokérlerin bir kismu lipofilik bir kismi ise hidrofilik 6zelliktedir.
Hidrofilik olanlarin yarilanma émdrleri daha uzundur ve kan beyin bariyerini daha az
gecebildiklerinden SSS ile ilgili yan etkileri daha azdir. Propranolol'un ilk prototipini
olusturdugu selektif olmayan (birinci kusak) B-AR blokorlerinin érnekleri arasinda
nadolol, oksprenolol, pindolol, tertatolol, timolol, sotalol ve labetalol bulumaktadir.
Kardiyoselektif B-AR blokorleri B1'lere, B.-AR'lere gore daha yiksek afinite gosterirler.
Atenolol, metaprolol, asebutolol, bisoprolol, nebivolol ve esmolol bu grupta yer alan
ilaglardir. Yukarida s6zu edilen B-AR blokérleri disinda ilave etkiler (hibrit) gosteren B-
AR Dblokorleri mevcuttur. Bu grupta bulunan ilaclar B-AR blokaji ile birlikte ek
Ozellikler de gosterirler. Bu grupta bulunan seliprolol selektif f;-AR blokoru olmasinin
yaninda parsiyel B,-AR agonisti ve o,-AR blokor etkisi gosterir. Etki olarak damar
rezistansinda artma yerine azalma yapar. Karvedilol, a;-AR blokori ve hafif kalsiyum
kanal blokort Ozelligi gosterir. Tertatolol'un renal vazodilator etkinligi  vardir.

Nebivolol damar endotelinde NO sentezini uyarir ve vazodilator etkinlik gosterir®.

2.4.2.2.1. Propranolol

Propranolol selektif olmayan blokdorlerin ilk prototipini olusturur. 1960'larin
ortalarinda stabil anjinanin tedavisi icin kullanilmaya baslanan bu ila¢ glinimizde
kullanim: yaygindir. Kalp-damar sisteminde etkisi, ilacin verilmeden 6nce kalp lzerinde
varolan sempatoadrenal tonusun derecesi ile orantihidir. Egzersiz ve heyecan gibi
tonusun arttig: stres durumlarinda propranolol'un kardiyak etkileri daha belirgin duruma
gecer. Kalbin kontraktilitesini ve atis hizin1 azaltarak negatif inotropik ve negatif
kronotropik etki yapar. Bazi damarlarda B,-AR'lerin blokaji sonucunda o-AR'ler
araciligiyla olusan vazokonstriksiyon guclenir ve total damar rezistans: artar. Fakat
propranolol kalp debisini azalttigindan dolay: kan basinci arttmaz ve hafifce duser. Kan
akimini azaltici etkisi beyin damarlar: haricinde biitiin damar yataklarinda goraldr.

Propranolol brons ve bronsiyollerde bulunan pB,-AR'leri bloke ederek
bronkokonstriksiyon yapar ve hava akisina karsi direnci arttirir. Bu etki astim ve KOAH
olanlarda solunum kapasitesini ciddi sekilde azaltarak krize neden olabilir. Propranolol

B2-AR blokaji ile diyabetli hastalarda hipogliseminin belirtilerini ortebilir ve hastanin
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hipoglisemi komasina girmesine neden olabilir. Ayrica yag dokusunda lipositlerde p; ve
B2-AR'lerin blokaj1 sonucunda sempatoadrenal tonusa bagli olarak olusan lipolizi inhibe
eder. Bu durum kanda trigliserit ve cok distik yogunluklu lipoprotein artisina ve yuksek
yogunluklu lipoprotein azalmasina neden olur. Bu etki ateroskleroz egilimini arttirici
Ozelliktedir. Propranolol renin salgilanmasinda ve SSS de etki gostermektedir. Sempatik
sinir sistemi kontroliinde renin salgilayan jukstaglomertler aparatta bulunan g-AR'lerin
blokajiyla salgidaki artis inhibe olur. Lipofilik olmasi nedeniyle SSS'ne kolayca girerek
uyusukluk, bellekte bulaniklik, dezoriyantasyon, uykusuzluk ve yorgunluk gibi
belirtilere neden olabilir™®%. Propranolol ile yapilan bir calismada, blokdriin kanser
hiicrelerine kars: antiproliferatif ve apoptotik etkileri oldugunu isaret etmektedir®.

2.5. Mezenkimal Kok Hiicrelerde Reseptorler

MKH'lerde reseptorlerin tespitinde; agonist ve antagonistler kullanilarak yapilan
yontemler ile belirteclerle isaretlenerek veya molekiler yontemlerle gosterilmis bircok
reseptorin varligr ortaya cikarilmistir. Kemik iligi icerisinde veya rejeneratif amach
olarak dokularda yerlesmelerinde (homing) bu hiicrelerde bulunan kemokin reseptorleri
(CXCR) aktif gorev yaparlar. Yiksek oranda eksprese edilen CXCR4 ile birlikte
MKH'lerde diger kemokin resptorleri de (CXCR ve CCR ailesi) bulunmaktadir®™®.

MKH'lerde bircok sitokin ve buyime faktori reseptorleri bulunmaktadir. IL-1R,
IL-3R, IL-4R gibi sitokin reseptorleri ve G-SCFR, TNFIIR, TNFBIR, TGFBIIR, EGFR
gibi bilyiime faktorii reseptorleri bu hiicrelerde gosterilmistir’®. Bu hiicreler kemik
iliginde hiicre disi matriksin olusumunda ¢ok 6nemli rolt olan hiyallronik asit ve
osteopontin gibi ligandlarin baglandigi CD44 reseptoriini de oldukga gucli eksprese
ederler’®. Fare kemik iligi MKH'leri ile yapilan bir calismada kardiomyositlere
farklilasma sonrasinda hicrelerin kolinerjik sistemin My ve M, reseptorlerini eksprese
ettigi bildirilmistir®:,

RT-PCR yontemi ile yapilan bir ¢alismada insan MKH'lerde kolinerjik M,
reseptorlerine ait mRNA eksperesyonlart ve nikotinik reseptorlerin oz, os, o7 alt

birimlerinin ekspresyonlar: tespit edilmistir'%.
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2.5.1. Mezenkimal K6k Hicrelerde Adrenerjik Reseptorler

Gogunlukla hayvan kaynakli sinirli sayida birkag calismada, MKH'lerin
adrenerjik  reseptorleri  ekspresse ettigi, adrenerjik reseptdr agonist veya
antagonistlerinin bu hiicrelerinin farklilasmasin: etkiledigi bildirilmistir®%*1%. Simrl
sayida olan bu ¢alismalarda MKH'lerin klinik kullanim amaciyla uygulanan Uretim
asamalarinda adrenerjik reseptorlerin varligi ve degisikliklikleri hakkinda bilgi

bulunmamaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvan ve Barindirma Kosullar

Calismalarda deney hayvani olarak, Cukurova Universitesi Tibbi Bilimler
Deneysel Arastirma Merkezi’nden (TIBDAM) temin edilen, 8 haftaliktan biyik, 25-30
gram agirliklarinda Swiss albino tirt erkek fareler kullanildi. Deneylerde kullanilan
fareler her kafeste 10 tane olacak sekilde yerlestirilerek, standart laboratuar kosullarinda
ve TIBDAM yonergesinde belirlenen etik kurallara uygun olarak barindirildi. Deneylere
baslanmadan ¢énce C.U. Deney havanlart etik kurulundan onay alindi. C.U. Tip
Fakultesi Farmakoloji Anabilim Dali Davranis Farmakolojisi Laboratuari’nda, farelere
uygulanan cerrahi girisimler aseptik kosullarda gerceklestirildi. Bu fareler, 12 saat
aydinhk/12 saat karanlik dongusinde, ses yalitiml, sicaklik ve nemi sabit tutulan

laboratuarda, istedikleri kadar yiyebilip icecekleri yem ve su saglanarak barindirildi.

3.2. Fare MKH'lerin Elde Edilmesi

Hiicre kultirii hazirlama calismalart Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Farmakoloji A.D.'nda Classll biyoguvenlik kabini (Biobase, BBS-H1300 model, China)
icerisinde steril sartlar altinda yapildi.  Kudltir ortaminda htcrelerin gogalmasin
saglamak amaciyla inkiibasyon islemleri 37 °C sicaklik, %5 CO; ve %95 nemli ortamda
inktbator (Nuve, EN 400 model, Turkiye) icerisinde yapildi. Hiicreler 2. Pasajdan sonra
3. Pasajda gruplara ayrild:r ve bu pasaja ait hicrelere ilgili reseptor uyarim ve blokaj
islemleri uygulandi. Tripsinizasyon ile elde edilen bu hiicrelerin belirli bir kismi néronal
faktorlerin tespiti icin kullanilirken, belirli kismi ise ise gruplarina gore farelerin soleus
kaslarina enjekte edildi. Ayrica mezenkimal kok hiicre tanimlamas: icin adipojenik ve

osteojenik farklilasma yapildi.

3.2.1. Fare Kemik fliginden MKH Uretilmesi

Bu amagla (¢ adet fare sakrifiye edilerek femur ve tibia kemikleri ¢ikarildi. Fare
femur ve tibiasindan alinan kemik iligi, ficoll kullanilarak 400 g hizda 30 dakika
santrifuj edildi. MononUkleer hiicreler alindiktan sonra yikamak amaciyla bir defa %2
FBS (fetal bovin serum) iceren PBS (phosphat buffer saline) ile siispanse edilerek 400 g
hizda 10 dakika santriftij edildi. Santrifligasyon sonras: stipernatan atilarak hiicreler 2
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ml MKH Kkiiltiriine 6zgii besiyeri MesenCult™ Expansion Kit (Mouse) ile siispanse
edildi. Hucre sayim kamarasinda (Thoma lami) hiicre sayimi ve Trypan blue ile canlilik
testi yapildi. Bu asamadan sonra her bir T25 falsk icerisinde 1 milyon / ml hiicre olacak
sekilde hucre ekimi yapildi. Flasklarin besiyeri igerigi 72 saatte bir degistirilerek 14.
giinde tripsinizasyon ile birinci pasaja gecildi. Ortalama 7 gun surecek ikinci pasajdan
sonra, Uclincu pasajda tripsinizasyon Oncesinde htcreler 1 uM adrenalin ile birlikte
kiltlrde 24 saat inkiibasyona birakildi. Birinci ilagl grup olarak 1 uM adrenalinli grup
olusturuldu. Ikinci ve tigtincii olusturulacak gruplara ise adrenalin ile 1 uM propranolol
ve 1 uM fentolamin ilave edilerek birlikte kiltirde inkiibasyona birakild: ve elde edilen
hiicreler 5x10°/100 pL dozunda enjeksiyonla farelere soleus kas icerisine uyguland.
MKH’ler, kontrol grubu, sham ve noropati grubu disinda kalan diger fare gruplarina
(noropati + MKH, noropati + adrenalinle uyarilan MKH, néropati + adrenalin +
propranololla uyarilan MKH, ndropati + adrenalin + fentolaminle uyarilan MKH grubu)
uyguland:r. Lokal uygulama yapilacak grupda her bir fare igcin 100 pl izotonik sollisyon
icerisinde 5x10° uyarilmis MKH olacak sekilde sag bacak siyatik sinir etrafindaki kas

dokusuna enjekte edildi.

3.2.1.1. Mezenkimal Kok Hucrelerin 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3",3’-

tetramethylindocarbocyanine (Dil; invitrogen, USA) ile isaretlenmesi

Bu calisma transplantasyonda kullanilan hicrelerin verildikleri dokularda
yerlesimlerinin tespiti amaciyla yapildi. Bu amacgla Gglinci pasaj sonrasinda
tripsinizasyon ile elde edilen hiicreler mililitrede 1x10° hiicre olacak sekilde serum
icermeyen medyum ile suspanse edildi. Hazirlanan hiicre suspansiyonunun igerisine
mililitre basina 5ul Vybrant Dil Cell-Labeling Solution (invitrogen, USA) eklendi ve
hafifce pipetaj ile karistirildi. 20 dakika 37 °C inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonunda yikama amaciyla 1500 rpm devirde 5 dakika santriflj edildi. Santrifij
sonrasinda supernatan ahinarak serum fizyolojik eklendi ve tekrar suspansiyon haline
getirildi. Bu yikama islemi iki defa daha yapilarak son asamada slpernatant alindi ve 5
ml serum fizyolojik ile stispanse edildi. Hiicre sayimi ve canlilik testleri tekrar yapilarak
militrede 5x10° canli hiicre olacak sekilde siispansiyona serum fizyolojik eklendi. Her
bir hayvan igin 100 pl hacimde (toplam 500.000 hiicre) siispansiyon injeksiyonla hasarl

siyatik sinir cevresine verildi'%.
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3.2.1.2. Akan Hiicre Olger ile MKH Analizi

Transplantasyonda kullanilacak MKH'ler Giciinci pasajda tripsinizasyon ile elde
edildi ve akan hiicre Olcer Beckman Coulter, Cytoflex Cytometry cihazi (USA) ile
MKH hiicre yiizey belirtecleri agisindan analiz edildi. Uglincii pasajdan alinan toplam
1x10° hiicre iceren siispansiyon PBS eklenerek bir kez 300g'de 10 dakika santrifijj
edildi. Hicre sayis1 5000 hucre/ ul (toplam 200 ul) olacak sekilde PBS ile resiispanse
edildi. 12x75 mm’lik bir ttp alinarak igerisine farelere 6zgu CD105 PE (10 ul), CD34
PE-Cy7 (10 pl), CD73 Alexafluor (10 ul) ve CD45 FITC (10 ul) (Becton Dickinson,
USA) monoklonal antikorlar ilave edildi. 12x75 mm’lik tlplere monoklonal antikorlar
eklendikten sonra, tizerine PBS ile hiicre sayis1 5000 Hucre/ ul olarak ayarlanmis hiicre
stspansiyonundan 100 pl ilave edildi. 20 dakika oda sicakliginda ve karanlikta inkibe
edildi. Sure sonunda tup icerisine 1 ml izotonik siv1 ilave edildi. Tlp, cihaza
yerlestirlerek toplam 1x10° hiicre okutuldu ve antikorla isaretlenmis hiicreler tespit
edidi. Bu islem dretilen hiicrelerin hematopoietik belirtecler acisindan negatif, adezyon
belirtecleri acisindan pozitif oldugunu gostermek ve kullanilan hicrelerin mezenkimal
hiicre oldugunu teyit etmek amaciyla Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez

Laboratuvari’nda gerceklestirildi.

3.2.1.3. MKH’lerin Farkhlastiriimasi

Deneyler icin MKH kiltir 6érneginden P3'te tripsinizasyonla elde edilen hiicreler
ile T25 flasklara 2x10* hiicre/mL konsantrasyonda canli hiicre ile 5 ml hacimde ekim
yapildi. Klturler standart proliferasyon besiyeri ile beslenerek, hiicrelerin ¢ogalarak
flask tabanlarin1 %80-90 oranda kaplamasi beklendi. Bu asamadan sonra kaltirler iki
hafta boyunca farklilasma besi yerleri ile 3 giinde bir beslendi.

Osteojenik farklilasma icin MesenCult™ Osteogenic Stimulatory Kit (Mouse),
(Stemcell Technologies, Vancouver, Canada) kullanildi. Osteojenik farklilasmis
hiicrelerde olusan kalsiyum depozitleri Alizarin Red S (Sigma, USA) ile boyanarak
daha gorunur hale getirildi.

Adipojenik farklilasma icin MesenCult™ MSC Basal Medium (Mouse) ve
MesenCult™ Adipogenic Stimulatory Supplement (Mouse) , (Stemcell Technologies,
Vancouer, Canada) kullanildi. Adipojenik farklilasmanin mikroskobik olarak daha

gorundr olmast icin hicreler Oil Red O (Sigma, USA) boyas: ile boyanarak, lipid
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damlaciklarinin kirmizi boyanmas: saglandi. Bu c¢alisma hicrelerin farklilasabilme

Ozelligini tespit etmek igin planland:.

3.3. Adrenalin, Propranolol ve Fentolamin Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Agonist (adrenalin) ve antagonistler (propranolol ve fentolamin) 40 pM
konsantrasyonda 10 ml stok olarak hazirlandi. Sterilizasyon i¢in 0,2 um seliloz asetat
filtreden gecirildi. Uygulama icin bu stoklar besiyeri ile dilie edilerek 1 pM
konsantrasyonda besiyeri elde edildi. Adrenalin, propranolol hidroklorid ve fentolamin
hidroklorid (Sigma-Aldrich) stok olarak hazirlandi.

