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OZET

SIYATIK SINIR HASARI OLUSTURULAN OBEZ SICANLARDA ADIPOZ VE
BAG DOKUSU KOKENLI KOK HUCRELERIN REJENERASYONA
ETKILERININ ARASTIRILMASI
Amag: Bu calismada, deneysel obezite modelinde yag dokusu ve periferik sinir kaynakli kok

hiicrelerin periferik sinir rejenerasyonuna etkisinin belirlenmesi amaglanmastir.

Materyal ve Metot: Calismamizda 8 haftalik 41 adet Wistar albino cinsi disi si¢an kullanildi
(150-200gr). Obez modeli olusturulacak denekler 8 hafta boyunca %40 yag iceren 6zel bir
diyet ile kontrol gruplari ise 8 hafta boyunca standart ticari yem ile beslendi. 8. haftanin
sonunda kontrol ve obez tiim deneklerde ezilme tipi sinir hasar1 olusturuldu. Tedavi grubu yag
dokusu homejenati (n=5) ve periferik sinir homojenati uygulanacak (n=5) siganlardan
olusturuldu. Hasar olusturma isleminin hemen ardindan siyatik sinirlere sinir ve yag dokusu
homejanat1 enjekte edilerek iyilesme siirecleri gdzlemlendi.

Bulgular: Miyelinli akson sayisi; KPS ile KY arasinda ileri derecede anlaml fark vardi
(p<0,01) ve OPS ile OY grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05).
Miyelinsiz akson sayisi; KY ile KPS grubu arasinda ileri derecede anlamli fark gozlendi
(p<0,01). Latans degerleri bakimmdan; KH ile KPS, KH ile KY gruplar1 arasinda ileri
derecede anlamli fark gozlemlenmistir (p<0,01). Genel olarak obez gruplardaki CD45 ve
CD34 yiizey markerleri agisindan pozitif olan kok hiicre sayilarinin kontrol gruplara gore daha
yiiksek seviyede oldugu bulundu (P<0.05). Kontrol deneklerde ise CD90 agisindan pozitif
olan kok hiicreler obez gruplara gore daha fazla sayidaydi (P<0.05).

Sonu¢: Mezenkimal kok hiicrelerin, yarali bolgede sinir rejenerasyonuna engel olabilecek
fibrozis ve 6demi azalttigi, periferik sinir kokenli kok hiicrelerin hem kontrollerde hem de
obez deneklerde tedavide daha basarili olabilecegi; kontrol deneklerde uygulanan yag
homejenatinin daha basarili olabilecegi; obez deneklerde uygulanan periferik sinir kokenli
kok hiicrelerin tedavide daha basarili olabilecegi goriildi. Bu nedenle sinir rejenarasyonunda
bu tedavi yontemlerinin dikkate alinabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Siyatik Sinir, Kok Hiicre, Obezite, Sigan, Rejenerasyon, E.M, ENMG.
Elif KAYHAN KUSTEPE, Yiiksek Lisans Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Nisan-2017



ABSTRACT

INVESTIGATION OF SCIATIC NERVE INJURY INDUCED OBESE RATS
ADIPOSE AND CONNECTIVE TISSUE-DERIVED STEM CELLS TO
REGENERATION EFFECT

Aim: In this study, we aimed to determine the effect of fat tissue and peripheral nerve stem
cells on peripheral nerve regeneration in the experimental obesity model.

Material and Method: In our study, 41 Wistar albino female rats of 8 weeks of age (150-200
gr) were used. The obese model will be formed for 8 weeks with a special diet containing 40%
fat and the control group will be fed with standard commercial feed for 8 weeks. At the end
of the 8th week, crush type nerve damage was generated in all nonobese and obese subjects.
The treatment group consisted of rats with fatty tissue homogenization (n=5) and peripheral
nerve homogenization (n=5). Immediately after the injury, the nerve and fat tissues were

injected into the sciatic nerve and the healing process was observed.

Results: Number of myelinated axons; There was a significant difference between KPS and
KY (p<0,01) and the difference between OPS and OY group was statistically significant
(p<0.05). Number of myelinated axons; There was a significant difference between the KY
and KPS groups (p<0,01). In terms of Latans values; A further significant difference was
observed between KH and KPS, KH and KY groups (p<0.01). Generally, stem cell numbers
positive in terms of CD45 and CD34 surface markers in obese groups were higher than in
control groups (P<0.05). In the control subjects, CD90 positive stem cells were more frequent
than obese (P<0.05).

Conclusion: Mesenchymal stem cells may be more successful in treatment of peripheral nerve
root stem cells in both controls and obese subjects, reducing fibrosis and edema that may
interfere with nerve regeneration in wounded areas; The oil homeogenate applied to control
subjects may be more successful; It was observed that peripheral nerve stem cells applied in
obese subjects might be more successful in the treatment. For this reason, nerve regeneration

is the result of which these treatment methods can be taken into consideration.
Key Words: Sciatic Nerve, Stem Cell, Obesity, Rat, Regeneration, E.M, ENMG.
Elif KAYHAN KUSTEPE, Master Thesis

Ondokuz Mayis University - Samsun, April-2017
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1. GIRIS

Periferik sinir yaralanmalari, tiim diinyada onemli 6l¢iide sakatlifa sebep olan
durumlardan biridir. Kazalar sonucunda veya sinirde gerilme, ezilme, kesilme ve sinir
liflerinde olusan farkli derecedeki hasarlardan meydana gelmektedir. Travmatik yaralanmalar
sinirin distal ve proksimalinde 6nemli histolojik degisiklikleri de beraberinde getirmektedir.
Aksonal diizeyde meydana gelen hasar derecesi, yaralanmadan sonraki siiregte, iyilesme orant
ve siiresini belirleyen en énemli faktordiir. Iyilesme hizi, hasarli bolgedeki patofizyolojik
duruma bagl olarak degisiklik gosterse de aksonal biitiinliik korundugu siirece genellikle tam
bir fonksiyonel iyilesme ger¢eklesmektedir (Robinson, 2000; Lundborg, 2004; Allodi ve ark.,
2012). Yetiskinlikte periferik sinirin yiiksek rejenerasyon potansiyelini devam ettirdigi
bilinmektedir. Ancak aksonal biitiinliigiin korunamadigr durumlarda, iyilesme siiresince
rejenere olan sinir liflerinin akson ¢ap1 ve miyelin kilif kalinlig1 gibi parametreler bakimindan

travma Oncesi normal diizeye ulasamadiklari bildirilmistir (Muratori ve ark., 2012).

Aksonal rejenerasyon, doku onarimindansa hiicre onariminin Oncelikli oldugu
biyolojik bir olaydir. Rejenerasyon esnasinda temel amag hiicre sayisinin artmasi degil, her
bir hiicrenin baslangigtaki yani saglikli morfolojilerine geri doniistimiiniin saglanabilmesidir.
Bu doniigiimiin saglanabilmesi igin gerekli olaylar endotelyal hiicrelerin, fibroblastlarin ve
Schwann hiicrelerinin ¢ogalmasi gibi lokal yara iyilesme bdlgelerinde meydana gelen
degisikliklerden ibarettir (Lundborg, 2004). Bu ac¢idan bakildiginda periferik sinir hasarlar
sonras1 Ozellikle aksonal biitiinliigiin korunamadig1 durumlarda olas1 aksonal rejenerasyonu

artiracak tedavi yontemlerine ihtiyag vardir.

Ozellikle son yillarda molekiiler ve hiicresel biyoloji, biyomiihendislik ve kok hiicre
alanindaki Onemli gelismelere paralel olarak periferik sinir rejenerasyonu hakkindaki
bilgilerimiz artmaktadir. Son yillarda periferik sinir yaralanmalarmin tedavisinde kok
hiicrelerin kullanildig1 ¢calismalarda 6nemli sonuglar elde edilmistir (Yu ve ark., 2010). Bu
amagla embriyonik, fetal ve erigkin mezenkimal kaynakl1 kok hiicrelerden yararlanilmaktadir.
Mezenkimal kok hiicreler kendini yenileyebilen ve kemik, kikirdak, yag, kas gibi multiple
mezodermal dokulara farklilagsabilme yetenegine sahip olan hiicrelerdir. Mezenkimal kok
hiicrelerin (MKH) potansiyel avantajlar1 otolog dondrden temin edilebilmesi ve allojenik
MKH’nin nonimmunojenik olmasidir. MKH’lerin ayrica in vitro ortamda néronal morfoloji

kazanmalart ve noéronal ve noroglial marker eksprese etmeleri sinir sistemi



hasarindakullanimina olan ilgiyi arttirmaktadir. Giinlimiizde insanlar ilizerinde mezenkimal
kok hiicrelerin Parkinson hastaliginda, beyin hasarinda, serebral infarktta ve spinal kord
hasarinda transplantasyonuyla ilgili ¢alismalar litaratiirde mevcuttur (Parr ve ark., 2007;
Venkataramana ve ark., 2009; Venkataramana ve ark., 2010). Farklilasmanin yanisira kok
hiicrelerin hasarli néronlara rejenerasyon siirecinde trofik destek saglamasi da bagka bir olas1
mekanizmadir (Schwarz ve Schwarz, 2010). Kok hiicre tedavisinin bazi durumlarda kayip
noronlarin yerini almaktan ¢ok ndronal koruma ve anti-inflamatuvar 6zellikleri ile tedaviye
katkida bulundugunu gosterir bilgiler elde edilmistir (Einstein ve ark., 2007; Vercelli ve ark.,
2008). Bu yiizden bu ¢alisma, yiiksek yagl diyetle iliskilendirilmis, adipoz ve bag dokusu
kokenli kok hiicrelerin rejenerasyon iizerine olabilecek muhtemel etkilerini ortaya koymak

iizere planlanmistir.