3.4. Agonist ve Antagonist ile Uyarilan MKH'lerde Noronal Huicre Belirteg

Ekspresyonlarinin RT-gPCR ile Analizi

Hicrelerde bulunan néronal hiicre belirtecleri olan Nestin, NGF, Tubb3 mRNA
ekspresyonlarinda gruplar arasinda degisiklikleri saptamak amaciyla 6zgil mRNA gen
bolgesini temsil eden primerler kullanilarak RT-gPCR yapildi. Bu amagla asagidaki

basamaklar uyguland:.

3.4.1. Hucrelerden RNA elde edilmesi

Hicrelerden RNA elde etmek amaciyla High Pure RNA Isolation Kit (Roche,
Germany) kullanildi. Kltir ortamindan alinan hiicreler 300 g’de 5 dk santriftj edildi ve
uzerlerindeki sipernatant dokulerek, hticrelerin Uzerine PBS eklendi. Saf olarak elde
edilen hucrelerin Uzerlerine 400 uL binding buffer eklendi. RNA izolasyonu igin
hicrelerin (zerlerine 200 uL soguk PBS eklendi ve kisa bir santrifiij sonrasinda
suspansiyon filtreli tuplere aktarildi. 8000 g’ de 1 dk santrifiij sonunda filtrenin alt
kismindaki stipernatant dokilerek atildi. Uzerine DNAaz karisimi: (90uL DNAaz
inkiibasyon buffer + 10 uL DNAaz) eklendi. 15 dk oda isisinda bekletilen 6rneklerin
Uzerine Gzerine 500 uL buffer AV1 eklendi. Tekrar 8000 g’ de 1 dk santrifiij edildikten
sonra filtrenin alt kismindaki stipernatant dokdldi ve ornekler tzerine 500 uL buffer
AV2 eklendi. Ugiincii defa 8000 g’ de 1 dk santrifiij edildi ve yine siipernatant dokuild.
Uzerine 200 uL buffer AV2 eklendi. Son defa 8000 g’ de 1 dk santrifiij edildi, filtrenin
alt kismindaki stipernatant dokildi. Bu asamadan sonra 13000 g’ de 1 dk bos olarak

santrifuj edildi ve filtrenin alt kismindaki stpernatant dokuldi. Tupler daha 6nceden
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etiketlendirilmis 1,5 mL eppendorflara konuldu, tzerlerine 50 ul elution buffer eklendi
ve 1 dk bekletildi. 8000 g’ de 1 dk santrifiij edildikten sonra eppendorf igerisinde RNA
cokuntist kontrol edildi. RNA c¢okintist varsa filtre atildi. RNA Konsantrasyon
6lcumi Nanodrop (Thermo Scientific, USA) cihazi ile yapildi. Cihaza kor (blank)
olarak elution buffer okutuldu. Ardindan her 6rnek igin ayri ayrn 6l¢lim yapilarak
konsantrasyon kaydedildi. Son islem olarak tekrar kor okutularak cihaz kapatildi. Elde
edilen RNA ornekleri, konsantrasyonlarinin olcilmesinin ardindan cDNA eldesi icin
kullanildh.

3.4.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

RNA o6rneklerinin  kosantrasyonlari, cDNA sentezi icin kullanilacak
miktarlarinin hesaplanmas: ic¢in kullanildi. Kullanilacak miktarlar 1000 sayisinin
konsantarasyon oranina boliinmesi ile hesaplandi. Sonug¢ 10 ve Ustl ise 10 pL 6rnek
kullanildi. Sonug daha az ise miktar H,O ile 10 uL'ye tamamland:.

Elde edilen RNA o6rneklerinin cDNA'larim sentezlemek amaciyla ipsogen RT
Kit CE (Qiagen, Hilden, Germany) kullanildi. Kit igerigi ve kullanimi asagida cizelge
2'de verilmistir. Kit icerigi (RNase Inhibitér ve Reverse Transcriptase disinda) buz
tzerinde ¢ozildi. Hafifce vortekslenip kisaca santrifuj edildi. RNase Inhibitor ve
Reverse Transcriptase, kullanilacagi zaman buz tzerine ¢ikartildi. RNA drnekleri 65°C
de 5 dakika inkiibasyondan sonra hemen buz (izerine alindi. Miks RNA o6rnekleri 15 pl
uzerine dagitildi ve H,O ile toplam hacim 25 pl’ye tamamlandi. Hazirlanan RNA
orneklerinden asagidaki dongulere gore programlanan termal déngi (Palm Cycler,
India) cihazinda komplementer DNA elde edildi.

- Reverse transcriptionl 25°C, 10 dk
- Reverse transcription2 50°C, 60 dk
- Inaktivasyon 85°C, 5 dk

- Sogutma 4°C, 5 dk

Islem bitiminde sentezlenen cDNA’ lar - 20°C’ de saklandi. Daha sonra

cDNA'lar reseptor mRNA'larinin ekspresyon degisimlerini gostermek amaciyla RT-
gPCR ile amplifikasyonda kullanild:.
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Cizelge 2. cDNA sentezi icin kullanilan soltsyon (Ipsogen RT Kit ) ve RNA miktar: tablosu.

Materyal Miktar (ul)
5X Buffer/ Tampon 5
dNTP 2
Random Primer 5,25
RNase Inhibitor 0,5
Reverse Transcriptase 1
DTT 1,25
Toplam 15
RNA 1 ug

3.4.3. RT-gPCR ile Amplifikasyon

Nestin, NGF, Tubb3 mRNA ekspresyon analizleri i¢in kullanilan primerlerin
gen bolgelerinin uluslaraarasi gen kodlart asagida cizelge 3'de verilmistir. Bu miks
primerlerin her biri, arastirilmasi planlanan gruplarin elde edilen cDNA lar ile
hazirlanarak cizelge 4'de verilen amplifikasyon dongustine gére Rotor-Gene Q (Qiagen,
Germany) cihazinda amplifiye edildi. Cihazda amplifiye cDNA ile dongulere gore
dogru orantili artan florokrom prob Sybr Green'in ifadeleri (CT) yazilim programi

tarafindan saptand: ve threshold olarak da yansitildi. Boylece goruntiilenen ekspresyon

oranlar1 gercek zamanl olarak saptand.

Cizelge 3. Kullanilan miks primerleri ve gen kodlari.

Primer )
) UniGene Kod
(Qiagen,Germany)
Nes Nestin Mm.331129
NGF Nerve Growth Factor Mm.1259
Tubb3 Beta Tubulin 3 Mm.40068
B-Actin Actin, beta Mm.391967
(Housekeeping)
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Cizelge 4. RT-gPCR Amplifikasyon Déngus.

Dongi sayist | Stre Sicakhk | Déngi Nedeni

1 10 dakika 95 °C Taq polimerazin sicaklikla aktivasyonu

10 15 saniye 95 °C Saptanan florokrom prob Sybr Green

30 saniye 60 °C verilerinin toplanmasi

3.4.4. istatistik Analiz ve Fold Change Hesaplamalari

Threshold cycle (CT) degerlerinin referans gen (housekeeping gen, HKG) B-Actine gore
normalizasyonu ve fold change (katl: degisim) hesaplamalari igin asagidaki formul 6rneginden
yararlanildi. Calismamizda, buradan elde edilen CT degerleri, One Way ANOVA ve post - hoc
test Bonferroni yontemi ile istatistiksel olarak analiz edildi. istatistik analiz, kontrol disinda
gruplarin kendi aralarinda anlamlilik farklarini belirlemek icin de kullanildi.
ACT (kontrol) = CT(kontrol) — CT(HKG-kontrol)
ACT (deney grubu)=CT(deney grubu) — CT(HKG-deney grubu)
AACT = ACT(deney grubu) — ACT (kontrol)
Fold Change = 2644¢D

3.5. Deney Gruplar ve Uygulama Siralan

Deney Gruplari: Fareler deney protokoliine gore 7 gruba ayrild:.

1- Saghkh Kontrol (naive): Hicbir cerrahi islem uygulanmamais ve ilag almamis
hayvanlar ve hichir maniplasyona maruz kalmamis grup.

2- Sham: Siyatik sinir ligasyonu yapmadan cilt, ciltalti kesi uygulanip stttire
edilmis grup.

3- Noropati: Siyatik sinir ligasyonu ile néropati olusturulmus grup.

4- Noropati + Mezenkimal Kok Hicre Grubu: Siyatik sinir ligasyonu ile
noropati olusturulmus ve cerrahi islemden 24 saat sonra lezyonlu siyatik sinir
etrafinda kas igine mezenkimal hucre transplantasyonu yapilmis grup.

5- Noropati + Adrenalinle Uyanlmis Mezenkimal Kok Htiicre Grubu: Siyatik
sinir ligasyonu ile noropati olusturulmus ve cerrahi islemden 24 saat sonra
siyatik sinir etrafinda kas igine, adrenalinle uyarilmis mezenkimal kok hicre

transplantasyonu yapilmis grup.
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6- Noropati + Adrenalin + Propranolol ile Uyarilmis Mezenkimal Kok Hicre
Grubu: Siyatik sinir ligasyonu ile noropati olusturulmus ve cerrahi islemden 24
saat sonra siyatik sinir etrafinda kas igine, adrenalin+propranolol ile uyariimis
mezenkimal kok hiicre transplantasyonu yapilmis grup.

7- Noropati + Adrenalin + Fentolamin ile Uyarilmis Mezenkimal Kok Hicre
Grubu: Siyatik sinir ligasyonu ile noropati olusturulmus ve cerrahi islemden 24
saat sonra siyatik sinir etrafinda kas icine, adrenalin+fentolamin ile uyariimis

mezenkimal kok hiicre transplantasyonu yapilmis grup.

3.6. Cerrahi Operasyon

Farelerde noropatik agri olusturmak igin siyatik sinir parsiyel siki ligasyonu
(PSL) modeli kullanildi. Siyatik sinir baglama islemi dncesinde anestezi icin Ketamin
(80 mg/kg) + Xylazine (10 mg/kg) intraperitonal injeksiyon yapildi. Anestezi altina
alinan deney hayvanlari aseptik sartlar altinda fare sag bacak siyatik sinirine
ulasabilmek icin biceps femorise yaklasik 1cm'lik (siyatik sinirin arka kisminin 1/2 ila
1/3 kismi) bir kesi uygulanip kas diseksiyonu yapildiktan sonra siyatik sinir uyluk
dizeyinde ortaya cikarildi (Sekil 2). Bu islemden sonra siyatik sinir altindaki
dokulardan temizlenip egimli pens ile viicut disina esnetilerek 8.0 emilmeyen iplik ile

modele uygun diugum atildiktan sonra agilan kesi 4.0 ipek iplik ile kapatildi'®’.

Cisakssyon

Sekil 2. Kas diseksiyonu ve siyatiksinirin ortaya ¢ikarilmasi.

42



3.7. Cold PlateTesti

Allodini noropatik agrinin en énemli bulgularindandir. Normalde agrili olmayan
bir stimulusa kars1 verilen agri yamiti olarak tanimlayabilecegimiz allodiniyi
degerlendirmek icin termal veya mekanik uyaranlar kullanilabilir. Bunlardan en fazla
kullanilan1 hayvana soguk uyaran uygulanmasi sonucu hayvanin reaksiyonunu

lcmektir'®

. Calismamizda farelerde olusan monondropatiye bagl olarak olusan kronik
agny degerlendirmek icin soguk allodini testi, bunun icin de cold plate cihazi kullanild:
(Ugo Basile, Cold Plate 35100, italy). Cold Plate cihazi, etrafi seffaf silindir plastik
camla deney hayvaninin ortamdan uzaklasmasina izin vermeyecek sekilde diizenlenmis
ve +5 °C sicaklikta sabitlenebilen dairesel metal plakadan olusmaktadir (Sekil 3).
Cihaza bagl pedal ile kontrol edilen otomatik zaman sayaci, plaka Uzerine birakilan
deney hayvanimin belirli davranislarindan birini sergileyene kadar gecen sireyi
belirlemektedir. Gozlemsel olarak bu sireyi belirlemede kullanilan davranislarindan
birisi monondropati olusturulmus pengenin sallanmas: veya arka penceleri (izerinde
ayaga kalkmasidir. Diger bir hareket ise yine arka penceleri lzerinde kalkip silindir

cama ©6n pengelerini dayayarak durmasidir'®'%*

Calismamizda, bahsedilen bu
davraniglardan herhangi birini sergileyene kadar gecen slre saniye (sn) cinsinden
belirtilmis ve cold plate latensi olarak (CPL) tanimlanmistir. Her fare bir uygulamada

kullanildi.

Sekil 3. Cold plate cihazi.
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3.8. Rotarod Testi

Rotarod testi; performansi, direnme gicuni, denge ve koordineli hareketleri
degerlendirmede kullanilan bir yéntemdir''®. Test’in esast; sabit hizda dénen bir cubuk
Uzerinde, deney hayvaninin dusmeden kalis slresinin 6lgilmesidir. Test diizenegi
kabaca 4 veya daha fazla bolmeyle birbirinden ayrilmis en az 5 cm c¢apinda bir gubuk,
bu cubugun hizint ayarlayan elektrikle calisan bir motor sistemi ve gubugun altina
yerlestirilmis olan bir 1zgaradan olusmaktadir. Her bir disk dijital saate sahiptir. Bu saat;
saat, dakika, saniye ve salise duzeyinde sureyi 6lgebilmektedir. Dijital saat, deney
hayvani cihazdan dustigl an, otomatik olarak duracak sekildedir. Disklerin hizi: 16, 20,
24, 28 ve 32 tur/dk olacak sekilde ayarlanabilir 6zelliktedir (Sekil 4). Calismamizda
denekler dakikada, 32 tur/dk olacak sekilde donen platformun Ustline yerlestirildi (Ugo
Basile, Rotarod 7600, italy). Her hayvan icin cut—off siiresi 120 sn olarak belirlendi.
Olcim sonucunda, platform Ustinde donen hayvanin spontan aktivitesindeki
degisiklikler ve motor koordinasyon hareketleri, yapilan tum &lglimlerin ortalamasi
alinarak degerlendirildi. Test sliresince deneklerin donen ¢ubuk Uzerinde kalis stresi

aletin otomatik sayaci ile saniye hassasiyetiyle kaydedildi**.

Sekil 4. Rotarod Cihazi

3.9. Histopalojik inceleme
3.9.1. Isik Mikroskobi Ydntemleri

Siyatik sinir ve kas ornekleri, %10 luk formalin icerisine alinarak oda 1sisinda

48-72 saat sureyle tespit edildi. Daha sona formalini uzaklastirmak igin su ile yikanir ve
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Leica Ototeknikon (Germany) otomatik doku takip cihazi ile 1s1tk mikroskobik doku
takipleri yapildi. Parafin igerisine gdmdulerek bloklandi. Daha sonra bloklardan 5 pm

kalinliginda kesitler alinarak Hematoksilen-Eozin ile boyandi.

3.9.2. Elektron Mikroskobi Yontemleri

Siyatik sinir %5 lik gluteraldehit soliisyonuna alindi. 1 saat bekletildikten sonra
disci mumuyla kapli petri Gzerinde 1 mm3 lik parcalara ayrildi. Dokular gluteraldehit
sollisyonunda 3 saat daha tespit edildi. Millonig fosfat tamponunda iki kere 10’ar dk
yikanarak %1 lik osmium tetraoksit sollisyonunda ikinci defa tespit edildi. Daha sonra
dokular yine fosfat tamponu ile iki kez 10’ar dk yikanarak ve asagidaki siraya gore
dehidrate edildi.

% 50 Etil alkolde + 4° C’de 15 dakika
% 70 Etil alkolde + 4° C’de 15 dakika
% 86 Etil alkolde + 4° C’de 15 dakika
% 96 Etil alkolde + 4° C’de 15 dakika
% 100 Etil alkolde + 4° C’de 15 dakika
%100 Etil alkolde + 4° C’de 15 dakika

%100 Etil alkolde 15 dakika (oda 1s1s1)
Propilen oksitte 15 dakika (oda 1s1s1)
Propilen oksitte 15 dakika (oda 1s151)

Propilen oksit + gdmme materyali 30 dakika
Propilen oksit + gdmme materyali 30 dakika

Daha sonra dokular ggmme materyali (rezin) bulunan ttiplere alindi1 ve bir gece

rotatorda dondurildu.