Obezite besinlerle alinan enerji miktarmin metabolizma ve fiziksel aktivite ile
tilkketilen enerji miktarindan daha fazla oldugu durumlarda ortaya ¢ikan ve viicutta fazla
miktarda yag birikmesiyle olusan, tedavi edilmesi gereken ciddi bir hastaliktir (Altunkaynak
ve Ozbek, 2007). Enerji alinmasi ve harcanmasi arasindaki dengenin bozulmasindan
kaynaklanan ihtiya¢ fazlasi kalorinin organizmada depolanmasinin sonucu meydana gelen
obezitenin etiyolojisinde daha ¢ok yiiksek kalorili diyet ve hareket azlig1 gibi faktorler rol
oynamaktadir (Uzun, 2011). Son yillarda prevelansindaki korkutucu artigla birlikte obezite
tiim diinyada toplumsal bir saglik krizi haline déniismiistiir (Wang ve ark., 2013). Ozellikle
metabolik-hormonal komplikasyonlar, kardiyovaskiiler sistem hastaliklari, solunum ve
sindirim sistemi hastaliklar1 ve kanser gibi morbidite ve mortalitesi yiiksek saglik sorunlarma
yol agmaktadir. Obezite prevelansinin artmasi beraberinde obeziteye bagl hastaliklarin da
sikliginin artmasina neden olmaktadir (Kalan ve Yesil, 2010). Bununla birlikte obezite ile
iliskilendirilmis kok hiicre tedavisinin 6zellikle periferik sinir sistemi (PSS) {izerine olan olas1
etkileri hakkinda bir ¢aligmaya litaratiir kayitlarinda rastlanilmamistir. Sunulan ¢alismada
yiiksek yagli diyet uygulamasi sonucu olusturulan obezite modelinde, adipoz ve bag dokusu
kokenli kok hiicrelerin viicuttaki en biiyiik ve tek pargali periferik sinir olan siyatik sinirin
rejenerasyonuna olan olas1 etkileri stereolojik, elektrofizyolojik, flow sitometrik,

histopatolojik ve elektron mikroskobik yontemlerle arastirildi.



2. GENEL BILGILER
2. 1. Periferik Sinir Sistemi

PSS, merkezi sinir sistemi (MSS) ile organlar arasinda iletimi saglayan bdylece
motor, duyu ve otonomik fonksiyonlarin diizenlenmesinde gorev alan bir sistemdir. Ug tip
periferik sinir bulunmaktadir, bunlar; motor, duyu ve otonom sinirlerdir. Motor sinirlerin
hiicre gdvdeleri medulla spinalis 6n boynuzunda, duyu sinirlerinin hiicre gévdeleri ise arka
kok gangliyonu igerisindedir. Duyusal ve motor lifler igceren periferik sinirler, dorsal ve
ventral spinal koklerin birlesmesiyle olusur (Sekil 1). Otonom sinir Sistemine ait néronlar
merkezi sinir sistemi i¢inde ve disinda bulunan, niikleus ve ganglionlarda toplanmis sekildedir

(Shenaq ve Kim, 2006).

Arka kok ganglionu

Duyu siniri

Motor sinir

On boynuz
motor néron

Motor son plak 14 /O) «

Sekil 1. Periferik sinirlerin hiicre gévdelerinin yerlesimi (Bekar, 2011’den bakilarak uyarlanmustir)



PSS, MSS disindaki sinir hiicre govdelerini barindiran gangliyonlar, 6zellesmis sinir
uclar1 ve periferik sinirlerden ibaret olup, MSS ile periferal organlar arasindaki motor ve duyu
iletimini saglamaktadir. Bir periferik sinir, 6zel bag doku kilifiyla sarilmis sinir lif
demetlerinden olusmaktadir (Junqueira ve Carneiro, 2006; Ross ve Pawlina, 2011). Bu bag
doku kilifinin biyokimyasal ve morfolojik yapis1 degisik teknikler kullanilarak ortaya
konmustur. Periferik sinirin bag doku kilifi endondryum, perinéryum ve epindryum adi
verilen ii¢ bilesenden olusmaktadir. Endondryum olarak adlandirilan en i¢ kisim Schwann
hiicresi ve aksonu kusatir. Endondryum fibroblastlar ile kollajen liflerden olusmaktadir. Sinir
lifleri bir araya gelerek perindryum tarafindan sarilan sinir fasikiillerini olustururlar. Duvari,
yasst ve ¢ok katli epitel hiicre benzeri perinoral hiicre tabakasindan olustugu i¢in perindryum,
hiicre tiipii olarak da tanimlanmaktadir. Perindral hiicreler distan bazal lamina ile ¢evrelenmis
olup gap junctionlarla birbirlerine bagli haldedirler. Birbirleriyle olan bu siki ve gegirgen
olmayan baglantilarindan dolay1 perinéryum kan-sinir bariyeri olarak da bilinmektedir. Tiim
fasikiilleri en distan ¢evreleyen bag doku tabakasi ise epindryum olarak adlandirilmaktadir.
Epinéryum ¢ok sayida gevsek dizilimli kollajen lifler ile yag doku igermektedir (Kaplan ve
ark., 2009) (Sekil 2).



Miyelinsiz lifler

Miyelinli lifler

Sekil 2. Periferik bir sinirin yapisi (Schiinke ve ark. 2005’den bakilarak uyarlanmistir)

Periferik sinirler dallanmalar gostererek tiim viicuda dagilan organlardir. MSS’ den
cikan periferik sinirler, kraniyal ve spinal sinirler olmak tizere iki ana kategoride
siniflandirilirlar. Bu iki kokten dallanan sinirler ise tlim viicut alanlarina ulasarak sonlanirlar.
Viicudun farkli bolgelerinde yerlesik periferik sinirlerin sinir lif igerigi ve fasikiil sayis1 gibi
ozellikleri farklilik gosterse de, morfolojik 6zellikleri genel olarak aynidir. Periferik bir sinirin
en kiiglik fonksiyonel birimi sinir lifidir. Bir sinir lifinin hiz iletimi, fonksiyonu ve cap1 gibi
cesitli parametreler periferik sinir liflerinin siniflandirilmasinda kullanilmaktadir. Anatomik
olarak Schwann hiicrelerinin aksonlar1 ¢gevrelemesi esasina gore lifler miyelinli ve miyelinsiz
sinir lifleri olarak iki alt grupta siniflandirilmaktadir (Sekil 3). Memelilerde tiim biiyiik ¢apli
aksonlar miyelinli olup, 1um” den kiiciik ¢apli aksonlar genellikle miyelinsizdir (Geuna ve
ark., 2009) (Sekil 4).
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Sekil 3. Periferik sinirin panoromik 151k mikroskobik goriintiisii (A) ile farkli biiyiitmelerdeki histolojik yapisi
goriilmekte (B, C ve D). Endonéryum igindeki damarlanmalar goriilmektedir (C) (Ok baslari: Bag

dokuda yerlesik damarlar). Miyelinli lifler ile bu lifler arasinda yerlesik kiimeler halinde kii¢iik ¢aplh
miyelinsiz lifler izlenmektedir (D) (Ok: Miyelinli akson, *: Miyelinsiz aksonlar)



Sekil 4. Periferik sinirde miyelinli aksonlarin elektron mikroskobik goriintiisii (m: akson sitoplazmasinda

yerlesik mitokondriler, a: miyelinli akson, Mk: miyelin kilifi gostermektedir, x12400)

Miyelinli sinir lifleri tek bir Schwann hiicresi tarafindan ¢evrelenmis tek aksondan
olusmakta olup ratlarda Schwann hiicre zar1 akson etrafin1 12 nm aralikli sekilde kusatarak
ortalama 80 katli miyelin kilifi olusturmaktadir (Garbay ve ark., 2000; Gartner ve Hiatt, 2007;
Geuna ve ark., 2009) (Sekil 5).

Miyelinsiz aksonlar ise tek bir Schwann hiicresi tarafindan grup halinde sarilmis cok
sayida kiigiik sinir aksonundan olusmakta olup bu aksonlarin ortalama caplar1 0,15- 2 pm
arasindadir (Geuna ve ark., 2009) (Sekil 6).

Miyelinli ve miyelinsiz sinir lifinde her akson mutlaka Schwann hiicresi ile
kusatilmistir. Schwann hiicreleri akson ¢evresindeki alanda iyon dengesinin saglanmasina,
norotransmitterlerin dagilimina ve aksolemma boyunca sodyum kanallarinin yerlesimine

katkida bulunan ve akson ¢evresinde konsantrik karakterde proteofosfolipid bir tabaka olan



miyelin kilifin1 hazirlayan hiicrelerdir. Miyelinli bir akson tek bir Schwann hiicresi tarafindan
sarilirken, miyelinsiz aksonlarda bir Schwann hiicresi birden fazla aksonu c¢evrelemektedir

(Dahlin, 2004) (Sekil 5 ve 6).

Sekil 5. Bir Schwann hiicresi tarafindan gevrelenmis tek miyelinli aksonun (a) elektron mikroskobik goriintiisii.
(Mk: Miyelin kilif, *: Schwann hiicre ¢ekirdegi, m: akson sitoplazmasinda yerlesik mitokondrileri

gostermektedir, x10100)



Sekil 6. Bir Schwann hiicresi (Sh) tarafindan ¢evrelenmis miyelinsiz aksonlarin (oklar) elektron mikroskobik

goriintiisii (C: Schwann hiicre ¢ekirdegi, x 16100)

Miyelinli olsun ya da olmasin bir sinir lifinde her akson mutlaka Schwann hiicresi ile
kusatilmistir. Miyelinli bir akson tek bir Schwann hiicresi tarafindan sarilirken, miyelinsiz
aksonlarda bir Schwann hiicresi birden fazla aksonu ¢evrelemektedir (Dahlin, 2004) (Sekil 5
ve 6).

Schwann hiicreleri periferik sinirlerin miyelin kilifin1 olusturur ve devamliligim
saglar, ayrica miyelinsiz aksonlar1 ¢evreleyerek onlara hiicresel bir kilif meydana getirir.
Schwann hiicreleri, gelisim sirasinda noronlarin hayati fonksiyonlarinin devamliligr icin ve
ayrica sinir hasarlanmalarinda da basarili bir rejenerasyon ve fonksiyonel iyilesmenin

kontroliinde oldukga biiyiik neme sahiptir (Kaplan ve ark., 2009).

Miyelinizasyon 12. haftasinda, ratlarda ise 14-15. embriyonik giinlerde baslayip
dogumdan sonra degisken hizlarda devam eden bir siiregtir (Garbay ve ark., 2000; Kaplan ve

ark., 2009). Miyelinin yapist diger plazma membranlarina benzemekle birlikte, igerik



acisindan farklidir. Biyokimyasal olarak % 75 lipit ve % 25 proteinden meydana gelmektedir
(Atalay ve Ustiin, 2004). Schwann hiicreleri, aksonlardan miyelinlesme sinyalini aldiginda
miyelin kilifi olusturacak bilesenlerin sentezine imkansaglayacak sekilde gen ekspresyon
programlarim1 degistirirler. Gen ekspresyonu seviyesindeki bu diizenleme aslinda Oct-6 ve
Krox-20 gibi transkripsiyon faktorlerini igermektedir. Miyelinin yapist diger biyolojik
membranlarla benzerlik gosterse de en onemli biyokimyasal 6zelliklerinden biri yliksek
lipit/protein oranidir. Bilesiminde % 70-80 lipit ve % 20-30 protein bulunduran miyelin sahip
oldugu bu yiiksek yag oraniyla elektriksel yalitim gérevini yapabilmektedir (Garbay ve ark.,
2000).

Miyelinli liflerde, akson boyunca dizilen Schwann hiicreleri arasinda miyelin kilifin
bulunmadig: 1 pm’lik alanlar mevcuttur. Miyelin kilif boyunca iletilen impulslar “Ranvier
diigim{i” ad1 verilen bu alanlarda bir sigrama yaparak bir sonraki miyelin kilifa gecerler
(Lawrence, 1995). Ranvier diiglimleri sayesinde uyari sigrayici sekilde iletilir ve bu sayede
¢ok hizli taginmasi saglanir (Shenaq ve Kim, 2006; Terzis ve Smith, 1990). Ranvier
diigiimleri arasindaki aralik ne kadar uzun ise myelin o kadar kalindir (Ertekin, 2006; 1991;

Samorajski, 1967).

Periferik sinir gelisimi esnasinda, miyelin kilif olusturmasi, Schwann hiicrelerinin
proliferasyonu, gocii, aksonu g¢evrelemesi gibi siireglerde, Schwann hiicreleri ile aksonlar
arasinda belirgin bir fiziksel etkilesim olmaktadir (Feltri ve ark., 1994). Schwann hiicreleri,
aksonlardan miyelinlesmek icin sinyal aldiginda, miyelin kilifi olusturacak bilesenlerin
sentezine olanak saglayacak bicimde gen ekspresyon programlarini degistirirler. Miyelinin
yapist diger biyolojik membranlarla benzerlik gosterse de en Onemli biyokimyasal
ozelliklerinden biri yiiksek lipit/protein oranidir. Bilesiminde % 70-80 lipit ve % 20-30 protein
bulunduran miyelin sahip oldugu bu yiiksek yag oraniyla elektriksel yalitim gorevini
yapabilmektedir (Garbay ve ark., 2000).

Bir sinirin miyelinli olmas: aksiyon potansiyelinin iletim hizini arttirmaktadir.
Miyelin kilifin kalinlig1 da iletim hizin1 etkiler. Miyelinsiz liflerde ¢ap 0.2—1.5 pm ve iletim
hiz1 0.4-2.0 m/sn iken; kalin miyelinli sinirlerde ¢ap 12-20 um ve iletim 72—-120 m/sn gibi
yiiksek hizlardadir (Shenaq ve Kim, 2006). Sinir lifleri iletim hizlar1 ve ¢aplarina gore 3 gruba
ayrilir (Terzis ve Smith, 1990):
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A grubu lifler: Miyelinli somatik afferent ve efferent liflerdir. Caplar1 2.5-22 um,
ileti hizlar1 15-100 m/sn arasindadir.

B grubu lifler: Miyelinli otonomik preganglionik liflerdir. Caplar1 3 pum, ileti hizlari
3—15 m/sn kadardar.

C grubu lifler: Miyelinsiz somatik ve visseral afferent lifler ile postganglionik
liflerdir. Caplar1 0.2—1.5 um, ileti hizlar1 0.3—1.6 m/sn kadardir.

Bag dokusu, enine kesilmis bir sinirin kesit alaninin  %25-85 kadarmi
olusturmaktadir ve bu oran sinire ve yer aldigi bolgeye gore degismektedir. Eklem
bolgelerinde bu oranin arttig1 bilinmektedir. Periferik sinirler 3 ayr1 destek bag dokusu
tabakasi ile kusatilmistir (Kaplan ve ark., 2009). Her bir sinir lifi, en i¢te endondryum ad1
verilen mezoderm kaynakli bir bag doku ile c¢evrelenmektedir. Endondryum,
mukopolisakkarit temel madde igerisinde yer alan kollajen ve retikiiler lifler, fibroblastlar,
makrofajlar, mast hiicreleri ve kapiller sistemden olusan bir bag dokudur, ¢evreledigi alan
icerisindeki bolge sinir islevleri i¢in uygun bir ortam saglar. (Maggi ve ark., 2003; Terzis ve
Smith, 1990). Sinir liflerinin bir araya gelerek olusturdugu yapiya ise fasikiil denilmektedir.
Her fasikiil mekanik olarak saglam, yogun bir tabaka olan perindryum ile sarilmistir.