GOmme Materyali:
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Avraldit CY 212 20 mi

Sertlestirici HY 964 20 ml
Hizlandirici DY 064 0.6 ml
Plastiklestirici — Dibdtil Fitalat 1ml

Ertesi gin doku parcalar: 00 polietilen kapsullere gémulerek ve 60° C etlivde 48
saat sure bekletildi. Etlivden ¢ikarilarak sogumaya birakildi ve bloklardan Reichert
Ultracut S ultramikrotomu ile 50 nm kalinliginda kesitler alinir. Kesitler bakir gridlere
alinarak ve uranil asetat ve Reynolds’un kursun sitrat soltisyonlar: ile boyandi. Boyanan
kesitler, JEOL JEM 1400 transmisyon elektron mikroskobu (Japan) ile incelenerek ve
dijital resimleri elde edildi.

Butun bulgular Graphpad Prisma istatiksel analiz yontemiyle One-way Anova ve
student-t test ile degerlendirildi.

3.9.3. Histomorfometri Yontemleri

Elektron mikroskobik doku takip yontemi ile hazirlanan siyatik sinir doku
bloklarindan, ince kesitlerin hazirlanmasindan 6nce, 1um kalinliginda yar: ince kesitler
alindi. Kesitler toluidin mavisi ile boyandi ve Olympus BX53 (Tokyo-Japanya) i1sik
mikroskobunda incelendi. Mikroskoba bagli Cell Sense Standard software analiz
programi kullanilarak, ortalama miyelinli sinir liflerinin sayilar1 ve akson caplar

8lculda.
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4. BULGULAR

4.1. Mezenkimal Kok Hucrelerin Dil ile Isaretlenmesi
Soleus kasindan doku kesitleri alinarak floresan mikroskobisi ile incelendi.
Vybrant Dil ile boyali MKH’lerin hasarli doku igerisine yerlestigi gosterildi.

A

Sekil 5. A. Sinir dokusu icerisine yerlesen Vybrant Dil ile iseretli MKH'ler. B. Soleus kas dokusu
icerisine yerlesen Vybrant Dil ile iseretli MKH'ler. X40

4.2. MKH Orneklerinin Akan Hucre Olcer ile Yizey Belirtecleri Analiz

Olgumleri

Calismada kullanilan 6rnekler tglncl pasajda akan hiicre 6lger ile MKH hiicre
yuzey belirtecleri acisindan analiz edildi. Bu hicreler hematopoetik belirtecler olan
CD34, CD45 yonunden negatif, MKH hiicrelerinin tanimlanmasinda kullanilan adezyon
belirtecleri olan, CD73, CD105 yoniinden pozitif olarak belirlendi (Sekil 6).
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Sekil 6. Akan Hiicre dlger. A. CD45/CD34 ydninden negatif. B. CD105/ CD73 yonlinden pozitif.

4.3. MKH’lerin In-Vitro Adipojenik ve Osteojenik Farklilasmasi

MKH’lerin mikroskobik incelemeleri sonucunda; normal MKH gorintisi ile
adipojenik (Oil Red O ile boyali) ve osteojenik farklilasma (Alizarin Red S ile boyali)
gorintdleri tespit edilmistir (Sekil 7).

B C

Sekil 7. MKH’lerin mikroskobik incelemeleri. A: Normal MKH, B: Adipojenik farklilasmis hucreler.

C: Osteojenik farklilasmis hiicreler.
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4.4, Cold Plate Latensi (CPL)

Cerrahi operasyon ile siyatik sinir ligasyonu yapilan hayvanlar, dis gorinusleri
ve kilolar1 agisindan tim deneyler boyunca takip edildi, gruplar arasinda anlaml fark
bulunamad: (bulgular gosterilmedi). Gruplarin cold plate latensileri ndropati ve sham
operasyonu yapildiktan sonra 4, 6, 8 ve 10. haftalarda 6l¢ulda.

CPL testinin 4.hafta sonuglari; Kontrol grubunda (KG) 8,7+2,05, Sham
grubunda 7,86+1,18, Noropati grubunda (N) 4,65+0,76, Noropati MKH (N.MKH)
grubunda 6,42+1,34, Noropati MKH + Adrenalin (N.MKH + A.) grubunda 6,09+0,98,
Noropati MKH + Adrenalin+ Propranolol (N.MKH + A.+P.) grubunda 5,93%1,25,
Noropati MKH + Adrenalin + Fentolamin (N.MKH +A.+F.) grubunda 4,75+1,01 olarak
belirlendi. CPL degerlerinin kontrol ve sham gruplari arasinda anlamli olarak fark
bulunmamasi, sham grubunda allodini olusmadigini1 géstermektedir. Bu nedenle sonraki
degerlendirmelerde karsilastirma grubu olarak sadece kontrol grubu kullaniimistir.
Noropati grubunda CPL degerlerinin, kontrol grubuna goére anlaml: sekilde azaldig:
belirlendi. Bu bulgular deney gruplarindaki hayvanlarda cerrahi islem sonrasinda
ndropati ve noropatiye bagl allodini gelistigini ortaya koymaktadir. N.MKH, N.MKH +
A. ve NNMKH + A.+P. uygulanan gruplarda CPL siresinin ndropati grubuna gore
anlaml olarak arttig1 tespit edildi. NN\MKH +A.+F. grubu ise ndropati grubuyla
karsilastirildiginda CPL’nin degisimi anlamli bulunmadi N.MKH + A.+F. grubunun
CPL degerlerinin N.MKH, N.MKH + A. ve N.MKH + A.+P. gruplarina gore anlaml
olarak az oldugu tespit edildi (Sekil 8).
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Cold Plate 4. Hafta
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Sekil 8. Kontrol, Sham, Noropati, N MKH, N.MKH+A, N.MKH+A+P, N.MKH+A+F gruplarinin Cold
Plate Latensileri; *: Kontrol grubundan anlamli olarak farkli (p<0.05). ~: Néropati grubundan
anlaml olarak farkl (p<0.05).+ : NNMKH, NNMKH + A. ve NNMKH + A.+P. gruplarindan
anlamli olarak farkl: (p<0.05).

TUm deney gruplarinda 6.hafta CPL testiyle yapilan 6l¢im sonuclari sirasiyla;
Kontrol grubunda 8,91+1,42, Sham grubunda 7,39+1,33, Néropati grubunda 4,97+0,78,
N.MKH grubunda 6,74+1,11, NNMKH + A. grubunda 6,53+0,66, NNMKH + A.+P.
grubunda 6,25+1,25, N.MKH + A.+F. grubunda 5,9+0,55 olarak belirlendi. Kontrol
grubuna gore diger tim gruplarda CPL’nin anlamli bir duslis gosterdigi gozlendi.
N.MKH, NNMKH + A., NMKH + A+P. ve NNMKH + A.+F. gruplarinda CPL
degerlerinin néropati grubuna gére anlaml arttigi bulundu. N.MKH + A.+F. grubunun
CPL degerlerinin N.MKH, N.MKH + A. ve N.MKH + A.+P. gruplarina gére anlamh
sekilde az oldugu tespit edildi (Sekil 9). Bu bulgu 6.hafta adrenalin+ fentolaminle
induklenmis MKH’nin allodini tzerindeki etkisinin MKH’ye gore daha az oldugunu

bize gostermektedir.
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Cold Plate 6. Hafta
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Sekil 9. Kontrol, Sham, Noropati, N.NMKH, N.MKH+A, N.MKH+A+P, N.MKH+A+F gruplarinin Cold
Plate Latensileri; *: Kontrol grubundan anlaml olarak farkli (p<0.05). ~: Néropati grubundan
anlamlh olarak farkli (p<0.05). +: NNMKH, N.MKH + A. ve N.MKH + A.+P. gruplarindan
anlamli olarak farkli (p<0.05).

CPL testi 8.hafta sonuglarina gore; Kontrol grubunda; 8,38+2,01 iken, Sham
grubunda 7,5+1,49, Noropati grubunda 5,05+0,85, N.MKH grubunda 7,01%0,95,
N.MKH + A. grubunda 6,88+1,52, N.MKH + A.+P. grubunda 6,46+0,97, N.MKH +
A.+F. grubunda 5,85+0,69 oldugu belirlendi. Kontrol grubuna gére néropati grubunda
CPL’nin anlamli bir azalma gosterdigi gozlendi. Noropati grubuna gore; N.MKH,
N.MKH + A., N.MKH +A.+P. ve N.MKH + A.+F. gruplarindaki CPL’de anlaml artis
bulundu. NNMKH + A.+F. grubunun CPL degerlerinin NNMKH, N.MKH + A. ve
N.MKH + A.+P. gruplarina gére anlamli sekilde az oldugu tespit edildi (Sekil 10). Bu
bulgu 8.hafta adrenalin+ fentolaminle indiklenmis MKH’nin allodini Gzerindeki

etkisinin MKH’ye gore daha az oldugunu bize gostermektedir.
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Cold Plate 8. Hafta
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Sekil 10. Kontrol, Sham, Noropati, N.MKH, N.MKH+A, N.MKH+A+P, N.MKH+A+F gruplarinin Cold
Plate Latensileri; *: Kontrol grubundan anlamli olarak farkl (p<0.05). ~:N6éropati grubundan
anlaml: olarak farkli (p<0.05). +: N.MKH, N.MKH + A. ve N.MKH + A.+P. gruplarindan
anlaml olarak farkl (p<0.05).

CPL testi 10.hafta sonuclarina goére; Kontrol grubunda 8,65+0,84 iken, Sham
grubunda 7,92+0,69, Noropati grubunda 5,23+1,14, N.MKH grubunda; 7,42+0,43,
N.MKH + A. grubunda 7,3+0,49, N.MKH +A.+P. grubunda 7,12+0,59, N.MKH
+A.+F. grubunda 6,32+0,59 oldugu belirlendi. Kontrol grubuna gére, ndéropati grubunda
CPL 6l¢iiminde anlaml: azalma tespit edildi. Noropati grubuna gére; N.MKH, N.MKH
+ A., NNMKH +A+.P. ve N.MKH +A.+F. gruplarinda CPL degerlerinde anlaml artis
bulundu. NNMKH + A.+F. grubunun CPL degerlerinin NNMKH, N.MKH + A. ve
N.MKH + A.+P. gruplarina gére anlamli sekilde az oldugu tespit edildi (Sekil 11). Bu
bulgu 10.hafta adrenalin+ fentolaminle indiklenmis MKH’nin allodini (zerindeki

etkisinin MKH’ye gore daha az oldugunu bize gostermektedir.
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Cold Plate 10. Hafta
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Sekil 11. Kontrol, Sham, Néropati, N.MKH, N.MKH+A, N.MKH+A+P, N.MKH+A+F gruplarinin Cold
Plate Latensileri; *: Kontrol grubundan anlamh olarak farkl: (p<0.05). ~: Noéropati grubundan
anlamh olarak farkh (p<0.05). +: NNMKH, N.MKH + A. ve NNMKH + A.+P. gruplarindan
anlaml olarak farkl (p<0.05).

4.5. Rotarod Testi

Rotarod testi; sabit hizda donen bir cubuk Uzerinde, deney hayvaninin diismeden
kalis slresinin 6lculmesi ve motor koordinasyon hareketlerinin degerlendirmesi igin
yapildi. Gruplarin rotarod testi, néropati ve sham operasyonu yapildiktan sonra 4, 6, 8
ve 10. haftalarda dlculdd.

Rotarod Test’inde 4.haftada elde edilen sonuclar sirasiyla; Kontrol ve Sham
grubunda 120 sn iken, Noropati grubunda 42,4+12,6 sn, N.MKH grubunda 58,8+14,1
sn, NNMKH + A. grubunda 58£18,3 sn, NN\MKH + A.+P. grubunda 57,6+19,2 sn,
N.MKH +A.+F. grubunda 59,2+23,3 sn oldugu belirlendi. Bulgular néropati grubunun
motor fonksiyonlarinin  kontrol grubuna gbre anlamli bir sekilde azaldigim
gostermektedir. N.MKH, N.MKH +A. ve N.MKH +A.+P. gruplari, néropati grubuyla
karsilastirildiginda motor fonksiyonlarin kismi diizeldigi bulundu (Sekil 12).
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Rotarod 4.Hafta
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Sekil 12. Kontrol, Sham, Noropati, N.MKH, N.MKH+A, N.MKH+A+P, N.MKH+A+F gruplarinn,
Rotarod zamani; *: Kontrol grubundan anlamli olarak farkli (p<0.05). ~: Noropati grubundan

anlaml olarak farkli (p<0.05).

Rotarod Testi’nde 6.haftada motor fonksiyonlarin sonuglar: sirasiyla; Kontrol
grubunda 114,8+10,2 sn, Sham grubunda 110,9+13,1 sn, N6ropati grubunda 55,3+£12,6
sn, N.MKH grubunda 78,1£13,5 sn, N.MKH + A. grubunda 83,8+27,1 sn, N.MKH +
A.+P. grubunda 76,5+9,6 sn, N.MKH + A.+F. grubunda 79,7£15,7 sn olarak tespit
edildi. Noropati grubunda motor fonksiyonlarin kontrol ve sham gruplarina gére anlaml
sekilde azaldig1 belirlendi. NNMKH, N.MKH + A., NNMKH + A.+P. ve N.MKH +
A.+F. gruplarinda ise noropati grubuna gére motor fonksiyonlarin kismi duzeldigi
gosterildi (Sekil 13).
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Rotarod 6.Hafta
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Sekil 13. Kontrol, Sham, Noropati, N.MKH, N.MKH+A, N.MKH+A+P, N.MKH+A+F gruplarinin
Rotarod zamani; *: Kontrol grubundan anlamli olarak farkli (p<0.05). ~: Noropati grubundan

anlaml olarak farkl (p<0.05).

Rotarod Testi’nde 8.haftada motor fonksiyonlarin sonuclar sirasiyla; Kontrol
grubunda 118,7£2,4 sn, Sham grubunda 114,5+11,5 sn, Noropati grubunda 68,4+13,8
sn, N.MKH grubunda 85,9+17,1 sn, N.MKH + A. grubunda 86,9+£19,9 sn, N.MKH +
A.+P. grubunda 84,6£17,7 sn, N.MKH + A.+F. grubunda 83,7+14,3 sn olarak 6l¢tldu.
NOropati grubunun motor fonksiyonlarinda, kontrol ve sham gruplarina gére anlaml
bir azalma belirlendi. NNMKH, N.MKH + A., NNMKH + A.+P. ve NNMKH + A.+F.
gruplarinda motor fonksiyonlarin néropati grubuna gére anlamli sekilde arttigi bulundu
(Sekil 14).
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Rotarod 8.Hafta
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Sekil 14. Kontrol, Sham, Noéropati, N.MKH, N.MKH+A, N.MKH+A+P, N.MKH+A+F gruplarinn,
Rotarod zamani; *: Kontrol grubundan anlaml: olarak farkli (p<0.05). ~: Noropati grubundan

anlaml olarak farkl (p<0.05).

Rotarod Testiyle 10.haftada motor fonksiyonlarin sonuclar: sirasiyla; Kontrol
grubunda 116,6+5,7 sn iken, Sham grubunda 115,2+8,1 sn, NOropati grubunda
72,8+13,2 sn, N.MKH grubunda 98,7+19,8 sn, N.MKH + A. grubunda 97,6+23,1 sn,
N.MKH + A.+P. grubunda 95,8+21,3 sn, N\MKH + A.+F. grubunda 92,7+17,3 sn
oldugu belirlendi. No6ropati grubunda motor fonksiyon siresinin, kontrol ve sham
gruplarina gore anlaml: azaldig: tespit edildi. N.MKH, N.MKH + A., N.MKH + A.+P.
ve N.MKH +A.+F. gruplarinda motor fonksiyonlarin néropati grubuna gore anlaml
arttigi bulundu (Sekil 15).
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Rotarod 10.Hafta
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Sekil 15. Kontrol, Sham, Noéropati, N.MKH, N.MKH+A, N.MKH+A+P, N.MKH+A+F gruplarinin,
Rotarod zamani; *: Kontrol grubundan anlaml: olarak farkl: (p<0.05). ~: Néropati grubundan

anlaml olarak farkli (p<0.05).

4.6. Histopatolojik Bulgular

4.6.1. Isik Mikroskobik Bulgular

Grup 1: Kontrol Grubu

Hicbir cerrahi islem veya ila¢ uygulamasina maruz birakilmayip normal
laboratuvar kosullarinda yasatilan bu gruba ait kas dokusunun 1sik mikroskobik olarak
incelemesinde; periferal yerlesimli cok sayida ¢ekirdege sahip olan her bir kas lifinin,
tamamen normal histolojik yapida oldugu gorildid. Her bir kas lifini saran ince bag
dokusu yapisindaki endomisyumda kiglk kan damarlari, bag dokusu hicreleri ve kas
liflerine paralel seyreden sinir lifleri izlendi. Kas liflerinin biraraya gelmesiyle olusan
fasikiller daha kalin bir bag dokusu olan perimisyum ile sariliydi. Perimisyumda daha

genis kan damarlar ve sinir lifleri bulunmaktaydi.
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Sekil 16. Kontrol grubundan ahinan ¢izgili kas dokusunun enine kesitinin 11k mikroskobik goérintusi.
Poligonal sekilli kas hicrelerinin (Kh) periferal yerlesimli ¢cok sayida ¢ekirdege (oklar) sahip

olduklar1 izlenmektedir. P, Perimisyum. Hematoksilen-Eozin. Bar: 100 um.

Sekil 17. Kontrol grubundan alinan ¢izgili kas dokusunun boyuna kesitinin 1s1tk mikroskobik gorintisu.
Kas liflerinin periferal yerlesimli cekirdekleri (oklar) tamamen normal yapida izlenmektedir.
Fasikulleri saran perimisyumda (P) bag dokusu lifleri ve fibroblastlarin ¢ekirdekleri (ok baslari)

ayirtedilmektedir. Hematoksilen-Eozin. Bar: 50 pum.
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Grup 2: Sham Grubu

Siyatik sinir ligasyonu yapmadan cilt, ciltalti kesi uygulanip sutlre edilen bu
gruba ait kas dokularinin 11k mikroskobik incelemesinde; kontrol grubuna benzer
sekilde ¢ok sayida periferal cekirdege sahip normal gorinimli kas lifleri izlendi. Her

bir kas lifini saran endomisyum ile kas fasikillerini saran perimisyum normal
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Sekil 18. Sham grubundan ahnan ¢izgili kas dokusunun enine Kesitinin 1s1k mikroskobik goérintisu.

Poligonal sekilli kas hiicrelerinin (Kh) periferal yerlesimli ¢ok sayida cekirdege (oklar) sahip

olduklar1 izlenmektedir. P, Perimisyum. Hematoksilen-Eozin. Bar: 100 pum.
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Sekil 19. Sham grubundan alinan ¢izgili kas dokusunun boyuna kesitinin 11k mikroskobik gérintisa.

Kas liflerinin periferal yerlesimli gekirdekleri (oklar) normal yapida izlenmektedir. Normal
gorintmlu perimisyum (P) bag dokusu lifleri ve fibroblastlarin gekirdekleri (ok baslari)
icermektedir. Hematoksilen-Eozin. Bar: 50 pm.

Grup 3: Néropati Grubu

Siyatik sinir ligasyonu ile néropati olusturulan bu gruba ait deneklerin kas
dokularinin 11k mikroskobik incelemesinde; kas liflerinin periferal yerlesimli
cekirdeklerinde piknotik degisikliklere rastlandi. Ferdi kas liflerinin ve fasikullerin
organizasyonlarinda diizensizlikler ile birlikte inflamatuvar hicre birikimi dikkati cekti.

Ayrica fasikulleri cevreleyen perimisyumda bag dokusu miktarinin arttigi goruldi.
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Sekil 20. Néropati grubundan alinan c¢izgili kas dokusunun enine kesitinin 1s1k mikroskobik goérintiisi.
Kas hicrelerinin (Kh) periferal yerlesimli cekirdekleri (oklar) ve onlar1 saran perimisyum (P)
gorulmektedir. Kas dokusunda yogun inflamatuvar reaksiyon (*) izlenmektedir. Hematoksilen-
Eozin. Bar: 50 pm.
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Sekil 21. Noéropati grubundan alinan ¢izgili kas dokusunun boyuna kesitinin 11k mikroskobik goérintiisi.

Kas liflerinin organizasyonunun bozuldugu gorilmektedir. Periferal yerlesimli hiicre
cekirdeklerinin (oklar) c¢ogu alanda piknotik degisiklikler gosterdigi izlenmektedir. P,

Perimisyum. Hematoksilen-Eozin. Bar: 50 pm.

Grup 4: Néropati + MKH Grubu

Siyatik sinir ligasyonu ile néropati olusturulduktan sonra siyatik sinir etrafindaki
soleus kasi icine mezenkimal kok hicre transplantasyonu yapilan bu grup deneklerin
kas dokularinin 1s1k mikroskobik incelemesinde; kas lifi organizasyonlarinin birgok
alanda duzensiz oldugu dikkati cekti. Kas hicrelerinin periferal yerlesimli
cekirdeklerinde piknotik degisikliklerin devam ettigi gorildi. Kas dokusunda
inflamatuvar hicre birikimi goriilmekle birlikte sadece néropati uygulanan gruba gore

bu degisikliklerin nispeten azalmis oldugu izlendi.
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Sekil 22. Noropati + Mezenkimal kdk hiicre grubundan alinan ¢izgili kas dokusunun enine kesitinin 11k
mikroskobik goruntisu. Periferal yerlesimli hiicre cekirdeklerinin bazi alanlarda piknotik
degisiklikler sergiledigi gorilmektedir. Kas dokusunda inflamatuvar hicre birikimi (%)

izlenmektedir. Hematoksilen-Eozin. Bar: 50 um.
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Sekil 23. Néropati + Mezenkimal kok hiicre grubundan alinan ¢izgili kas dokusunun boyuna kesitinin 1sik
mikroskobik gorintusi. Kas lifi organizasyonunda diizelme ile birlikte inflamatuvar hiicre
birikiminde azalma gorulmektedir. Piknotik degisiklikler sergileyen periferal yerlesimli kas
hicresi gekirdekleri (oklar) izlenmektedir. Hematoksilen-Eozin. Bar: 100 pm.

Grup 5: Néropati + Adrenalin ile Uyanimis MKH Grubu

Siyatik sinir ligasyonu ile néropati olusturulduktan sonra siyatik sinir etrafindaki
soleus kasi igine adrenalin ile uyarilmis mezenkimal kok hiicre transplantasyonu yapilan
bu gruptaki deneklerin soleus kasi 1sik mikroskobik incelemesinde; kas liflerinin
organizasyonlarinin  dizenli oldugu ve kas hicrelerinin periferal yerlesimli
cekirdeklerinde piknotik degisikliklerin belirgin olarak azalmis oldugu goraldd. Ayrica
noropati ve mezenkimal kok hicre transplantasyonu uygulanan tim gruplara oranla bu
grupta kas dokusunda inflamatuvar hicre birikiminde ve inflamasyon degisikliklerinde

belirgin bir azalmanin oldugu dikkati cekti.
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Sekil 24. Noropati + Adrenalin ile uyarilmis mezenkimal kok hiicre grubundan alinan ¢izgili kas
dokusunun boyuna kesitinin 151k mikroskobik gérintusi. Kas hicrelerinin (Kh) normal
yapidaki periferal yerlesimli c¢ekirdekleri (oklar) goértlmektedir. P, Perimisyum. Kh, Kas
hicresi. Hematoksilen-Eozin. Bar: 100 pm.

Grup 6: Noropati +Adrenalin +Propranolol ile Uyarilmis MKH Grubu

Siyatik sinir ligasyonu ile néropati olusturulduktan sonra siyatik sinir etrafindaki
soleus kasi igine adrenalin + propranol ile uyarilmis mezenkimal hiicre transplantasyonu
yapilan bu grup deneklerin soleus kasi 1s1k mikroskobik incelemesinde; kas liflerinin
periferal yerlesimli cekirdeklerinde bazi alanlarda piknotik degisikliklerin varlig
dikkati cekti. Kas lifi organizasyonlarinin bazi alanlarda dizensiz oldugu izlendi. Kas
liflerinin biraraya gelmesiyle olusan fasikilleri saran perimisyumda, bag dokusu
miktarinin kontrol grubuna benzer nitelikte oldugu gorildu. Adrenalinle uyarilmis
MKH grubuyla kiyaslandiginda inflamatuvar degisikliklerin bu grupta daha fazla
oldugu dikkati cekti.
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Sekil 25. N6ropati + Adrenalin + Propranol ile uyarilmis mezenkimal kdk hiicre grubundan alinan ¢izgili
kas dokusunun boyuna kesitinin 1s1k mikroskobik goriintisi. Piknotik degisiklikler sergileyen
periferal yerlesimli ¢ekirdege (oklar) sahip kas lifleri izlenmektedir. Bazi alanlarda inflamatuvar
hiicrelere (*) rastlanilmaktadir. Hematoksilen-Eozin. Bar: 50 pm.

Grup 7: Néropati + Adrenalin + Fentolamin ile Uyarilmis MKH Grubu

Siyatik sinir ligasyonu ile néropati olusturulduktan sonra sinir etrafindaki soleus
kasi icine adrenalin + fentolamin ile uyarilmis mezenkimal hicre transplantasyonu
yapilan bu grup deneklerin soleus kasi 1sik mikroskobik incelemesinde, N.MKH+
adrenalin, N.MKH-+adrenalin+propronalol gruplarina oranla bu gruba ait dokularda,
bircok alanda kas liflerinin periferal yerlesimli ¢ekirdeklerinde piknotik degisikliklerin

varhg, kas lifi organizasyonlarinda diizensizliklerin oldugu goralda.
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Sekil 26. Noropati + Adrenalin + Fentolamin ile uyarilmis mezenkimal kok hicre grubundan alinan

cizgili kas dokusunun boyuna kesitinin 11k mikroskobik gorintlisi. Bazi alanlarda kas lifi
organizasyonunda dlzensizlikler gorilmektedir. Piknotik degisiklikler sergileyen kas hiicresi
cekirdekleri (oklar) izlenmektedir. P, Perimisyum. Hematoksilen-Eozin. Bar: 100 pm.

4.6.2. Soleus Kasi Elektron Mikroskobik Bulgular

Grup 1: Kontrol grubu

Hicbir deneysel islem uygulanmamis normal kontrol grubuna ait kas dokularinin
elektron mikroskobik olarak degerlendirilmesinde iskelet kasi liflerinin distan
sarkolemma ile sarili olduklar: goriildi. Sarkolemmanin altinda periferal yerlesimli ¢ok
sayida hucre ¢ekirdegi bulunmaktaydi. Bir veya iki adet ¢ekirdekcik iceren cekirdegin
normal ince yapida oldugu ayirt edildi. Sarkoplazmada miyofibrillerin aralarinda ¢ok

sayida diz endoplazmik retikilim (sarkoplazmik retikilim), mitokondriyonlar,
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grantler endoplazmik retikalum, lizozom ve serbest ribozomlar go6zlendi.
Sarkoplazmadaki bu organellerin normal ince yapida olduklar: ayirt edildi. Bunlara ek
olarak sarkoplazma icerisinde glikojen partikulleri ve az sayida lipid damlaciklar: da yer
almaktaydi. Miyofibrillerin longitudinal kesitlerde enine cizgilenmeler gosterdigi, bu
enine cizgilenmelerin agik olan | bandi ve koyu olan A bandi seklinde duzenlendigi
goralda. 1 bandinin ortasinda elektron dens transvers bir ¢izgi olan Z bandi izlendi.
Koyu olan A bandinin ortasinda, daha az yogun olan H bandi ve bu bandin da ortasinda
yerlesen M c¢izgisi gozlendi. Komsu iki Z band: arasinda c¢izgili kasin kasilma birimi
olan sarkomerin normal yapida oldugu goéruldi. Kas hiicrelerinin etrafinda yer alan
endomisyum icerisinde fibroblastlar ve kapiller damarlarin varhg: da gozlendi (Sekil
27).

Sekil 27. Kontrol grubuna ait kas dokusunun elektron mikroskobik gériinimi. Hicre gekirdeginin (C)

normal kromatin diizenlenmesi izlenmektedir. Mitokondriyonlarin (m) kristalart normal ince
yapisimt korumaktadir. Kasilma birimi olan sarkomerler iki Z band: arasinda izlenmektedir.

Bar: 1 pm.
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Grup 2: Sham Grubu

Bu gruba ait kas dokularinin elektron mikroskobik olarak degerlendirilmesinde
cizgili  kas liflerinin  periferal yerlesimli c¢ekirdeklerinin  normal kromatin
duzenlemesiyle ince yapilarint  korumus olduklari izlendi. Sarkoplazmada

mitokondriyonlar ve sarkoplazmik retiktlimlar normal yapida ayirt edildi. Miyofibril

organizasyonlarinin dizenli oldugu, miyofibrillerin aralarinda glikojen partikillerinin
varhig: dikkati gekti (Sekil 28).

Sekil 28. Sham grubuna ait kas dokusunun elektron mikroskobik gérinimd. Mitokondriyonlar (m) ve
sarkoplazmik retikilim (oklar) normal ince yapidadir. Komsu iki Z bandi arasinda sarkomerler

izlenmektedir. Bar: 0,5 um.

Grup 3: Néropati Grubu

Noropati olusturulduktan sonra higbir tedavi uygulanmayan bu gruba ait kas
dokularinin  elektron  mikroskobik olarak degerlendirilmesinde ¢ogu alanda
miyofibrillerin  yapisal organizasyonlarinin  bozulmus oldugu gorildi. Hdcre
cekirdeklerinde heterokromatin artisi ve piknotik degisiklikler dikkati cekti.
Sarkoplazmada 0zellikle mitokondriyon kristalarinda harabiyet, sarkoplazmik
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retikiilimde genislemeler gibi dejeneratif degisiklikler ayirt ediciydi. Mitokondriyonlara

yakin yerlesimli olarak lipid damlaciklarinda artis oldugu da dikkati ¢ekti (Sekil 29).

05 pum
—

Sekil 29. Néropati grubuna ait kas dokusunun elektron mikroskobik goérinimi. Hiicre ¢ekirdeginde (C)
heterokromatin artis1 dikkati cekmektedir.  Mitokondriyon (m) kristalarinda harabiyet

izlenmektedir. Bar: 0,5 um.

Grup 4: Néropati + MKH Grubu

Noropati olusturulduktan sonra mezenkimal kék hiicre transplantasyonu yapilan
bu gruba ait kas dokularinin elektron mikroskobik olarak incelenmesinde néropati
uygulanan grupla karsilastirildiginda daha hafif olmakla birlikte, bazi alanlarda kas
liflerinde cekirdekte heterokromatin artisi ve sitoplazmik organellerde dejeneratif
degisikliklerin varlig: izlendi. Miyofibril organizasyonunda bozulmalar bu grupta da
ayirt edildi. Bununla birlikte, bu dejeneratif degisikliklerin sadece ndropati uygulanan
gruba oranla nispeten azalmis oldugu gozlendi. Sarkoplazmada lipid damlaciklarindaki
artis ilgi cekiciydi. Ayrica kas liflerinde sarkoplazmik retikiilimde genislemeler sonucu

vakuolizasyonun varligina bu grupta da rastland: (Sekil 30).
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Sekil 30. Néropati MKH grubuna ait kas dokusunun elektron mikroskobik gériinimi. Sarkoplazmada

lipid damlaciklarimin varligi (L) izlenmektedir. Mitokondriyonlar; m, sarkoplazmik retikilim

ise oklarla gosterilmistir. Bar: 0,5 pm.