Perindryum, yasst perindral hiicreler tarafindan olusturulmus olan ¢ok katli bir
tabakadir ve travmalara kars1 bir bariyer gorevi goriir. Perindryum ayni zamanda kan-Sinir
bariyerinden sorumlu olan yapidir (Lundborg, 1987; Ozmen, 2002; Kaplan ve ark., 2009).
Periferik siniri en distan kusatan bag doku tabakasi ise epindéryum adini almaktadir.
Epindryum kollajen tip I ve III, elastik lifler, fibroblastlar ve degisen oranlarda yag
dokusundan meydana gelmistir. Epinéryumun gorevi, fasikiilleri ekstremite hareketleri
sirasindaki travmalardan korumaktir. Bu nedenle 6zellikle eklem bolgelerinde daha kalin bir
yapiya sahiptir (Lundborg, 1987; Maggi ve ark., 2003). Epindryumun kalinlig: sinirin tipi,
seviyesi ve bireylere gore farklilik gostermektedir, yiizeyel ya da eklemleri gegen sinir
kisimlarinda bag doku daha da kalindir, nedeni travmalara kars1 koruyuculugu arttirmaktir
(Maggi ve ark., 2003; Terzis ve Smith, 1990; Sunderland, 1990 ). Toplam sinir kesit alaninin
% 35-75’1 arasinda degisen bu kalinlik distale gittikge azalmaktadir. Fonksiyonel olarak iki
tabakadan olusan epinéryumun derin tabakalar1 “internal (interfasikiiler) epinéryum” olarak
adlandirilir ve bu tabaka fasikiillerin etrafin1 tek tek sararak fasikiilleri bir arada tutar.
“Eksternal (epifasikiiler) epindryum” ise daha dista yer alan ve parandryum olarak da bilinen

bag dokusu yapisinda bir kiliftir (Thomas ve ark., 1993). Epinéryum iceriye dogru uzanarak
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epifasikiiler epinéryumu meydana getirir (Ertekin, 2006; Williams ve ark., 1989; Bullock ve
ark., 1994).

Fasikiiler yapilarina gore periferik sinirler ii¢ ana gruba ayrilirlar (Sekil 7) .

1. Monofasikiiler periferik sinir; Bir¢ok sinir lifi iceren tek bir fasikiil bulunur.

2. Oligofasikiiler periferik sinir; Birkag biiyiik fasikiilden olusan sinirdir.

3. Polifasikiiler periferik sinir: Cok sayida fasikiil mevcuttur. Fasikiiller gruplar

halinde veya grup olusturmaksizin bir arada bulunabilirler ( Lundborg, 1988).

Monofasikuiler Oligofasikuler Polifasikiler

Sekil 7. Periferik sinirlerin fasikiiler yapilarina gore siiflandirilmasi

2. 1. 1. Periferik Sinir Yaralanmalari

Periferik sinir yaralanmalarinin siniflandirilmasi, teshis ve tedavi yaklasimlar
acisindan gereksinim ve 6nem arz etmektedir. Periferik sinir onarim yolunun basarisi ve siiresi
sinir yaralanmasinin derecesine baglidir (Burnett ve Zager, 2004; Stoll ve Miiller, 1999).
Seddon ve Sunderland tarafindan yapilan, giiniimiizde kabul gérmiis 2 siniflandirma vardir.
Seddon sinir yaralanmalarini siddetine gore 3 sinifa ayirmaktadir.

Noropraksi, sinir devamliliginin kaybolmadig1 ancak gegici bir fonksiyonel kaybin
oldugu, grup icerisindeki en hafif yaralanma tipidir. Gegici segmental iletim blogu ile
karakterize olup anatomik biitiinliik ve aksonal devamlilik korunmustur (Sunderland, 1990;
Brushart, 1999). Spontan iyilesir ve iyilesme tam olur, ancak iyilesme zamani 5 giin ile 3 ay

arasinda degisir, histolojik olarak en sik demiyelinizasyon goriliir (Maggi ve ark., 2003).
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Aksonotmezis, bolgesel olarak sadece miyelin kilif ve akson devamliliginda bir kesilme
olusur. Endondryum, perindryum, epinéryum ve Schwann hiicrelerinin bazal membrant,
saglamdir. Bu tiir bir yaralanmadan sonra hiicre 6lmezse, lezyon seviyesinin distal ucunda
Wallerian dejenarasyon, proksimal ucunda ise aksonal tomurcuklanma goriliir (Seckel,
1990). Rejenerasyon, aksonal biitiinliik olmasa bile endondryumun olusundan dolay1 kolaydir.
Rejenerasyon genellikle iyidir ve fonksiyonlarin geri donisii tamdir. Norotmezis, Sinir
baglantilarinin kesildigi ve tam bir fonksiyonel kaybin oldugu yaralanma tipidir. Aksonda
yeniden bilyiimeyi yonlendirecek yapilar kaybolur ve skar olusur. Iyilesme meydana gelmesi
icin genellikle cerrahi islem uygulanmasi gerekir (Fernandez ve ark., 1997).

Sunderland, bu siniflamay1 yaralanmanin siddetine gore bes dereceye ayirmistir
(Ertekin, 2006; Ertas, 2004; Daneyemez ve Secer, 2008).

1.derece; Seddonun ndropraksi tipi yaralanmasina esdegerdir, kendiliginden iyilesir
(Maggi, 2003; Sunderland, 1990).

2.derece; Seddon’ un aksonotmezis tip yaralanmasina esdegerdir. Schwann hiicre
bazal membrani ve endondral kilif saglam oldugu icin rejenerasyon siireci iyidir ve spontan
olarak iyilesir (Maggi, 2003; Sunderland, 1990; Dvali, 2006).

3. derece; Aksonun kesilmesi ile meydana gelir. Aksonotmezis ile noropraksi tip
yaralanmalar arasi bir hasar tipidir. Epindriyum ve perindriyum saglam, ancak Schwann hiicre
kilifi, endondriyum ve aksonun devamliligi bozulmustur. Endonériyum ve Schwann hiicre
kilifinin hasarli olmasi nedeniyle iyilesme tam olmaz. (Dvali, 2006; Sunderland, 1990).

4. derece; Norotimezis’e esdegerdir. Epindryum diginda sinirin biitiin kisimlari
bozulmaktadir. Kendiliginden iyilesme goriilebilmesine ragmen tedavi uygulanmadiginda
fonksiyonel iyilesme nadiren gergeklesir. Cerrahi girisim gereklidir (Dvali, 2006; Sunderland,
1990).

5. derece; Sinir tamamen kesintiye ugramaktadir. Iyilesme cerrahi girisimle saglanir (
Robinson, 2000; Burnett ve Zager, 2004; Quan ve Bird, 1999; Fernandez ve ark., 1997). Ek
olarak Mackinnon bu siniflandirmaya 6. derece sinir hasar1 ad1 altinda bir ekleme yapmustir
(Mackinnon, 1989). Bu tip yaralanmada sinir boyunca degisik seviyelerde ve farkhi
derecelerde sinir hasarlarmin bir arada bulunmasi séz konusudur (Sekil 8). Ozellikle ezici

tipte yaralanmalarda ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 8. Periferik sinir yaralanmalarinin siiflandirilmasi

2. 1. 2. Rejenerasyon Sirasinda Meydana Gelen Degisiklikler

Rejenerasyon sirasinda, sinir hiicresinin perikaryonu ve aksonu arasinda fonksiyonel
acidan ¢ok onemli bir iliski vardir. Fonksiyonel periferal baglantilar yeniden diizenlenmedigi
stirece, perikaryonda eksiksiz bir iyilesme meydana gelmez. Aksonal ¢ap artisi ile perikaryon
iyilesmesi dogru orantilidir. Akson hasar1 sonrasi perikaryonda bazi degisiklikler meydana
gelir. Bu degisiklilerden biri kromatolizdir ve sitoplazmada Nissl cisimcigi bozulur,
noroplazmaya dagilir ve bazofili azalir (Stoll ve Miiller, 1999; Zochodne, 2000; Stoll ve
ark.,2002; Ross ve Pawlina, 2006). Perikaryon hacminde artig goriiliir ve 6 saat iginde
¢ekirdek perikaryonda perifere cekilir (Sekil 9-B). Kromatolizde noronlar ‘sinyal iletim’
modundan ‘biliylime’ moduna ge¢meye baslarlar. Yani protein sentezi, noérotransmiter
yapisina katilacak maddelerin iiretimi yerine, aksonal yeniden yapilandirma igin gerekli
maddelerin {iretimi yoniine kayar. Ornegin; biiyiime-iligkili protein 45 aksonal biiyiimede
onemli bir role sahiptir ve aksonal transportla hizlica taginan bir fosfoproteindir. Akson hasari
sonras1 reinnervasyondaki bir azalma, arka kok gangliyonunda bulunan biiyiime-iliskili

protein 45’ in seviyesinde 100 kata kadar bir atisa neden olur (Lundborg, 2004).
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Bir sinir hasari sonrasi, 6zellikle hasar alaninda olmak {izere, hasar alaninin proksimal
ve distal uglarn ile perikaryonda morfolojik ve metabolik degisimlere bagli kompleks

patofizyolojik degisiklikler meydana gelir (Geuna ve ark., 2009).

Normal Néron Sinir Hasar Normal Kas m—" ™\

B Hasardan 2 hafta sonra
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E Hasardan aylar sonra (Basarisiz Sinir Rejenerasyonu)

Kas atrofisi :

Organize olmayan
akson biiyamesi

Sekil 9. Periferik sinir rejenerasyonunun sematik gosterimi (Gartner ve Hiatt, 2007°dan ¢evrilerek uyarlanmigtir)

Schwann hiicreleri ve makrofajlar, dejenere miyelin kilif ve akson yikintilarini
fagosite ederek, yaralanma bolgesini bir haftadan bir aya kadar degisebilen bir siire igerisinde
temizlerler (Jones ve ark., 2001; Pagnotta ve ark., 2002; Hirata ve Kawabuchi, 2002; Burnett
ve Zager, 2004). Schwann hiicreleri tarafindan iiretilen bir bazal membran sinir lifini sarar ve
bu membran rejenerasyonda énemli bir rol oynar.