Grup 5: Noropati +Adrenalin ile Uyanlmis MKH Grubu

Noropati olusturulduktan sonra adrenalin ile uyarilmis mezenkimal kok hicre
transplantasyonu yapilan bu gruba ait kas dokularinin elektron mikroskobik
incelenmesinde bazi kas liflerinde, cekirdek ve sitoplazmik organellerde fokal
dejenerasyon belirtileri  gorulmekle birlikte, kas liflerinin ince yap1 ve
organizasyonlarinin genellikle korunmus oldugu dikkati cekti. Baz1 mitokondriyonlarin
kristalarinda hafif degisiklikler, sarkoplazmik retikilimde genislemeler izlenmekle
birlikte bu degisiklikler tim gruplara oranla azalmisti. Miyofibrillerin organizasyonlar

tim gruplara oranla bu grupta daha diizenli olarak izlendi (Sekil 31).
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Sekil 31. Noropati + MKH+Adrenalin grubuna ait kas dokusunun elektron mikroskobik gortinumda.

Sarkoplazmadaki mitokondriyonlar (m) krista ve membranlar: ile ¢ogu alanda normal ince
yapida izlenmektedir. Sarkoplazmik retikilim normal olarak ok ile isaretli alanlarda
gorilmektedir. Bar: 0,5 pm.

Grup 6: Noropati + Adrenalin + Propronalol ile Uyarilmis MKH Grubu

Bu gruba ait kas dokularinin elektron mikroskobik olarak incelenmesinde kas
liflerinin periferal kisimlarinda yerlesen hiicre cekirdeklerinde heterokromatin artisi ile
birlikte bazi alanlarda piknotik degisikliklerin varlig: izlendi. Sarkoplazmada bazi
mitokondriyonlarda krista harabiyeti, sarkoplazmik retikiilimde vakuolizasyon gibi
dejeneratif degisiklikler gorulmekle birlikte ¢ogu alanlarda organellerin normal ince
yapilarint  korumus oldugu gorildid. Bunun yanmisira sarkoplazmada glikojen
pertikillerinde artis ayirt ediciydi. Noropati ve ndropati + MKH gruplarina oranla bu
grupta miyofibrillerin genel organizasyonlarinin daha iyi oldugu dikkati cekti. (Sekil
32).
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Sekil 32. Néropati+ MKH+Adrenalin+Propranolol grubuna ait kas dokusunun elektron mikroskobik

gorinimd. Bazi1 mitokondriyonlarda (m) krista harabiyeti gibi dejeneratif degisikler

gorulmektedir. Sarkoplazmik retikiilimde genislemeler ok ile gdsterilmistir. Bar: 0,5 um.

Grup 7: Noropati + Adrenalin + Fentolamin ile Uyarilmis MKH Grubu

Bu gruba ait kas dokularinin elektron mikroskobik olarak degerlendirilmesinde
kas liflerinde cekirdeklerde piknotik degisiklikler, sarkoplazmada &zellikle
mitokondriyon kristalarinda harabiyet, sarkoplazmik retikilimde vakuolizasyon
propronalol grubuna oranla daha belirgindi. Miyofibrillerin yapisal organizasyonlar
bazi alanlarda bozulmustu. Glikojen partikillerinde artis dikkati ¢ekmekteydi (Sekil
33).

73



Sekil 33. Noropati+MKH+Adrenalin+Fentolamin grubuna ait kas dokusunun elektron mikroskobik

gorinimd. Mitokondriyon kristalarinda (m) dejeneratif degisiklikler varligi dikkati

cekmektedir. Glikojen partikullerinde artis oklarla gosterilmistir. Bar: 0, 5 pm.

4.6.3. Siyatik Sinir Elektron Mikroskobik Bulgular

Grup 1: Kontrol grubu

Hicbir islem uygulanmayip tamamen saglam kontrol grubuna ait siyatik sinir
dokularinin elektron mikroskobik olarak incelenmesinde sinir fasikillerinin miyelinli ve
miyelinsiz sinir liflerinden olustugu, tm sinir liflerinin Schwann hacreleri tarafindan
cevrelenmis oldugu izlendi. Schwann hicrelerinin cekirdek ve sitoplazmik
organellerinin normal ince yapilarint korudugu goruldi. Miyelinli ve miyelinsiz
aksonlarda aksoplazmadaki mitokondriyon, ndérofilaman ve ndrotibullerin normal
yapida oldugu dikkati cekti. Miyelinli aksonlarda miyelin kilifin normal konsantrik

lamellar yapisint korumus oldugu izlendi (Sekil 34).
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Sekil 34. Kontrol grubuna ait siyatik sinir dokusunun elektron mikroskobik gértinimi. Miyelinli (a) ve

miyelinsiz (ma) sinir liflerinin tamamen normal ince yapida olduklari izlenmektedir. Schwann
hiicresi (Sh) tarafindan yapilan miyelin kihif (mk) konsantrik lamellar yapida miyelinli
aksonlarin etrafinda izlenmektedir. Kol; kollajen lifler. Bar: 1pum.

Grup 2: Sham Grubu

Sham grubuna ait siyatik sinir dokusunun elektron mikroskobik olarak
incelenmesinde miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerinin Schwann hicreleri tarafindan
cevrelendikleri ve normal ince yapilarint korumus olduklari izlendi. Schwann
hiicrelerinin hiperkromatik bir ¢ekirdege sahip oldugu ve miyelinli aksonlarin etrafinda
miyelin kilifi olusturdugu go6ruldi. Aksoplazmada mitokondriyonlar, agrandler
endoplazmik retikulum sisternalari, nérottibul ve norofilamanlarin varlig: izlendi. Sinir
liflerinin aralarinda kollajen liflerden olusan fibroz bag dokusu da yer almaktayd: (Sekil
35).
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Sekil 35. Sham grubuna ait siyatik sinir dokusunun elektron mikroskobik gortiniimi. Miyelinli sinir
liflerinin (a) etrafindaki miyelin kilif (mKk) ve akson igerisindeki mitokondriyon (m), norotibul
ve norofilamanlar (*) normal olarak izlenmektedir. Schwann hiicresinin (Sh), cekirdegi (¢) ve
sitoplazmasi ile normal yapisimt korudugu gorilmektedir. Miyelinsiz sinir lifleri (ma)

izlenmektedir. Bar: 2 um.

Grup 3: Néropati Grubu

Noropati  olusturulup hicbir tedavi uygulanmayan gruba ait siyatik sinir
dokularinin elektron mikroskobik incelenmesinde, bir¢cok alanda 6zellikle miyelinli sinir
liflerinde miyelin kilifta 6nemli dejeneratif degisikliklerin meydana geldigi goruldu.
Miyelin kilifin lamellar yapisinin bozuldugu, bazi alanlarda tamamen harabiyete
ugradigr izlendi. Miyelin kilifin cogu alanda akson igerisine dogru invajine oldugu, bazi
alanlarda ise akson disina dogru evaginasyon gosterdigi ayirt edildi. Akson ile miyelin
kilif arasinda vakuollerin meydana geldigi, bircok aksonda organellerde dejeneratif
degisikliklerin oldugu dikkati cekti. Aksoplazmadaki norotlbil ve nérofilamanlarin
dagilmis oldugu goruldi. Bazi sinir liflerinde ise akson etrafini saran Schwann
hicrelerinde c¢ekirdekte heterokromatin artis1 ve sitoplazmada vakuolizasyonun

meydana geldigi dikkati cekti. Bunun disinda, sinir liflerinin aralarinda aktif
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fibroblastlarin yaninda, farkli yonlerde diizenlenmis, kollajen liflerden zengin fibroz bag

dokusunun artis1 da izlendi (Sekil 36).

Sekil 36. Miyelinli sinir liflerinde (a) yogun dejeneratif degisiklikler izlenmektedir. Miyelin kihif (mk)
lamellar yapisinin harabiyete ugradigi goriilmektedir. Baz: alanlarda miyelinli aksonlarin ince
yapilarinin tamamen bozuldugu (ok) ayirt edilmektedir. Schwann hiicrelerinde (Sh) cekirdekte

(¢) heterokromatin artisi izlenmektedir. Kol; kollajen lifler. Bar: 2 pm.

Grup 4: Néropati + MKH Grubu

Noropati olusturulduktan sonra MKH transplantasyonu yapilan bu gruba ait
siyatik sinir dokularinin elektron mikroskobik incelenmesinde gogu alanda miyelinli ve
miyelinsiz sinir liflerinde aksoplazmada organel harabiyetine rastlansada noéropati
grubuna oranla aksoplazmadaki dejeneratif degisikliklerin nispeten azalmis oldugu
goraldi. Miyelin kilifta lamellar yapida ayrilmalar, akson ve miyelin kilif arasinda
bizismeler dikkat cekiciydi. Miyelin kilifin bircok alanda akson igerisine dogru
invajine oldugu izlendi. Aksonlar1 ¢evreleyen Schwann hiicrelerinde gekirdegin oldukca
hiperkromatik oldugu, bazi alanlarda sitoplazmalarda vakuollerin varligi ayirt ediciydi
(Sekil 37).
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Sekil 37. Miyelinli sinir liflerinde (a) miyelin kiliftan (mk) dejeneratif degisiklikler izlenmektedir.

Miyelin kilifin lamellar yapisinin bozulmus oldugu (oklar), miyelinin akson icerisine
invajinasyonlar ve akson disina evaginasyonlar yaptigi gérilmektedir. Sinir liflerinin arasinda
fibroblast () ve kollajen lifler (kol) izlenmektedir. Bar: 2 um.

Grup 5: Néropati + Adrenalin ile Uyanlmis MKH Grubu

Noropati olusturulduktan sonra adrenalinle uyarilan MKH transplantasyonu
yapilan gruba ait siyatik sinir dokularinin elektron mikroskobik olarak incelenmesinde
bazi miyelinli sinir liflerinde miyelin kilifta hafif dejeneratif degisiklikler izlenmekle
birlikte bircok miyelinli sinir lifinde gerek miyelin kiliflarin gerekse aksoplazmadaki
mitokondriyon, ndrotiibll ve norofilamanlar gibi organellerin normal yapilarinin gogu
alanlarda korunmus oldugu dikkati ¢ekti. Schwann hicrelerinin miyelinli ve miyelinsiz
aksonlar1 sarmis olduklari izlendi. Schwann hicrelerinde bazi alanlarda cekirdekte
heterokromatin artis1 ve sitoplazmada vakuolizasyon gibi degisiklikler izlense de genel
olarak bu hucrelerin normal ince yapilarint korudugu gorilmekteydi. Sinir liflerinin

aralarinda kollajen liflerin varligi ayirtedilmekteydi (Sekil 38).
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Sekil 38. Noropati MKH+Adrenalin grubuna ait siyatik sinir dokusunun elektron mikroskobik géraniimda.

Miyelinli sinir lifleri (a) ve miyelinsiz sinir lifleri (ma) izlenmektedir. Aksoplazmada
mitokondriyonlar (m), norotubil ve nérofilamanlar (*) normal yapida gérilmektedir. Akson
etrafindaki miyelin kilif (mk) normal lamellar yapisim korumaktadir. Schwann hcrelerinin

(Sh) ince yapilarint korumus oldugu ayirtedilmektedir. Bar: 1 um

Grup 6: Noropati + Adrenalin+ Propronalol ile Uyanlmis MKH Grubu

NOropati  olusturulduktan sonra adrenalin+propranol ile uyarilmis MKH
transplantasyonu yapilan gruba ait siyatik sinir dokularinin elektron mikroskobik olarak
incelenmesinde bazi alanlarda miyelinli sinir liflerinde miyelin kilif lamellar
organizayonunda dejeneratif degisiklikler izlenmekle birlikte genel olarak sinir liflerinin
normal ince yapilarini korumus olduklar: dikkati cekti. Aksoplazmada organellerde
minimal degisikliklere rastlansada ¢cogu alanda aksonlarin normal yapilarint koruduklar:
gordlda. Miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerini saran Schwann hiicrelerinde c¢ekirdekte
heterokromatin artisi ile sitoplazmalarinda vakuollerin varlig: izlendi. Bununla birlikte
Schwann hiicrelerinin de cogu alanda normal ince yapida olduklari ayirtedildi. Sinir
liflerinin aralarinda kollajen liflerin varlig: izlendi (Sekil 39).
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Sekil 39. Noropati MKH+Adrenalin+Propronalol grubuna ait siyatik sinir dokusunun elektron
mikroskobik gérinimu. Miyelinli sinir lifleri (a) miyelin kiliftaki (mk) hafif degisiklikler
disinda normal ince yapida izlenmektedir. Schwann hiicrelerinde (Sh) hiperkromatik cekirdek
(¢) gorilmektedir. Aksoplazmada norotibidl ve norofilamanlar  (*) normal olarak
izlenmektedir.

Grup 7: Néropati + Adrenalin + Fentolamin ile Uyarilmis MKH Grubu

Noropati olusturulduktan sonra adrenalin+fentolamin ile uyarilmis MKH
transplantasyonu yapilan gruba ait siyatik sinir dokularinin elektron mikroskobik olarak
incelenmesinde c¢ogu alanda miyelinli sinir liflerinde aksoplazmada nérotibul ve
norofilaman yapilarinin diizensizlestigi, aksonu saran miyelin kilifin konsantrik lamellar
yapisinda dejeneratif degisiklikler oldugu goruldi. Bazi alanlarda miyelin  kilhif
lamellerinin birbirinden ayrilmis oldugu izlendi. Miyelinli ve miyelinsiz aksonlar: saran
Schwann hucrelerinin  hiperkromatik  cekirdege sahip olduklari, sitoplazmik
organellerinin fokal dejeneratif degisiklikler disinda genellikle normal histolojik yapida
oldugu dikkati cekti (Sekil 40).
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Sekil 40. Noropati MKH+Adrenalin+Fentolamin grubuna ait siyatik sinir dokusunun elektron

miksroskobik gorunimi. Miyelinli sinir liflerinde (a) miyelin kilifta (mk) invajinasyon,
evaginasyon, lamellar yapida bozulmalar (oklar) gibi dejeneratif degisiklikler izlenmektedir.
Schwann hiicrelerinin (Sh) cekirdeginde (¢) heterokromatin artisi gorilmektedir. Kol; kollajen

lifler. Bar: 1 um.

4.6.4. Akson Capi Olgtimleri

Kontrol, Sham, Néropati, N.MKH, N.MKH + A., NNMKH + A.+P. ve N.MKH
+A.+F. gruplarinda miyelinli sinir liflerinin akson ¢api 6lgim sonucglar1 sirasiyla;
12,37+0,46 pm, 11,87+0,4 pm, 7,61+0,34 pm, 8,99+0,92 pm, 10,08+0,24 pm,
10,63+0,33 pm, 9,23+0,65 pum olarak 6lgtldu. Noropati grubunun akson ¢apinin kontrol
grubuna gore anlamh bir sekilde azaldig: tespit edildi. Noropati grubuyla, N.MKH
grubu Kkarsilastirildiginda anlamli bir degisiklik tespit edilmedi. Ancak N.MKH + A.,
N.MKH + A.+ P. ve N.MKH + A.+F. gruplariyla, Noropati grubu karsilastirildiginda
akson caplarinda anlamli artis oldugu belirlendi. Ayrica N.MKH + A.+P. grubundaki
akson ¢apinin N. MKH grubuna gore arttigi goruldi (Cizelge 5, Sekil 41.A).
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4.6.5. Akson Sayis1 Olgtimleri

Kontrol, Sham, Noropati, N.MKH, N.MKH + A., N.MKH + A.+P. ve N.MKH +
A.+F. gruplarinda miyelinli sinir liflerinin akson sayis1 6l¢limleri sirasiyla; 486+30,8,
482,8+38,2, 367,5+20,4, 393,5+37,8, 447,1+22,5, 429,1+23,8 ve 419,3+14,2 olarak
tespit edildi. Noropati grubu, kontrol grubuyla karsilastirildiginda akson sayisinda
anlamli  azalma oldugu ortaya kondu. Noropati grubuyla, N.MKH grubu
karsilastirildiginda anlamli bir degisiklik tespit edilmedi. Ancak N.MKH + A., N.MKH
+ A+P. ve NNMKH + A.+F. gruplanyla, NoOropati grubu karsilastirildiginda akson
sayilarinda anlamlr artis bulundu. Ayrica NNMKH + A. grubundaki akson sayisinin N.
MKH grubuna gdre anlamli bir sekilde arttigi goruldi (Cizelge 5, Sekil 41.B,).

Cizelge 5. Akson cap1 ve akson sayisi Karsilastirmal: tablosu. Akson sayisi ve akson ¢api 6lgiimlerinde; *:
Kontrol grubundan anlaml: olarak farkl: (p<0.05). ~:N6ropati grubundan anlamli olarak farkl:
(p<0.05). + : N. MKH grubundan anlaml olarak farkl (p<0.05).

Gruplar Akson Sayis1 | Akson Capi (um)
Kontrol 486 12,37

Sham 482,8 11,87

Noropati 367,5* 7,6*

N.MKH 393,5* 8,99*

NMKH + A, | 447,14~ 10,08*

N.MKH +

A+P. 429,11 10,63*1"
N.MKH +

A+F. 419,3*n 9,23*N
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Akson gapi (pm)

g

8

g

Akson sayisi

Sekil 41. Kontrol, Sham, Néropati, N.MKH, N.MKH+A, N.MKH+A+P, N.MKH+A+F gruplarinin
akson cap1 ve akson sayisi olgtimleri. A. Akson cap: dlctimlerinde; *: Kontrol grubundan
anlamli olarak farkli (p<0.05). ~:Noropati grubundan anlamh olarak farklh (p<0.05). + : N.
MKH grubundan anlaml olarak farkli (p<0.05). B. Akson sayis1 élgumlerinde; *: Kontrol
grubundan anlamli olarak farklh (p<0.05). ~: Noropati grubundan anlamli olarak farkli
(p<0.05). + : N. MKH grubundan anlaml olarak farkli (p<0.05).

4.7. Noronal Belirte¢ Olgiimii

Hucrelerde bulunan ndronal hiicre belirtecleri olan Nestin, NGF, Tubb3 mRNA
ekspresyonlarinda gruplar arasinda degisiklikleri saptamak amaciyla 6zgil mRNA gen
bolgesini temsil eden primerler kullanilarak RT-gPCR 6l¢timleri yapild: ve fold change
(kath degisim) sonuglar1 degerlendirildi. Threshold cycle (CT) degerlerinin referans gen
(housekeeping gen, HKG) B-Actine gére normalizasyonu ve fold change hesaplamalar:

yapildi.
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Nestin icin yapilan ¢alismada; MKH kontrol (MKH), MKH + Adrenalin (MKH
+A.), MKH +Adrenalin+Fentolamin (MKH +A.+F.) ve MKH + Adrenalin+Propronolol
(MKH + A.+P.) gruplarindaki fold change degerleri sirasiyla; 1, 1,02+0,03, 0,82+0,02,
1,03%0,01 olarak bulundu. MKH + A.+F. grubu fold change oraninda MKH, MKH + A.
ve MKH + A.+P. gruplarina gore anlamli derecede bir azalma gorildi (Sekil 42).
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Sekil 42. MKH, MKH+A, MKH+A+P, MKH+A+F gruplarinda Fold Change degerlendirilmesi; ***
MKH grubuna goére anlamli azalma (p<0,001). ©" MKH+Adrenalin grubuna gore anlamh
azalma (p<0,001). ** MKH +Adrenalin+Propranolol grubuna gére anlaml azalma (p<0,001).

NGF icin yapilan calismada; MKH, MKH + A., MKH + A.+F. ve MKH + A.+P.
gruplarindaki fold change degerleri sirasiyla; 1, 1,23+0,13, 0,84+0,06, 1,12+0,14 olarak
bulundu. NGF degerlerinde; MKH + A. grubunda, MKH grubuna gdére anlamli bir artis
tespit edildi. Ancak MKH + A.+F. grubunda, MKH +A. ve MKH +A+P. gruplarina

gore bu oranda anlamli bir azalma goruldi (Sekil 43).
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Sekil 43. MKH, MKH+A, MKH+A+P, MKH+A+F gruplarimin Fold Change degerlendirilmesi; ***
MKH -MKH+Adrenalinde anlamh artis (p<0,001). ™ MKH+Adrenalin - MKH
+Adrenalin+Fentolaminde anlamh azalma (p<0,001). **MKH +Adrenalin+ Propranolol —
MKH+Adrenalin+Fentolaminde  anlamli  azalma  (p<0,005). **MKH - MKH

+Adrenalin+Propranololde anlaml: artis (p<0,001).

TUBB3 i¢in yapilan ¢calismada; MKH, MKH + A., MKH + A.+F. ve MKH +
A.+P. gruplarindaki fold change degerleri sirasiyla; 1, 1,22+0,04, 0,88+0,04, 1,20+0,04
olarak bulundu. TUBB3 degerlerinin; MKH + A. grubunda, MKH grubuna gére anlaml
arttig: tespit edildi. Ancak MKH + A.+F. grubunda MKH, MKH +A. ve MKH +A.+P.

grubuna gore; anlamli azalma gorilda (Sekil 44).
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Sekil 44. MKH, MKH+A, MKH+A+P, MKH+A+F gruplarinin Fold Change degerlendirilmesi; ***
MKH - MKH+Adrenalinde anlamh artis (p<0,001). ** MKH - MKH+
AdrenalintFentolaminde  anlamh  azalma  (p<0,01). *** MKH - MKH+

Adrenalin+Propranololde anlamli  artis  (p<0,001). ™ MKH+Adrenalin - MKH+
Adrenalin+Fentolaminde anlamh azalma (p<0,001). ** MKH + Adrenalin+Propranolol —

MKH + Adrenalin+Fentolaminde anlamli azalma (p<0,001).
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5. TARTISMA ve SONUC

Mezenkimal kok hucreler (MKH), farkli hicre tiplerine donusebilme
yetenekleri, migrasyon ve proliferasyon 0Ozellikleri nedeniyle cesitli nérodejeneratif
hastaliklarin  tedavisinde arastiriimaktadir™?.  MKH’lerin  dejenerasyon gelisen
dokulardaki etkileri, bircok sistemin kontrolii altinda gergeklesmekte ve bu sistemler
MKH’lerin proliferasyon ve fonksiyonlarini etkileyebilmektedir. MKH’leri etkileyen
sistemlerden biri kolinerjik sistemdir. Kolinerjik uyarilan MKH’de muskarinik
reseptorlerin  ekpresyonunun ve MKH proliferasyonun arttigi gosterilmistirt®,
Hoogduijn ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, kolinerjik uyarinin hiicre igi sinyal
yolaklarin: tetikledigi, hiicre ici Ca?* seviyesinin arttig1 ve bunun sonucunda MKH’lerin
proliferasyon ve migrasyonunun etkilendigi saptanmistir™***°>. MKH’leri etkileyen bir
diger 6nemli sistemde, adrenerjik sistemdir®®. Adrenerjik sistemin MKH’ler (izerinde
etkisini arastiran kisith sayida calisma bulunmaktadir. Adrenerjik sistemin agonist ve
antagonistleriyle uyarilan MKH’lerin cesitli sistemler zerindeki tedavi edici etkisini
inceleyen calisma sayis1 da ¢ok azdir. Ayrica periferik sinir hasari sonucu gelisen
ndropati ve ndropatik agri tablosunda adrenerjik uyarilan MKH’lerin ve bu hicrelerden
ekspresse olan noronal belirteclerin etkisini arastiran bir ¢alisma ise bulunmamaktadr.
Calismamizda farelerde parsiyel sinir ligasyonu modeliyle olusturdugumuz periferik
noropati tablosunda, adrenerjik uyarilan MKH’leri uygulayarak, MKH’lerin hasarl
doku bolgesine migrasyonunu ve proliferasyonunu, soguk allodini ve motor fonksiyon
testleriyle degerlendirdik. Ayrica adrenerjik uyarilan MKH’lerin hasarl: sinir ve kas
dokusu uzerine rejeneratif etkisini, histopatolojik inceleme yaparak, sinir lifi sayisi ve
capin Olcerek tespit ettik. Adrenerjik uyarilan MKH’lerden salinan Nestin, Noronal
blytme faktort ve B-111 Tubdlin gibi néronal belirteclerin, MKH’lerin proliferasyonu,
migrasyonu tzerindeki rolin( arastirdik.

Calismamizda, periferik sinir hasar1 olusturulan deney hayvanlarinda
adrenoseptor agonisti adrenalin (1 pM), B-adrenoseptor antagonisti propranolol (1puM)
ve o-adrenoseptor antagonisti fentolamin (1uM)’le  uyarilmis mezenkimal kok
hlcrelerin uygulanmasi sonucu soguk allodini esiginin ylkseldigi ve motor fonksiyon
strelerinin zamana bagh olarak arttigi tespit edildi. Soguk allodini siresinin o-
adrenoseptor blokajinin yapildigi grupta, noropatili gruba gore arttigi (antiallodinik
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etki), ancak adrenerjik sistem agonisti adrenalin ve [(-adrenoseptor antagonisti
propranolol ile MKH stimulasyonu yapilan gruplara gore daha disik oldugunu
gosterildi. Ex vivo olarak nestin, néronal buyume faktor ve B-111 Tubulin gibi noronal
belirteclerin mRNA ekspresyonlarinin, a-adrenoseptor blokajinin yapildig: grup harig,
adrenerjik reseptor agonist ve antagonistlerinin uygulandigit MKH’li gruplarda, sadece
MKH uygulanan gruptan fazla oldugu saptandi. Morfometrik incelemede, MKH ve
adrenerjik reseptor agonist ve antagonistlerinin uygulandigi MKH’li gruplarda sinir
akson sayisi ve capinin noropati grubuna gore arttigi belirlendi. Histopatolojik
incelemelerde, a-adrenoseptdér antagonistiyle uyarilmis MKH’lerin uygulandigi grup
hari¢ diger tim MKH uygulanan gruplarda sinir-kas dokusunda ndropatili gruba gore
iyilesme ve inflamasyonda rol alan hiicre sayisinda azalma oldugunu saptandi. Sinir kas
dokusunda gorilen bu iyilesmenin adrenerjik sistem agonisti adrenalin ve -
adrenoseptor antagonisti propranolol ile uyarilmis MKH’lerin uygulandig: gruplarda
daha fazla goruldugu tespit edildi.

Calismamizda oncelikle fare kemik iliginden elde ettigimiz htcrelerin MKH
oldugunu gostermek amaciyla bazi belirtegler kullandik. Mezenkimal kok hicre
tanimlanmasinda tespit edilen bircok belirtec bulunmaktadir. Bu tanimlamalarda MKH
icin genellikle CD105, CD166, CD54, CD90 ve CD73 gibi pozitif belirtecler
kullanilirken, CD34, CD14 ve CD45 gibi hematopoetik belirtecler ise negatif olarak
belirlenmektedir’®. Bu calismada kemik iliginden elde ettizimiz MKH’lerin
tanimlanmasi1 amaciyla, akan hicre Olcer ile adezyon belirtecleri olan CD73, CD105 ve
hematopoetik hucre belirtecleri olan CD34, CD45’in analizleri yapildi. Fare kemik
iliginden elde ettigimiz MKH’lerde hematopoetik belirtecler olan CD34, CD45 negatif
ve adezyon belirtecleri CD73, CD105 ise pozitif olarak saptandi. Calismalarda
kullanilan htcrelerin MKH oldugunu tespit etmek igin kullanilan bir bagka kriter ise bu
hicrelerin adipojenik ve osteojenik farklilasmasini belirlemektir. Yapilan calismalarda
MKH’lerin adipojenik farklilasmasini belirlemek igin Oil Red-O boyasi ve osteojenik

farklilasma icin Alizarin Red-S boyas: kullaniimaktadir***/

. Calismamizda MKH’leri
Oil Red-O boyas: ve Alizarin Red-S boyasi ile boyayarak, adipojenik ve osteojenik
farklilasmalarin oldugunu goésterdik. Boylece MKH’lerin tanimlayici hiicre belirtegleri
acisindan genel kabul goren kriterlere uygun o6zelliklere sahip oldugunu belirledik.

MKH’lerin in-vivo olarak tanimlanmas: ve lezyonlu alana migrasyonunu tespit etmek
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amaciyla bircok isaretleyici kullaniimaktadir. Siyatik sinir hasari gelistirilen sicanlarda
PKH-26 ile isaretlenmis MKH’lerin hasarli sinir bélgesine ve dorsal kok ganglionlarina

goc ettizi gosterilmistir'*®

. Bir baska calismada ise siyatik sinir ligasyonu yapilan
farelere kontralateral hemisferde lateral serebral ventrikil icine Vybrant Dil (1,1’-
dioctadecyl-3,3,3",3" tetramethylindocarbocyanine perchlorate) boyasiyla isaretlenmis
MKH’ler enjekte edilmistir. Sinir hasarinin oldugu tarafta, ipsilateral hemisferde isaretli
MKH’ler tespit edilmis kontralateral hemisferde ise tespit edilememistir, bdylece

MKH’lerin hasarl: doku bdlgesinde yerlestigi gosterilmistir**®

. Calismamizda parsiyel
siyatik sinir ligasyonu yaparak periferik néropati olusturdugumuz farelere Vybrant Dil
(1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3”  tetramethylindocarbocyanine  perchlorate)  boyasiyla
isaretledigimiz MKH’leri uyguladik. Bu hicrelerin 6zellikle sinir liflerinin dejenere
bolgesine ve daha az oranda da kas dokusu icine yerlestigini tespit ettik. Elde ettigimiz
bu sonu¢ hasarl: sinir bélgesine yerlesen hiicrelerin MKH’ler oldugunu gostermektedir.

Periferik sinir hasar1 ve noropatik agri tedavisinde MKH'nin etkisinin
arastirlldigr birgok ¢alisma bulunmaktadir. Hung-Chuan ve ark. Tarafindan yapilan bir
calismada siyatik sinir kesisi yapilarak periferik néropati olusturulan sicanlarda, MKH
uygulamasindan 8 hafta sonra yapilan fonksiyonel o6lgtmler, elektrofizyolojik ve
histopatolojik incelemelerle MKH’lerin hasarli bélgede néronal hiicrelere donustiigu,
prolifere oldugu ve sinir rejenerasyonunu arttircigi  gosterilmistir'®. Bir bagka
calismada ise, siyatik sinir ligasyonu yapilan erkek CD-1 farelere human-mezenkimal
kok hicre uygulamas: yapildiktan sonra 11.gtinden baslanip, 90.gline kadar nosiseptif
davraniglar (mekanik allodini ve termal hiperaljezi) ve motor fonksiyonlar
degerlendirilmis bunun sonucunda néropatili gruba gére MKH uygulanan grupta
allodini esiginin arttig1 ve istatistiksel olarak anlaml:i bir dizelme oldugu tespit
edilmistir. MKH uygulanan grupla, noéropatili grup arasinda motor fonksiyonlarin

121 vousefifard ve ark.

degerlendirilmesi sonucunda anlamli bir fark tespit edilememistir
spinal kord hasar1 olusturduklar: siganlara, insan kemik iliginden ve umbilikal korddan
elde ettikleri MKH’leri, spinal kord i¢ine uyguladiktan sonra motor fonksiyon, mekanik
allodini, soguk allodini, mekanik ve termal hiperaljeziyi degerlendirmislerdir. MKH
uygulanan grupda néropati grubuna goére tim testlerde anlamli diizelme saptamiglardr.
MKH’lerin bu rejeneratif etkisinde, sitokin diizeyinin azalmasi, buytime faktorlerinin

salinmas: ve anjiogenezisin rolt olabilecegi savunulmustur'??. Daha 6nce yaptigimiz
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calismada, fare kemik iliginden elde edilen MKH’ler cerrahi islemden 15 gun sonra
parsiyel siyatik sinir ligasyonu yapilan hayvanlara uyguland: ve belirli araliklarla 140
gin boyunca soguk allodini 6lgtimlerinde zamana bagli olarak allodini esiginin arttig
tespit edildi. Deneyin sonunda sinir-kas preparatlarinda elektrofizyolojik Ol¢tiimler ve
histopatolojik incelemelerde  MKH uygulanan gruplarda noropatili gruba gore
istatistiksel olarak anlaml: diizelme oldugunu tespit edildi'?®. Lokal ve sistemik MKH
uygulamasinin periferik noropatideki etkilerini Kkarsilastirmali olarak arastirdigimiz
diger calismamizda, fare kemik iliginden elde edilen MKH’leri parsiyel siyatik sinir
ligasyonu yapilan hayvanlara, cerrahi islemden 24 saat sonra lokal ve sistemik
uygulayarak 10 hafta boyunca aralikli olarak soguk allodini 6l¢cumleri sonucu MKH
uygulanan grupta noropatili gruba gore allodini esiginin arttigi tespit edildi.
Elektrofizyolojik Olctimler ve histopatolojik incelemelerde, MKH uygulanan gruplarda
noropati grubuna gore istatistiksel olarak anlamli dizelme saptandi. Sistemik
uygulamada elde edilen sonuglarin, lokal uygulamada elde edilenlere gére daha iyi
oldugu ortaya kondu®?.