Hasardan sonra yaklasik 3. haftada Schwann hiicreleri 6nceden akson ve miyelin

kilifla dolu olan alani yeniden doldurmak i¢in hizla mitozla boliiniir, prolifere olurlar (Sekil
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9-C). Rejeneratif Schwann hiicreleri aksonal kokten rejenere olan filizleri kabul etmek igin
distal segmentte Biingner bandin1 yapar (Frostick ve ark.,1998; Ansselin ve ark., 1998;
Zochodne, 2000; Burnett ve Zager, 2004). Gelisim esnasinda, hasarli sinirlerin basarili
rejenerasyonunda, fonksiyonel geri doniislin saglanmasinda Schwann hiicrelerinin énemi ve
gerekliligi bilinmektedir (Kaplan ve ark., 2009).

Periferik sinir rejenerasyonunda, aksonun proksimal ucunun hasara yakin kismi kisa
bir alanda bozunur ve daha sonrasinda artiklar, makrofajlar ve Schwann hiicreleri tarafindan
temizlenir temizlenmez biiyiime baslar. Makrofajlar, interlokin-1°1 iiretirler. interlokin-1 ise
Schwann hiicrelerini, sinir biiylimesini kolaylastirict maddeler salgilamaya iten bir maddedir.
Sinir rejenerasyonu proksimal ugtan disa dogru biiyiime seklinde olur. Yaklasik bir giin
sonunda aksonun proksimal kesit ucu biiyiime konisi seklinde ¢ikinti yapar (Sekil 9-C).
Biiyiime konisi, aksonun proksimal kesit ucundaki aksoplazmik biiyiime alanidir. internal
aktin filamentler ve miyozin igerir, membrani disa ¢ikinti yapan ameboid tarzda kasilan
pekeok filopod igerir (Tennyson, 1970; Selzer, 1980; Letourneau, 1981). ileri dogru hareket
bununla saglanir. Filopod tarafindan uygun bir tutunacak madde algilandiginda yapisma olur
ve distal segmente ulasip baglant1 yapmis olunur.

Aksonal filizlerin sayisi zamanla azalirken, bazilar1 distal segmente ulasip baglanti
yaparak olgun hale gelir. Distal segmente ulasamayan bazi filizler ise gerileyerek kaybolur
(Lundborg, 2004). Son ¢alismalar gostermistir ki, Schwann hiicreleri, sinir rejenerasyonunda
ozellikle hasar alaninda bu aksonal filizlere 6nemli Olciide fiziksel rehberlik yaparlar. Bu
fiziksel rehberlik filizlerin distal segmente ulagsmasim saglar. Oyle ki aksonal rejenerasyon
orani aksonal biliylimeden ziyade Schwann hiicrelerinin bu fiziksel rehberlikleri tarafindan
belirlenmektedir (Son ve Thompson, 1995).

Aksonal hasar sonrasi distal segmentte meydana gelen yavas dejeneratif olaylar ise
Wallerian dejenarasyonu olarak adlandirilmaktadir (Geuna ve ark., 2009). Wallerian
Dejenarasyonu sirasinda Schwann hiicreleri miyelin ve aksonal artiklarin yikiminda bagrolii
oynar ve kalan endondral bag dokusu tabakasinin bazal laminasi igerisinde polifere olurlar
(Satinsky ve ark., 1964).

Sinir lezyonundan sonra 28-35. giinler arasinda, ek bir endonoral kollajen tabakasi
birikimi olur ve bu birikim aksonal biiylime i¢in uygun potansiyel boslugu daraltir. Aksonun

cap1 azalir (Thomas, 1964). Birim uzunluk basina diisen Schwann hiicre sayisi artar ve
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rejenere aksonun yeniden miyelinizasyonu sonrasinda bu durum, azalmis internodal uzunluk

olarak yansir (Cragg ve Thomas, 1964; Thomas, 1984).

2.1.3. Periferik Sinirde ileti

Istirahat déneminde, sinir lifi polarize durumdadur. Sinir lifinin i¢i disina gére negatif
durumda olup potansiyel farki —80 milivolt diizeyindedir. Bu potansiyel fark sodyum (Na+)
ve potasyum (K+) iyonlarinin plazma zarindan diffiizyonu ile olusur ve ATP enerjisi kullanir.
Sodyum potasyum pompasi araciligi ile siirdiiriilen bu duruma istirahat membran potansiyeli
adr verilmektedir. Bir uyar1 uygulandiktan sonra, Na+ iyonlar1 akson igine gecmekte ve
aksolemma disindaki pozitif iyonlar nétralize olmaktadir. Bu durumda membranin dis kismi1
ice gore negatif olup potansiyel farki +40 milivolt’tur. Yeterli siddetteki bir uyari ile aksonun
ilk segmentinden baslayan ve aksolemma boyunca ilerleyen negatif elektrik dalgasina aksiyon
potansiyeli denilmekte, sinir impulslart sinir lifi boyunca aksiyon potansiyelinin hareketi
neticesinde ilerlemektedir (Snell, 1980).

Bir sinir lifinin ileti hiz1, aksonun ¢api ile dogru orantilidir. Kalin lifler, kiigiik ¢aph
olanlara kiyasla daha hizl1 bir ileti saglamaktadir (Snell, 1980). Ayn1 sekilde, miyelin kilifinin
kalinlig1 da ileti hiz1 tizerinde etkili olan diger bir faktordiir ve bir sinir lifindeki ileti hizi; en
kalin liflere ait 120 m/sn ile en ince liflerdeki 2 m/sn’nin altindaki degerler arasinda
degismektedir (Snell, 1980; Sunderland, 1990). Dolayisiyla klinik bulgularda, sinir lifi
capmmin ve miyelin kilift kalinligmin degistigi travmatik sinir lezyonlar1 gibi degisik
patolojilerde, sinir ileti hizinda bozukluk ortaya ¢ikmasi ¢ok normal bir sonugtur.

Sinir rejenerasyonunun degerlendirilmesinde, histopatolojik 6zelliklerin incelenmesi
yaninda sinir aksiyon potansiyelinin kayit edilmesi ve sinir ileti hiz1 6lglimleri de 6nemlidir
(Gutmann ve Sanders, 1943). Miyelinli sinir liflerinde, miyelin kilifi bir yalitkan islevi
gormekte olup lif capi ile ileti hiz1 arasinda dogru orantili bir iligki mevcuttur (Snell, 1980;
Sunderland, 1990). Sunderland’a gore, miyelinli sinir liflerinde ileti hiz1; yaklasik olarak, sinir
lifinin dis ¢ap1 (um) x 6’ya esittir. Miyelinsiz sinir liflerinde ise; ileti hiz1 lif capinin karekokii

ile orantil1 olup, basit bir ifade ile sinir lifinin ¢ap1 (um) x 2’dir (Sunderland, 1990).
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2.2. Obezite

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan en riskli 10 hastaliktan biri olarak kabul
edilen obezite, besinler ile viicuda aliman enerjinin, harcanan enerjiden fazla olmasindan
kaynaklanan ve viicut yag kitlesinin, yagsiz viicut kitlesine oranla artmasi ile karakterize olan
kronik bir hastaliktir. Obezite, basta kardiovaskiiler ve endokrin sistem olmak iizere viicudun
tiim organ ve sistemlerini etkileyerek cesitli bozukluklara ve hatta 6liimlere yol agabilen
onemli bir saglik problemidir (WHO, 1997). Uyku bozukluklari, inme gibi bir¢ok
norobiyolojik hastalikta temel risk faktorleri arasinda olmakla birlikte noérobiyolojik
hastaliklar ve bazi ilaglar tarafindan da tetiklenebilen obezitenin yaygmligr giin gegtikce
artmaktadir (Knecht ve ark., 2008; Naggert ve ark., 1997). Altinda yatan nedenler arasinda
genetik, metabolik hiz, kalori alimi, yag hiicreleri, yeme aliskanliklari, ¢cevresel faktorler ve
fiziksel aktivitenin rolil vardir (Styne, 2001).

Viicutta bircok endokrin ve metabolik fonksiyonu bulunan yag dokusunun
normalden fazla olmasi sonucu obezite ortaya ¢ikar (Ozata, 2003), WHO tarafindan baslatilan
“Kardiyovaskiiler Hastaliklarda Trendlerin ve Belirleyicilerin Izlenmesi (MONICA)”
caligmast Afrika, Amerika, Gliney Asya, Dogu Akdeniz, Avrupa ve Bati Pasifik olmak iizere
6 bolgede yiritilmiis ve 10-20 yillik epidemiyolojik degerlendirme yapilmistir. Bu
caligmanin sonuglari, Avrupa iilkelerinin ¢ogunda son 10 yilda obezite prevalansinin %10-40
oraninda artmis oldugunu gostermistir (Keil ve Kuulasmaa, 1989). Obeziteye eslik eden en
onemli hastaliklar kardiyovaskiiler olaylar, diabetes mellitus tip 2, hipertansiyon, kolelityaz,
hepatosteatoz, uyku ve solunum problemleri ile eklemlerde dejeneratif degisiklikler ve
psikiyatrik bozukluklardir. Ulkemizde ulusal bazda yapilan ve 24.788 kisiyi kapsayan
‘TURDEP Calismasi’na gore erigkin popiilasyonda obezite prevalanst %22.3 (kadinlarda
%29.9, erkeklerde %12.9) bulunmustur (Satman ve ark., 2002). Ulkemizde son 3 yil1 agkin
bir stirede yapilan diger bir ¢aligmada, ¢ocukluk ve geng eriskinlik donemindeki 2344 kiz ve
1890 erkek olmak iizere toplamda 4234 birey taranmis ve bel ¢evresi Ol¢liimlerinde hem
kizlarda hem de erkeklerde onemli Glgiide artislar kaydedilmistir (Unalan ve ark., 2013).
Tiirkiye’de kadinlardaki obezite prevelansi diinya ortalamalarma gore ¢ok daha yliksek
bulunmustur, yiiksek dogum sayisinin ve diisiik egitim diizeyinin kadinlardaki obezite ile

iliskili oldugu anlasilmistir (Sansoy, 2003).
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2. 2. 1. Obezite Ol¢iim Yontemleri

Obezite, alinan kalori ile harcanan kalori arasindaki dengesizlik sonucu viicuttaki yag
doku oraninin yagsiz doku oranina gore fazla oldugu, tedavi edilmesi gereken ciddi kronik bir
hastaliktir. Viicutta yag dokusundaki artisla meydana gelen bir durumdur. Erkeklerde viicut
agirliginin %15-18’1ni, bayanlarda %20-25’ini yag doku olusturur. Yag dokunun total viicut
agirhigina oraniin, erkeklerde %25, kizlarda %30’un iizerine ¢ikmasi sismanligt olusturur
(Tiiziin, 1999).

Obezite dl¢iimiinde ¢esitli yontemler kullanilmaktadir; Beden kitle indeksi (BKI),
viicut yag orant (VYO), bel-kalg¢a oran1 (BKO), deri kalinliklar1 dl¢timii, dual enerji x-ray
absorbsiyometri, bilgisayarlt tomografi ve manyetik rezonans goriintiilleme, potasyum
izotopu, biyoelektrik empedans. En c¢ok kullanilan ve pratik uygulanabilen ydntem BKI
yontemidir. VYO ile korele olan bir 6l¢iim yontemidir. Bu yontem viicuttaki yag miktari
hakkinda nicel bilgi veren bir yontem olup, genelde biliylime c¢agindaki ¢ocuklarda ve
sporcularda tercih edilmez. Ciinkii bu kisiler de ayn1 zamanda yagin viicuttaki dagilimina da
bakmak gerekir. Eriskinlerde BKI’ye gore obezite smiflandirmasi Tablo 1°de gdsterilmistir

(Ersoy ve Cakir, 2007).

Tablol. Beden kitle indeksine gore yetiskinlerde obezite simiflandirmasi (Ersoy ve Cakir, 2007° dan

uyarlanmistir)

Siniflandirma BKI
Viicut agirhd (kg) / Boy (m?)

Zayif <185
Normal 18,5-24,9
Kilolu 25-29,9

Sinif | 30-349

Sif 11 35-39,9

Sinaf 11 (Asirn) > 40
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2. 2. 2. Obezitenin Etiyolojisi

Metabolizma hizinin diisiik olmas1 ve enerji tiiketiminin az olmasi gibi hem genetik
hem de genetik olmayan nedenlere baglh olmakla birlikte bu nedenlerin obeziteye yol agip
acmamas1 bireyler arasinda degiskenlik gosterebilmektedir. Genetik nedenler en bas
faktorlerden biridir. Clinkii obezitede bazi genlerin ekspresyonunun arttigi bazilarmin ise
azaldig1 bilinmektedir. Ornegin vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, fibroblast biiyiime
faktorii ve mitojenle aktive protein kinazlar gibi genlerin ekspresyonu artarken, prostoglandin
E reseptor, insiilin reseptor substrat-4 ve natritiretik peptid reseptorii-4 gibi genlerin
ekspresyonu azalmaktadir. Bu gibi artan ya da azalan gen ekspresyonu enerji korunumu
sagladigindan obeziteye neden olmaktadir (Das, 2010). Endokrin sistem bozukluklar1 obezite
etiyolojileri icinde en az rastlanilan nedenlerden birisidir. Ancak obezite tedavisi i¢cin endokrin
sistem bozukluklarinin tedavi edilmesi 6nemlidir (Ersoy ve Cakir, 2007). Ayrica artmis
sempatik aktivite, psikoaktif ilaclar ve bazi hormon preparatlar gibi etkenler ile gesitli sosyal
faktorler obezite ile yakindan iligkilidir (Leong ve Wilding, 1999; Ersoy ve Cakir, 2007).
Endokrin sistem bozuklukluklar1 direkt olarak obezite ile iliskilendirilemese de tedavisi i¢in
endokrin sistem bozukluklarinin da giderilmesi Onemlidir. Artmis sempatik aktivite,
psikoaktif ilaclar ve bazi hormon preparatlar1 gibi etkenler ile gesitli sosyal faktdrler obezite

ile yakindan iliskilidir (Leong ve Wilding, 1999; Ersoy ve Cakir, 2007).

2. 3.Eriskin Mezenkimal Kaynakh Kok Hiicreler

Bir periferik sinirin herhangi bir nedenle biitlinliigliniin bozulmasi durumunda
organizma bunu tamir etmek i¢in gerekli dogal mekanizmalara sahiptir. Yine de rejenerasyon
denilen bu siirecin basarilabilmesi i¢in bazi sartlar gerekmektedir. PSS’ de noropraksinin
Otesine gegen tiim yaralanmalarda sinirin distalinde Wallerian dejenarasyon gelismekte ve ne
kadar uzun bir sinir oldugundan bagimsiz olarak proksimal kisim ile birlikte distal kismin
rejenere olmasi gerekmektedir. Burada sinir rejenerasyonunun en Onemli asamasi olan
proksimal ve distal kisimlar arasinda fiziksel olarak uygun bir baglantinin olugmasi bu tip sinir
biitiinliigiiniin bozuldugu durumlarda ¢ok énemlidir (Horn ve Crumley, 1984). Ozellikle son
yillarda molekiiler ve hiicresel biyoloji, biyomiihendislik ve kok hiicre alanindaki 6nemli
gelismelere paralel olarak periferik sinir rejenerasyonu hakkindaki bilgilerimiz artmaktadir.
Periferik sinir cerrahisinde amag rejenerasyon siirecindeki bir takim eksikliklerin giderilmesi

ve fonksiyonel sonuglarin tekrar kazanilmasidir. Son yillarda periferik sinir yaralanmalariin

20



tedavisinde kok hiicrelerin kullanildigi ¢calismalarda 6nemli sonuglar elde edilmistir (Yu ve
ark., 2010). Bu amagla embriyonik, fetal ve eriskin mezenkimal kaynakli kok hiicrelerden
yararlanilmaktadir. Mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler) kendini yenileyebilen ve kemik,
kikirdak, yag, kas gibi multiple mezodermal dokulara farklilasabilme yetenegine sahip olan
hiicrelerdir. MKH’lerin potansiyel avantajlar1 otolog dondrden temin edilebilmesi ve allojenik
MKH’nin nonimmunojenik olmasidir. MKH’lerin ayrica in vitro ortamda ndronal morfoloji
kazanmalari, noronal ve ndroglial marker eksprese etmeleri sinir sistemi hasarinda
kullanimina olan ilgiyi arttirmaktadir. MKH’lerin transplantasyonu ile bu hiicrelerin kendini
yenileme ve multipotansiyel oOzelliklerinden yararlanabilecegi diisiiniilmektedir. Kok
hiicrelerin ayn1 zamanda hasarli hiicreler ile yer degisimi, noroproteksiyon veya endojen
hiicreler ile birlikte rejenerasyon olusturabilmek i¢in uygun bir mikrogevre olusumu sagladigi
bilinmektedir. Giiniimiizde insanlar iizerinde MKH’lerin Parkinson hastaliginda, beyin
hasarinda, serebral infarktta ve spinal kord hasarinda transplantasyonuyla ilgili caligmalar
litaratiirde mevcuttur (Parrve ark., 2007; Venkataramana ve ark., 2009; Venkataramana ve
ark., 2010). Farklilasmanin yan1 sira kok hiicrelerin hasarli néronlara rejenerasyon siirecinde
trofik destek saglamasi da baska bir olast mekanizmadir (Schwarz ve Schwarz, 2010). Kok
hiicre tedavisinin bazi durumlarda kayip ndronlarin yerini almaktan ¢ok néronal koruma ve
anti-inflamatuvar 6zellikleri ile tedaviye katkida bulundugunu gosterir bilgiler elde edilmistir

(Einstein ve ark., 2007; Vercelli ve ark., 2008).