MKH’lerin periferik néropati tablosunda uygulanmas: sonucu ortaya ¢ikan
rejenerasyon ve noropatik agridaki dizelmede, MKH’lerin sahip oldugu birgok
ozelligin roli bulunmaktadir. MKH’lerin farkli hiicrelere dénusebilme kabiliyeti,
migrasyon ve proliferasyon yetenekleri, sinir dokusunun rejenerasyonunun ve
fonksiyonlarinin diizelmesini saglayan ana Ozellikleridir. MKH’lerin cesitli hiicrelere
farklhilasma kabiliyeti oldugu yapilan arastirmalarla gosterilmistir, MKH’lerin
uygulandiklar: yerden hasarli sinir bélgesine giderek orada, Schwann ve astrosit gibi
néronal hiicrelere déniisebildigi ve sinir rejenerasyonunu sagladigi gosterilmistir'?'2°,
Sicanlarda yapilan bir calismada, siyatik sinir kesisi yapilarak gelistirilen periferik
noropati modelinde immunohistokimyasal incelemede PKH-26 ile isaretlenmis
MKH’ler sinir hucrelerinin hasarli sinir bolgesine go¢ ederek burada rejenerasyonu
sagladigi, zamana bagli olarak miyelinizasyonun ve rejenere ndronal lif sayisini artirdigi
tespit edilmistir®. Farkl: bir calismada, sican siyatik sinir ligasyonu yapildiktan sonra
uygulanan MKH’lerin dorsal kok ganglionlarina yerlestigi tespit edilmistir?’. Bu
sonuclar MKH’lerin hasarli doku bdlgesine go¢ ederek, doku ile uyumlu hiicrelere

donuserek ve prolifere olarak, hasarli dokunun iyilesmesini sagladigini gostermektedir.
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MKH’lerin migrasyon, farklilasma ve proliferasyon 6zelliklerinin olusmasinda
birgok mekanizma rol oynamaktadir. MKH’lerde hiicre ici ve dis1 sinyal yolaklarinin
aktivasyonu bu hicrelerin farklilasma, migrasyon ve proliferasyon yeteneklerini
etkilemektedir. Yapilan bir calismada MKH’lerde hiicre ici sinyal yolaklarindan MAP
ve hicre dist sinyal yolagi ERK aktivasyonunun, hicrelerin ¢ogalma ve
farklilasmasinda rolui olduklar: gosterilmistir'?®. Farkli bir calismada ise ekstraseliiler
sinyal-diizenleyen kinase-1 ve 2, MKH duyarli protein fosfataz kalsineurin’iin

aktivasyonuyla, MKH proliferasyonun arttig belirlenmistir'?

. Cui ve ark. yaptig
calismada, intraserebral hemoraji olusturulan deney hayvanlarinda kemik iliginden elde
edilen MKH’lerin uygulanmas: sonucu aksonal iyilesme ve norolojik bulgularin
dizetilmesinde ERK1/2 ve PI3K/Akt sinyal yolaklarinin roll oldugu saptanmigtir*.
Calismamizda MKH ve uyarilmis MKH’larin uygulandigi gruplarda fonksiyonel
testlerden ve histopatolojik incelemelerden elde edilen bulgularin néropatili gruba gore
daha iyi olmasi, MKH’lerde hiicre ici sinyal yolaklarinin uyarilmasi, kinaz aktivitesinin
artmasi kalsiyum iyon seviyesinin yikselmesi gibi mekanizmalarin rol oynadigini bize
dustndurmektedir. Adrenerjik sistem agonisti adrenalin ve p-adrenoseptdr antagonisti
propranolol ile uyarilmis MKH’lerin uygulandig: gruplarda bulgularin, a-adrenoseptor
antagonistiyle uyarilmis MKH’lerin uygulandigi gruplara gore daha iyi olmasi, a-
adrenoseptor blokaji ile hicre ici sinyal yolaklarinin aktivasyonunun daha az, protein
ekspresyonunun ve iyon konsantrasyonun daha dusuk olabilecegini disundirmektedir.
MKH’lerin adrenerjik uyarilmas: sonucu bu hiicrelerde DNA sentezi artmakta,
reseptor ekspresyonlari farklilasmakta ve hicre ici yolaklar uyariimakta, bu da
hicrelerin proliferasyonunu arttirmaktadir. Li ve ark. B-adrenoseptorlerin agonisti olan
isoproterenolun, fare kemik iligi MKH'lerinin osteojenik farklilasmas: sirasinda
kalsiyum depozitlerinin artisina neden oldugunu ve farklilasmis hiicrelerde B, ve Bs-
adrenoseptorlere ait mMRNA miktarlarinda artisa sebep oldugunu tespit etmistir. Bununla
beraber hiicrelerde cCAMP konsantrasyonu ve protein kinaz A aktivitesinde de bir artis
meydana geldigini ve bu nedenle B, ve Bs-adrenoseptorlerin cAMP/PKA yolu (izerinde

osteogenezi arttirdigini  belirtmislerdir'®,

Kim ve ark. adrenalin ile uyariimis
embriyonik kok hiicrelerde DNA sentezinin arttigin1 ve non selektif o ve [ adrenerjik
antagonistlerle bu artisin bloklandigin: gostermislerdir®®. Benzer sekilde kemik iliginden

elde edilen MKH’lerde oj-adrenoseptorlerin norepinefrinle uyarilmas: sonucu DNA
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sentezi artmig, non selektif a-adrenoseptor antagonisti fentolaminle bloklanmistir. DNA
sentezinin azalmas hiicre proliferasyonunun azalmasina yol agmaktadir’’. Bosmann ve
ark. tarafindan yapilan calismada ise, MKH’lerde adrenerjik reseptér agonistleri,
Ozellikle B adrenerjik agonistlerin, akut akciger hasarinda tedavi edici ve inflamasyonu

azaltici etkisi oldugu gosterilmistir

. Wong ve ark. propranololun MKH proliferasyonu
Uzerine istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya neden oldugunu belirtmistir.
adrenoseptdr agonistlerinin MKH’lerde DNA sentezini artirdigi ve bu artigin fentolamin

tarafindan bloke edildigi gosterilmistir'*

. Adrenerjik sistemin uyarilmasi sonucu
MKH’lerde DNA sentezinin degismesi, tipki MKH’lerde oldugu gibi hicrenin
proliferasyonunu ve hasarli dokunun rejenerasyonunu etkilemektedir, DNA sentezinin
bloklanmas: hicre proliferasyonun azalmasina neden olmaktadir. Calismamizda
adrenerjik sistemin uyarilmas: sonucu agri esiginin yikselmesinde ve histopatolojik
bulgularin néropati gruba gore daha iyi olmasinda, o ve B- adrenoseptdér uyarilmasina
bagli DNA sentezinin ve buna bagli olarak hicre proliferasyonun artisinin rolii oldugu,
a-adrenoseptor antagonistiyle uyarilmis MKH gruplarinda adrenerjik agonist ve -
adrenoseptér antagonistle uyarilmis MKH gruplarina goére bu sentezin ve hicre
proliferasyonun daha az oldugu dustiniilmektedir.

Mezenkimal kok hicrelerde adrenerjik uyarima bagli olarak reseptor
ekspresyonlarinin degismesi hucrenin proliferasyonu ve hicre i¢i mekanizmalarin
uyarilmas: acisindan 6nem tasimaktadir. Pyotr ve ark. tarafindan yapilan calismada
noradrenalin ile uyarilmis MKH yuzeyinde genel olarak asa, 01g, 024, 028, P1, B2 Ve B3
adrenerjik reseptorlerin ekspresyonlari artmisken, bu artisin 6zellikle aya icin en fazla
oldugu goériilmistiir*®. Kotova ve ark. insan adipoz doku kaynakli MKH'ler de aa, 018
adrenoseptorlerin hiicre i¢i Ca®* diizeyinde degisikliklere neden oldugunu ve
noradrenalin duyarliliginda a,a adrenoseptorlerin a,g reseptorlerine gore etkisinin daha
fazla olabilecegini belirtmistir’®. Hakuno ve ark. o;-adrenoseptorlerle birlikte B ve .-
adrenoseptorleri eksprese ettiklerini RT-PCR ile tespit etmislerdir. -adrenoseptorler
isoproterenol ile uyarildiklarinda cAMP konsantrasyonu artmis ve propranolol ile bloke
edildiklerinde artisin inhibe oldugu gosterilmistir’®.  Maytalman ve ark. tarafindan
yapilan bir ¢calismada adrenalin, propranolol ve fenoksibenzaminle uyarilan MKH’lerde
hiicrenin elde edildigi kaynaga ve pasaja bagh olarak, a ve B-adrenoseptorlerin

ekspresyonunun degistigi, genel olarak a-adrenoseptorlerin blokaji ile B-adrenoseptor
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ekspresyonun arttigi, pB-adrenoseptor blokaji ile ise a-adrenoseptor ekspresyonunun
arttigi  gosterilmistir. Ayrica adrenalin ve propranolol ile uyarilan hiicrelerin
proliferasyonunda artis gozlenirken, fenoksibenzamin ile uyarilan hicrelerin
proliferasyonunda bazi pasajlarda azalis tespit edilmistir’®. Calismamizda adrenalin,
propranolol ve fentolaminle uyarilan MKH’lerin uygulandig: gruplarda soguk allodini
ve motor fonksiyonlarda tespit edilen diizelme bulgulari, uyarilmis MKH’lerin hasarl
doku Dbolgesine migrasyon ve proliferasyonunun roli olabilecegini gostermektedir.
Uyarilmis MKH’lerin bu etkisinde ise daha 6nceki ¢alismalarda gosterildigi gibi DNA
sentezinde ve hiicre igi kalsiyum iyon girisinde yukselme, kinaz enzimlerinin
aktivitesinin artma gibi mekanizmalarin rol oynadigi duslnilmektedir, bu konunun
aydinlatilabilmesi icin daha fazla calisma yapilmasina ihtiya¢ vardir. Calismamizda a-
adrenoseptor antagonistiyle uyarilmis MKH’lerin uygulandigi gruptan elde edilen
bulgularin, adrenerjik sistem agonisti adrenalin ve [p-adrenoseptér antagonisti
propranolol ile uyarilmis MKH gruplarindan elde edilen gruplara gore daha dusik
olmasi, MKH i¢i mekanizmalarin daha az gelismesine ve buna bagl olarak MKH
proliferasyonunun daha az olmasina bagl olabilecegini distindirmektedir.

Adrenerjik sistemin allodini fonksiyonu (zerinde rolu oldugu bilinmektedir.
Periferik sinir hasart sonucu hasarli sinir bolgesinde, sinir liflerindeki sempatik
filizlenmenin diizeyi pronosiseptif degisikliklere neden olmaktadir®®. Periferik
sempatik sinir uclarindan noradrenalin saliverildiginde, saglhikli dokudaki allodinik
etkisi ¢ok azdir, ancak hasarl: veya inflamasyonun gozlendigi tablolarda agr: tizerindeki
etkisi belirgindir*®’. Adrenerjik sistemde rol alan reseptorlerin allodinideki roliinii
arastiran calismalarda o ve B-adrenoseptorlerin farkli fonksiyonlari oldugu tespit
edilmistir. Yalcin ve ark. murinde olusturduklar: néropatik agri modelinde klenbuterol,
formoterol, metaproteronol ve prokaterol gibi B, agonistlerin kronik uygulanmasi
sonucunda antiallodinik etkinin gorildigund, B, antagonist ICI 118,551 uygulananlarda
bu etkinin olusmadigint gostermislerdir. Allodinide B; ve Bs agonistlerinin ise uzun

sureli uygulamalarda bir etkisinin olmadigin belirlemislerdir'*®

. Yapilan bir calismada
periferik sinir hasart sonrasi dorsal root gangliyonlarda aya adrenoseptér mRNA
ekspresyonu artmis ve ap-adrenoseptor agonisti klonidinin ndropatik agrida analjezik
etkinligi gosterilmistir’*®'*°. Hajhashemi ve ark. tarafindan yapilan bir calismada da

periferik sinir hasari sonrasi op-adrenoseptorlerin ekspresyonunun arttigi ve noropati
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icin kullanilan antinosiseptif etkili ilaglarla o,-adrenoseptor antagonistinin birlikte
uygulanmas: sonucunda ilacin antinosiseptif etkisinin azaldigi gosterilmistir**!. Kim ve
ark. noropatik sicanlarda o-adrenoseptorlerin - antagonisti  fentolamin  ve  ap-
adrenoseptorlerin - antagonisti  yohimbin ile yaptiklari arastirmada, fentolaminin
allodiniyi  azalttigini  ancak  yohimbinin  etkilemedigini  géstermislerdir.  a-
adrenoseptorlere verilen yanittaki bu farkliligin, sicanlarda soguk allodini hassasiyetinin
ve o-adrenoseptérlerin dansitesinin farkli olmasinin roliniin oldugu belirtilmistir'®?.
Calismalardan elde edilen bulgular, ay-adrenoseptor agonistlerinin uygulanmas: ile
ortaya ¢ikan etkinin, pek cok fizyopatolojik durumda agriy1 azaltma ve a;-adrenoseptor
agonistlerinin ~ uygulanmast  sonucunda agnda artma yoninde oldugunu

gostermektedir?

. Calismamizda MKH ve adrenerjik agonisti ve a- ve - adrenoseptor
antagonistleri ile uyarilmis MKH’lerin uygulandig: gruplarda cold plate latensinin
arttigi yani antiallodinik etkinin olustugunu tespit edildi. Ancak non selektif a-
adrenoseptor antagonisti fentolaminle uyarilmis MKH uygulanan grupta antiallodinik
etkinin, adrenerjik sistem agonisti adrenalin ve B-adrenoseptdr antagonisti propranolol
ile uyariimis MKH gruplarina gore daha zayif oldugu belirlendi. Elde ettigimiz bu
sonuglar, uyarilmis MKH’lerin antiallodinik etkisinin olusmasinda, hasarl: sinir dokusu
bolgesinde MKH’lerin proliferasyonundaki artisin yant sira, néronal filizlenmenin
oldugu sinir ucundaki adrenoseptorlerin  dansitesinin de roli  oldugunu
dustndurmektedir. Deneylerden elde edilen bulgular, uyarilmis MKH’lerde ap-
adrenoseptorlerin  dansitesinin  arttigini, antiallodinik etkinin  olusmasinda o;-
adrenoseptorlerin hakimiyeti oldugunu ve bu sebeple fentolaminle uyarilmis MKH
grubunda antiallodinik etkinin azalmis olabilecegini diistindiirmektedir.