Kok hiicreler multipotent olup birden fazla hiicre tipini olusturabilmesi ve kendisini
yenileyerek sinirsiz sayida cogalabilmesi ile diger oncii hiicrelerden ayrilir. Embriyonik, fotal,
eriskin kok hiicreler gibi farkli gesitleri vardir. Erigkin kok hiicreler mezenkimal, noral,
epitelyal, yag dokusu kaynakli olabilir (Miller, 2006). Sinir sistemi kendisini yenileme
kapasitesi oldukc¢a sinirli olan hiicrelerden olustugu i¢in pek cok hastalikta fonksiyonel tam
bir iyilesme saglanamamaktadir. Bu yiizden sinir sistemi, lizerinde en yogun kok hiicre
arastirmas1 yapilan alanlardan birisi olmustur. Sinir sistemi diisiiniildiigiinde kok hiicre
uygulamalariin tedaviye olan katkisi iki farkli mekanizma ile olabilir; kok hiicrelerin
farklilasarak kaybedilen dokunun yerini almasi veya kaybedilen dokunun geride kalan
hiicreler ile yenilenebilmesi i¢in destek saglanmasidir (Matino ve Pluchino, 2006). Kok
hiicrelerin hasarli ndronlara rejenerasyon siirecinde trofik destek saglamasi dikkate deger bir
konudur (Schwarz ve Schwarz, 2010). Kok hiicre tedavisinin bazi durumlarda kayip

noronlarin yerini almaktan ¢ok néronal koruma ve anti-inflamatuvar 6zellikleri ile tedaviye
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katkida bulundugunu gosterir bilgiler elde edilmistir (Einstein ve ark., 2007; Vercelli ve ark.,
2008).

Kemik iligi stromal hiicreleri veya MKH’ler plastisiteleri nedeni ile doku ve organ
rejencrasyonu igin en ilgi ¢ekici hedeflerden birisidir (Prokop, 1997). Giiniimiizde insanlar
iizerinde MKH’lerin Parkinson hastaligi, travmatik spinal kord hasari, beyin hasar1 ve serebral
infarkt’ta transplantasyonuyla ilgili ¢alismalar mevcuttur (Parr ve ark., 2007; Venkataramana
ve ark., 2009; Venkataramana ve ark., 2010). MKH-‘lerin in vitro ortamda ndron ve astrosit
benzeri morfolojik farklilasma gostermeleri, ndronal ve noroglial marker eksprese etmeleri
in-vivo ortamda gelisen embriyonun sinir dokusuna nakil yapildiginda belirgin derecede
noronal farklilasma gostermeleri bu alana duyulan ilginin artmasina neden olmustur (Munoz-
Elias ve ark., 2004; Sigurjonsson ve ark., 2005). Yetiskin organizmada bu farklilasma
gosterilememis ve MKH ile ilgili farklilagmanin yeniden ele alinmasi gerekli olmustur (Castro
ve ark., 2002; Neuhuber ve ark., 2005). Bu sonuglar farklilasma oldugunu kesinlikle
reddetmesede bu hiicrelerin fonksiyonel diizelmeyi desteklemesi icin daha farkl
mekanizmalarin oldugunu diistindiirmektedir. MKH‘ler birgok ndrotropik faktor ve sitokin
iiretir, bagka fenotiplere dontigebilir, inflamasyonu baskilar, doku tamirinde gérevli biiyiime
faktorlerinin tiretimini tetikler (Ferrari ve ark., 1998; Dormady ve ark., 2001; Rojas ve ark.,
2005). Tim bu ozellikler birlikte degerlendirildiginde (akson rejenerasyonunun
desteklenmesi, noronal koruma, immiin yanitlarin diizelmesi, myelin olusumunun
desteklenmesi, anjiogeneze katki saglanmasi, ndronal iyilesme i¢in uygun mikrogevre
olusturulmasi, olas1 lokal farklilasma) MKH‘ler i¢in fonksiyonel iyilesmeye katki

saglayabilmeleri amaci ile birden fazla mekanizmaya sahip olduklar diisiiniilmektedir.

MKH’lerin sahip olduklar1 cesitli biyolojik 0Ozellikler nedeni ile ndronal,
embriyolojik ve hematopoetik kok hiicrelere gore cesitli avantajlari vardir ve bu nedenle
uygulamalarda oOncelikli olarak diisiinebilirler (Kraussis ve Kassis, 2008; Abdallah ve
Kassem, 2009).

Bu avantajlar:
1- Kolayca izole edilebilmeleri ve kiiltiir ortaminda ¢ok sayida ¢ogaltilabilmeleri,

2- in vitro pasajlama sirasinda genetik anormalliklere yatkinliklarinin daha az olmasi

nedeni ile diger kok hiicrelere gore daha diisiik oranda kanser riski tagimalari,
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3- Rejeksiyonu onlemek i¢in immiinsiipresif tedaviye gerek olmadan otolog olarak

verilebilmeleri,

4- Hipoimmiinojenik olmalar1 nedeni ile allojenik MKH uygulamalarina olanak

saglamalari,
5- Intravendz yolla verildiklerinde hasarlanmis dokuya yerlesebilmeleri,
6- Etik olarak en uygun kok hiicre ¢esidi olmalaridir.

Kemik iligi; MKH’leri en bol bulunduran, en giivenilir ve buna bagli olarak da klinik
uygulamalar i¢in en siklikla kullanilan MKH kaynagidir. Kemik iliginde bulunan MKH’ler
kemik 1iligi stromasina hematopoetik kok hiicrelerin yasamalar1 ve farklilasabilmeleri icin
cesitli biiytime faktorleri ve sitokinler salgilamaktadirlar (Zietlow ve ark., 2008). Kemik iligi
disinda MKH’lerin yag dokusu, periosteum, synovial membran, synovial sivi, iskelet kasi,
dermis, umbilikal kord kani, plasenta, karaciger, dalak, timus gibi ¢ok c¢esitli organ ve
dokularda bulunduklari bilinmektedir (Chen ve ark., 2008 ; Miiller ve ark., 2008; Patel ve ark.,
2008; Liu ve ark., 2009). Tanim1 geregi MKH’lerin kemik, kikirdak ve yag dokusuna
doniistiigii bilinmektedir. Bunun disinda MKH’lerin hem mezenkimal, hem de mezenkimal
olmayan ¢ok farkli hiicre tiplerine dontisebildikleri gosterilmistir: miyosit, kardiyomiyosit,
hepatosit, insiilin tireten hiicreler, endotelyal hiicreler, epitelyum hiicreleri, epitelyum benzeri
hiicrelere, norona farklilagtiklar1 gosterilmistir (Giordano ve Galderisi, 2007; Spitkovsky ve
Hesheler, 2008; Liu ve ark., 2009).

Diger kok hiicrelerde oldugu gibi MKH’lerin de hasralanmis bolgelere gog ettikleri
ve bu bolgelere yerlestikleri bilinmektedir. MKH’lerin kan-beyin bariyerini gecebilecek
migrasyon yetenegine sahip olmalari bir diger 6nemli 6zellikleridir (Zietlow ve ark., 2008).
Bu 06zellik invaziv cerrahiye gereksinim duymadan periferal yoldan verildiginde santral
hedeflere ulasabilacegi konusunda umut vermistir. Boylece yerel glial skar olusumu, yaygin
glial aktivasyon ve inflamatuar faktér salinnmindan kagimilmis olacaktir (Zietlow ve ark.,
2008).
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2. 3. 1. MKH’lerin isaretlenmesi ve Transplantasyonu

Transplantasyon ¢aligmalarinda transplante edilen hiicrelerin kesin olarak taninmasi
disinda alic1 dokuya uyum sagladiklarinin ve orada yasadiklarinin gosterilmesi gereklidir. Bu
amagla transplante edilen kok hiicrelerin in vivo taninabilmesi i¢in onlari isaretleyen degisik
yontemler kullanilmaktadir. Hiicreler transplantasyon Oncesi in vitro olarak hiicre
kompartmanina 6zgli marker ya da reporter genlerle isaretlendikten sonra in vivo taninir ya da
reporter gen eksprese eden transjenik hayvandan kaynaklanan hiicreler transplantasyon

sonrasi alict doku igerisinde kolaylikla bulunabilir.
Transplante edilecek kok hiicreler:

1- Hiicre ¢ekirdeginin isaretlenmesi suretiyle (Bisbenzimide Hoechst floresan boyasi

ile),
2- Sitoplazmik isaretlenme suretiyle (Fast- blue, RDA, carboxyfluorescein, thiol ile),
3- Membran isaretlenme suretiyle (DiL, DiO, i PKH26 ile) (Honig ve Hume, 1989),

4- Reporter gen isaretlenme suretiyle (lacZ ve EGFP ile) alict doku igerisinde

taninabilir hale gelebilirler.