Immun sistem, fizyopatolojik agrilarin kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir ve
sempatik sistemin immun sistemin modulasyonunda 6nemli fonksiyonu olduguda
birgok calismada gosterilmistir. Kota ve ark. beyin hasart olusturulmus ratlarda
propranolol ile uyarilmig MKH’lerin mikroglia ve makrofaj hiicre aktivasyonunu
azalttigin1 ve kontrol gruplarina gére nérogenezisi artirdigin: tespit etmislerdir®*. Farkl
bir calismada, MKH’lerin inflamasyonlu dokuda TNF-a, IL-1p dizeylerinde azaltici ve
IL-10 diizeylerinde artirict etkisinin oldugu, adrenalinle uyarilmis MKH’lerde sitokin
diizeylerindeki bu degisimin daha belirgin oldugu gosterilmistir. Adrenalin ile uyarilms

MKH’ler hasarli dokuda 6dem ve hiicresel bozulmalarda azalmaya neden olurken, pro-
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inflamatuvar sitokinleri diistirerek inflamasyon miktarini azalttig tespit edilmistir®.
Immun sistemin modulasyonunda &zellikle B, a3 Ve ap-adrenoseptorler rol
oynamaktadir, bu reseptorlerin inhibisyonunun immun cevabin bozulmasina yol agtig

bilinmektedir#®

. Bu bulgular, calismamizda elde edilen sonuglar Uzerinde immun
sistemin etkisinin arastirilmas: gerekliligini gostermektedir. MKH’ler hasarli dokuda
apoptozisin inhibisyonuna, anjiogenezisin artmasina, mitozu uyararak hicre
proliferasyonunun artmasina ve doku hasarinin daha cabuk iyilesmesine neden
olmaktadir. MKH’lerin bu etkisi hasarli dokuda direkt farklilasmasindan farkli bir
etkidir'®,

Noronal belirtegler olarak tanimladigimiz ndronal buyiime faktord, nestin, p-111
Tubulin  gibi bazi biyoaktif faktorlerin varligit MKH’lerin  néronal hicrelere
dondsimind saglamakta ve arttirmaktadir. Zang ve ark.’nin MKH’nin noronal
belirtecleri eksprese etme kapasitelerini arastirdiklar: bir calismada nestin, B-111 Tbulin
ve noronal buyume faktor ekspresyonlarimin  yiksek diizeyde oldugunu

gostermislerdir'®’

. MKH’lerin elde edildigi pasaja gore bu salinim degismektedir.
MKH’lerin immatur formdayken noronal belirtecleri daha fazla ekspresse ettigi, matur
formda bu ekspresyonun azaldigi ve boylece proliferasyonun degisebilecegi de
gosterilmistir’®®.  Farklilasmamis MKH’lerde yapilan bir calismada néronal
belirteclerden nestin ve B-I1l Tubllin ekspresyonunun pasaja bagli olarak degistigi
belirlenmistir**. Sicanlarla yapilan bir calismada, inme olusturulan hayvanlara MKH
uygulamasindan sonra ndronal biyime faktorinin ve beyinden elde edilen blylime
faktorunin lezyonlu boélgede apoptozisi engelledigi ve hicrelerin hasarli bolgeye
gocuni ve proliferasyonunu hizlandirdig: tespit edilmistir*®®. Tuttle ve ark. tarafindan
yapilan bir ¢alismada, NGF saliniminda a-adrenoseptorlerin etkinliginin fazla oldugu
gosterilmistir. Fenilefrinin (<1 puM) dislk konsantrasyonda uygulanmasi sonucu a-
adrenoseptorlerin uyarildigi ve NGF saliniminin arttigi, fakat yiiksek konsantrasyonda
uygulandiginda (10 uM ) B-adrenoseptorlerin uyarildigr ve NGF saliniminin azaldigi
tespit  edilmistir.  Propranolol  uygulamasimin  B-adrenoseptorlerin  etkinligini
sonlandirdig: ve NGF salimiminda artisa neden oldugu saptanmistir™*. Bir diger néronal
belirteg olan B-111 Tabdlin’in etkilerinin arastirildig: bir ¢alismada, p-111 Tabulin’in
mikrotibdllerin - olusumu igin  gerekli oldugu gosterilmistir.  p-111  Tubdlin

ekspresyonundaki mutasyonun noéronal hicrelerin morfolojisini ve fonksiyonunu
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152 MKH’lerin néronal

bozarak ciddi noropatilere neden olabilecegi saptanmustir
hiicrelere diferansiyasyonunda ve proliferasyonunda énemli bir roli olan nestinle
yapilan bir calismada, santral sinir sisteminde olusturulan hasarda, nestin salinimi
yuksek olan MKH’lerin hasarli bolgedeki dizelmeyi daha iyi sagladigi tespit
edilmistir'>3. Siyatik sinir hasar1 olusturulan sicanlarda nestin ekspresyonu pozitif olan
kok hiicre uygulamalarinda siyatik sinir rejenerasyonun arttigi gorilmustur'? .

Calismamizda adrenalin ve propranolol ile uyarilmis MKH uygulanan grupta
nestin, noronal blytme faktori ve B-111 Tbdlin dizeylerinin, MKH grubuna gore
arttigi tespit edildi. Fakat fentolamin ile uyarilmis MKH uygulanan grupta néronal
belirteclerin dizeyi MKH grubuna gore daha diisiik bulundu. Literatirle uyumlu olarak
calismamizda elde ettigimiz sonuclar dustik doz uygulanan adrenalinin noronal
belirteclerin  salintmint  artirdigini, a-adrenoseptorlerin - blokajinin - bu  salinimin
azalmasina neden oldugunu gostermektedir. Adrenerjik sistem agonisti adrenalin ve f-
adrenoseptor antagonisti propranolol ile uyarilmis MKH’lerde néronal belirteglerin
MRNA ekspresyonlarinin artmasi sonucu, néronal hiicrelerin proliferasyonunun ve doku
rejenerasyonunun arttigi distintlmektedir.

Mezenkimal kok hiicre calismalarinda, hasarli dokuya hicrelerin migrasyonu,
proliferasyonu ve dokunun fonksiyonlarindaki diizelmeyi aydinlatmada histopatolojik
incelemelerin rolu 6nem tasimaktadir. MKH uygulamalari sonucunda hasarli sinir
bolgesine yerlesen hcreler, burada Schwann hucrelerine dontsmektedir. Schwann
hiicre sayisinin artmasi sonucu sinir liflerinde bozulmus miyelizasyon diizelmekte, sinir
ucu filizlenmesi, butunligu ve fonksiyonlari artmaktadir. Sinir liflerinin sayisinin,
capinin ve myelinizasyonun diizelmesi sinaptik aralikta iletinin artmasina ve efektor
organda fonksiyonlarin ve morfolojinin iyilesmesine neden olmaktadir. Sinir liflerindeki
bu iyilesmede sadece MKH’lerin hiicresel proliferasyonu degil, buyume faktorleri ve
cevre dokudan salinan diger biyoaktif faktorlerin de rolii bulunmaktadir'>>*°¢%",
Calismamizda farelerden izole ettigimiz sinir dokusun morfometrik incelenmesi sonucu
MKH ve uyarilmis MKH uygulanan gruplarda néropati grubuna gore sinir lifi sayis: ve
akson capinin arttigi saptanmistir. Adrenoseptor agonisti adrenalin ile uyarilan grupta
akson sayisinin artmasi, sinir lifinin sayisininin artisinda o ve p-adrenoseptorlerin roli
oldugunu, B-adrenoseptor antagonisti propranolol ile uyarilan grupta akson capinin

artmasi, akson capinin belirlenmesinde  o-adrenoseptorlerin  rolt olabilecegini
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distndirmektedir. Calismamizda siyatik sinir ve solues kas dokularinin 1sik ve elektron
mikroskobik incelenmesi sonucunda MKH ve uyarilmis MKH uygulanan gruplarda
noropati grubuna gore dokularda diizelmenin gérilmesi, adrenoseptor agonisti adrenalin
veya antagonisti propranolol ile uyarilan MKH’lerin uygulandigi gruplarda bu
iyilesmenin daha fazla olmasi, a-adrenoseptor antagonisti fentolaminle uyarilan
MKH’lerin uygulandig: gruplarda daha az olmasi, sinir hicrelerinin ve miyelin yapinin
gelismesinde a-adrenoseptorlerin etkisinin oldugunu disundirmektedir.

Calismamiz, periferik noropati tablosunda adrenerjik reseptor agonist ve
antagonistleri uygulanan MKH uygulamasinin tedavi edici potansiyelini gosteren ilk
calismadir. Elde ettigimiz bulgular adrenerjik reseptér agonist ve antagonistleri
uygulanan MKH’lerin hasarli sinir bolgesine yerleserek néronal hiicre proliferasyonunu
artirdigini, bunun sonucunda sinir dokusunda rejenerasyonun oldugunu gostermektedir.
Adrenalin veya propranolol ile uyarilan MKH’lerden, MKH’lere gbre ndronal
belirteclerin  mMRNA ekspresyonunun daha fazla olmas:t bu gruplarda doku
rejenerasyonun MKH grubuna gore daha iyi olmasini saglamistir. Bu bulgu adrenalin
veya propranolol ile uyarilan MKH’lerin, MKH’lere bir Gstinligu olarak
degerlendirilebilir. a-adrenoseptor antagonisti fentolaminle uyarilan MKH’ler de ise
noronal belirteclerin daha az eksprese olmasi rejenerasyonun daha az gelismesine neden
olmustur. Sinir rejenerasyonu sonucu adrenerjik agonisti ve a- ve B- adrenoseptor
antagonistleri ile uyarilmis MKH’li gruplarda antiallodinik etki ve motor fonksiyonlarda
kismi iyilesme tespit edilmistir. Bu bulgular adrenerjik reseptor agonistleriyle uyarilmis
MKH’lerin periferik noropati hastaliginda tedavi amaciyla kullanilabilecegini
disundirmektedir. Adrenerjik reseptor agonistleriyle uyarilmis MKH’lerin tedavi
amaciyla kullanilmasi periferik noropati tablosunda kullanilan ila¢ sayisinda azalmaya
bagli olarak yan tesir gorilme sikligin1 da azaltabilir. Bulgularimiz periferik néropati
gelismis hastalarda a-adrenoseptor antagonisterinin kullaniimasinin dogal MKH’lerin
proliferatif ve rejeneratif etkilerini azaltabilecegini disundirmektedir, dolayisiyla bu
grup ilaclarin kullanimina dikkat etmek gerekebilir. Ancak bu konudaki calismalar
yetersizdir, Ornegin adrenerjik uyarim yapilan MKH’lerin immun sistem ve diger
biyoaktif molekuller Gzerindeki etkisi heniiz bilinmemektedir. Bu konuda daha fazla
calisma yapilmasina gerek vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Adrenerjik reseptér agonist ve antagonistlerinin uygulandigi mezenkimal kok
hiicrelerin (MKH) hasarli doku bdélgesine migrasyonu ve proliferasyonu konusunda
kisith sayida calisma bulunmaktadir. Adrenerjik agonist ve antagonistlerle uyarilmis
mezenkimal kok huicrelerin periferik sinir hasar: Gzerindeki etkisini gesitli parametreleri
inceleyerek agiklayan bir ¢calisma ise bulunmamaktadir.

Calismamizda farelerde tek tarafli parsiyel siyatik sinir ligasyonu yaparak
periferik noropati olusturuldu. Periferik no6ropati ve noropatik agri gelistirilen
hayvanlarin hasarli doku bolgesine mezenkimal kok hiicre ve adrenalin, propranolol
veya fentolamin uygulanan mezenkimal kok hiicre enjeksiyonu yapildi. Deney
gruplarimizda 4.,6.,8. ve 10.haftada cold plate latensi ve rotarod testiyle sirasiyla soguk
allodini ve motor fonksiyonlar incelendi. MKH ve uyarilmis MKH uygulanan deney
gruplarinda cold plate latensi slresinin néropati grubuna gore uzadig: yani antiallodinik
bir etki olustugu tespit edildi. Ancak a-adrenoseptdr antagonistinin uygulandig: grupta
bu etkinin adrenalin ve propranolol uygulanan gruba gore daha az oldugunu belirlendi.
Bu sonuglar noropatik agrinin  tedavisinde adrenerjik reseptor agonist ve
antagonistlerinin - uygulandigit MKH’lerin tedavide bir alternatif olabilecegini
gostermektedir. Ayrica adrenerjik reseptor agonist ve antagonistlerinin uygulandig:
MKH’lerin antiallodinik  etkisinde  a-adrenoseptorlerin rolu oldugunu
dustndurmektedir. Adrenerjik reseptdr agonist ve antagonistlerinin uygulandig:
MKH’lerin allodini Gzerindeki etkisini daha iyi agiklayabilmek icin noropatinin taktil
allodini, mekanik hiperaljezi gibi belirtileri incelenip alinan sonuglar karsilastirilarak
daha detayl bulgulara ulasilabilir.

MKH ve uyarilmis MKH uygulanan deney gruplarinda noropati grubuna gore
motor fonksiyonlarin siiresinin uzadig: tespit edildi. Bu sonu¢, MKH ve uyarilmig MKH
hicrelerinin hasarli sinir bdlgesine migrasyon ve proliferasyonunun gergeklestigini
bdylece hasarli sinir dokusunda rejenerasyonun olustugunu, sinir fonksiyonlarinin
dizeldigini telkin etmektedir.

Sinir ve kas dokusunun histopatolojik incelenmesi sonucu MKH ve uyarilmis
MKH uygulanan deney gruplarinda, noropatili gruba gore sinir lifleri ve kas liflerinde,
hem yapisal hem hiicresel dizeyde iyilesme oldugu tespit edildi. Bu iyilesmenin a-
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adrenoseptor antagonisti ile uyarilmis MKH uygulanan grupta en disuk dizeyde
olusmasi, adrenerjik reseptdr agonist ve antagonistlerinin uygulandigt MKH’lerin
rejeneratif etkisinde a-adrenoseptor rolunun daha fazla oldugunu distndirmektedir.
Morfometrik incelemede, siyatik sinir liflerinin sayisi ve akson c¢apinin 6lgimi
sonucunda, adrenerjik uyarilan MKH uygulanan gruplarda ndropati grubuna gore lif
sayis1 ve akson capimin daha fazla oldugu o6lguldi. Ancak MKH uygulanan grupla,
noropatili grup arasinda anlamhi bir farklilik tespit edilmedi. Bulgularimiz adrenerjik
agonist ve antagonistleri uygulanan MKH’li gruplarda, sinir liflerinin morfolojik
iyilesmesinin daha iyi oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak adrenerjik agonist ve antagonistlerle uyarilan MKH’ler, periferik
ndropatide allodini ve motor fonksiyonlarin kismen dizelmesini saglamakta, sinir ve
kas dokusunda belirgin iyilesme yapmaktadirlar. Calismamizin sonuclari, bu hiicrelerin
rejeneratif ve  fonksiyonel etkisinin  olusmasinda, a-adrenoseptorlerin,  B-
adrenoseptorlere gore daha fazla rolu oldugunu distndirmektedir.

Kok hicrelerin migrasyon ve proliferasyonunda biyime hormonlarinin énemli
roli oldugu bilinmektedir. MKH’lerin sinir liflerine migrasyonu, noronal hiicrelere
farklilasmas: ve proliferasyonunda Nestin, ndronal biylime faktori (NGF) ve B-I11
Tubdlin gibi noronal belirteclerin 6nemli roli bulunmaktadir. Calismamizda Nestin,
NGF ve B-111 Tubtlin’in mRNA ekspresyonunun 6l¢iimii sonucunda adrenerjik reseptor
agonist ve antagonistlerinin uygulandigit MKH’lerde, MKH’lere gore diizeylerinin daha
yuksek oldugu belirlendi, ancak a-adrenoseptdr antagonisti kullanilan grupta bu diizeyin
a ve B-adrenoseptor agonist ve B-adrenoseptor antagonistinin uygulandig: gruba gore
daha disuk oldugu tespit edildi.

Calismamizda elde ettigimiz butun sonuglar, adrenerjik uyarilmis MKH’lerin
hasarl sinir bolgesinde daha iyi prolifere oldugunu gostermekte ve bu etkide, ndronal
belirteclerin ve a-adrenoseptorlerin bir roli oldugunu telkin etmektedir. Elde ettigimiz
sonuglart giclendirebilmek icin ileri galismalara ihtiyag vardir. Bir sonraki ¢alismada
adrenerjik reseptor agonist ve antagonistlerinin uygulandigt MKH’lerde, o ve B-
adrenoseptorlerin alt tiplerinin rollinin arastirilmasi, hticre i¢i sinyal yolaklarinin
incelenmesi, sitokin duzeylerinin 06lgulmesi ve bu hicrelerin angiogenezis ve
apoptozisdeki etkisinin degerlendirilmesi yapilarak konunun daha detayli bir sekilde

arastirilmasi gerekmektedir.
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Calismamiz periferik noropati tablosunda adrenerjik reseptér agonist ve
antagonistlerinin uygulandigi MKH’lerin etkisini gosteren ilk ¢calisma olmasi nedeniyle
Ozgun bir calismadir. Adrenerjik reseptor agonist ve antagonistlerinin uygulandig:
MKH’ler, periferik ndropati tedavisinde tek basina veya var olan tedavilere ek secenek
olabilir. Adrenerjik reseptér agonist ve antagonistlerinin uygulandigt MKH’lerin,
hastanin yasam kalitesinde artisa, kullanilacak ilag cesitliliginde, miktarinda ve ilag
kullanim ile ortaya cikan yan etkilerde azalmaya neden olabilir, klinikte alternatif bir

tedavi secenegi olarak yer alabilir.
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