Transplantasyon c¢aligmalariin biiyiik cogunlugunda verilecek olan kok hiicreler
sinir dokusu igerisine intraparankimal ya da direk enjeksiyon yolu ile verilmektedir. Vaskiiler
sistem araciligiyla intravendz yoldan verilen kok hiicrelerin metoda bagli olarak hasarli
dokuya migre oldugu da gosterilmistir. Transplante edilecek kok hiicrelerin hacmi transplant
yerinin hacmine baghdir. Hiicre yogunlugu ve transplante edilen toplam hiicre sayisi
greftleme i¢in yeterli olacak kok hiicre sayis1 ve en iyi yasam siiresinin temin edilmesi

gerekmektedir.

2. 4. Adipoz ve Bag Dokusu Kokenli Kok Hiicreler

MKH’ler veya stromal hiicreler, kemik, kikirdak, kas, stromal hiicreler, tendon, bag
dokusu da dahil olmak {izere mezodermal olarak tiiretilmis dokulara farklilasma yetenegi ile

kendini yenileyen hiicrelere sahiptir (Friedenstein ve ark., 1976; Pereira ve ark., 1995; Deans
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ve Moseley, 2000; Erices ve ark., 2000; Liechty ve ark., 2000; Zhao ve ark., 2002). Bu
multipotent hiicreleri ¢esitli yetiskin ve gobek kordonu kani, yag dokusu, beyin, kemik iligi
(K1), periferal kan, kan damarlari, iskelet kas1, deri, karaciger ve plasentasindan (PL) dahil

olmak tizere, fetal dokulardan izole edilebilir.

MKH’ler veya kemik iligi stromal hiicreleri, plastisite ve ¢esitli islevsel hiicre
tiplerine farklilasabilme kabiliyetlerinden dolayi, aragtirma hedefleri i¢in gerekli oldugu
kanitlanan kolay erisilebilir non-hematopoietik kok hiicrelerdir. in vitro olarak, fibroblastik
bir morfoloji gosterirler ve hali hazirda plastik ylizeylere yapisirlar (Pittenger ve ark., 1999;
Krampera ve ark., 2007). Dogas1 geregi, bu hiicreler, heterojen bir populasyona sahiptirler, bu
sebepten onlarin kokenlerini tanimlayan belirli isaretleyicileri bulma sorunu vardir. MKH
isaretleyicileri sunlardir: CD14, CD34, CD45 negatif ve CD44, CD54, CD90 ve Stro-1 pozitif
(Barry, 2003; Bobis ve ark., 2006; Phinney, 2007). MSS ve PSS yaralanmalari fonksiyonel
kayiplar ile sonuglanir. Tedavi i¢in ¢esitli uygulamalar gelistirilmistir. Kok/progenitor hiicre
tabanli stratejilerin, onarici potansiyeli son zamanlarda belirgin hale gelmistir. Béyle donor
kok/progenitor hiicrelerin potansiyel kaynaklari, embriyonik kokenli (McDonald ve ark.,
1999), fetal-kaynakli veya yetiskin kaynakli noral kok/progenitor hiicreleri (Pfeifer ve ark.,
2004) bunlarin yan1 sira néral olmayan mezenkimal stromal hiicreleri igerir (MKH) (Deng ve

ark., 2006).

Periferik sinir yaralanmalari genel olarak toplum i¢in ekonomik bir yiiktlir ve
gelismis mikro cerrahi rekonstrilkksiyona ragmen hasarlanan sinirlerin azalmis motor
fonksiyonlar1 ve kotii duyusal iyilesme nedeniyle fonksiyonel iyilesme sonuglar1 yetersizdir
(Terenghi ve Wiberg, 2003). Bir sinir grefti nakli, sinir yaralanmalar1 tedavisinde 6zellikle
sinir boslugu olusan yani gapli yaralanmalarda genellikle gereklidir (Dezawa ve ark., 2001;

Mosahebi ve ark., 2002; Keilhoff ve ark., 2006; Pfister ve ark., 2007; Shimizu ve ark., 2007).

Hiicre bazli terapi, hem MSS’de hem de PSS’de, periferik sinir hasarlar igin,
ozellikle sinir boslugu olusan yaralanmalarin tedavisinde, sinir rejenerasyonu igin elverisli bir
ortam olusturmak adma bir stratejidir. Onceki kanitlar gdstermistir ki, periferik sinir
onariminda umut verici fonksiyonel sonuglar bu hiicre tabanli sinir doku miihendisligi
kullanilarak gelistirilmistir (Dezawa ve ark., 2001; Keilhoff ve ark., 2006; Mosahebi ve ark.,
2002; Pfister ve ark., 2007; Shimizu ve ark., 2007).
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Son yillarda periferik sinir yaralanmalar1 i¢in ¢esitli hiicre bazli tedaviler
bildirilmistir ancak optimum hiicre kaynagi heniiz belirlenmemistir (Bryan ve ark., 1996;
Hadlock ve ark., 2001; Murakami ve ark., 2003; Tohill ve ark., 2004; Xu ve ark., 2005; Yang
ve ark., 2005; Deshpande ve ark., 2006; Matsumoto ve ark., 2006). CD34+ hiicreleri ilgili
ortamda giiclii vaskiilojenik plastisiteye sahiptir ve bu sayede morfolojik ve fonksiyonel
iyilesmelerde 6nemli katkida bulunurlar (Matsumata ve ark., 2006). Tedaviler icin pratik bir
strateji gelistirilmesi gereklidir ve bir¢ok cerrah bu ihtiyaci karsilamak igin terapotik
neovaskiilarizasyonu arastirmaya baglamistir. Kok hiicre biyolojisindeki son gelismeler, hiicre
temelli tedavinin fizibilite ve etkinligini dnermektedir. CD34, hematopoietik hiicreler igin
spesifik bir belirte¢ olarak kullanilir ve CD34+ hiicrelerinin hematopoietik kdk hiicreler
(HKH) kadar yogun endotel progenitor hiicreleri (EPH'ler) i¢erdigi rapor edilmistir (Asahara
ve ark., 1997; Marion ve ark., 2005). Onceki ¢alismalarda CD34+ hiicrelerinin vaskiilogenez
mekanizmasi yoluyla iskemik hastaliklar i¢in terapotik potansiyele sahip oldugu gosterilmistir
(Asahara ve ark., 1997; Takahashi ve ark., 1999). Endotel progenitor hiicreleri (EPH'ler),
endotel hiicrelerine veya dokuya 6zgii hiicrelere farklilagabilir ve neovaskiilarizasyonu tegvik
edebilir. EPH'ler cesitli vaskiilarize dokularin onarimi i¢in umut verici bir hiicre kaynagidir
ve doku onarimi i¢in hayvan deneyleri ve klinik denemelerde kullanilmistir. Onceki ¢alisma
sonuclar1 da, EPH'lerin kas iskelet sistemi ve sinirsel doku hasarinin tedavisinde umut verici
bir hiicre kaynagi oldugunu gostermektedir (Kamei ve ark., 2017). CD45, ortak 16kosit antijen
belirtecidir (Berger ve ark., 1994). CD45'in intrensek protein tirozin fosfataz (PTPaz)
aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir (Tonks ve ark., 1988). Bir¢ok hiicresel fonksiyon i¢in
uygun bir protein tirozin fosforilasyon seviyesinin muhafaza edilmesi 6nemli ve esastir. Bu
enzimler, sinyal iletim yolaklarinda, T ve B hiicresi antijen reseptdr sinyallesmesinin
diizenlenmesinde ve hiicre dongiisii kontroliinde temel diizenleyici bilesenlerdir ve hiicre
biiylimesi, proliferasyon, farklilagma, transformasyon ve sinaptik plastisitenin kontroliinde
onemlidir (Dixon ve Denu, 1998; Paul ve Lombroso, 2003; Zhang ve ark., 2010; Goebel-
Goody ve ark., 2012). CD90, ayn1 zamanda Thy-1 olarak adlandirilir, baglangigta bir timosit
antijeni olarak kesfedilmistir. Islevleri heniiz tam olarak aydinlatilmamus olsa bile, cesitli kok
hiicreler ve olgun sinir hiicrelerinin aksonal siire¢leri i¢in bir belirte¢ olarak kullanilabilir:
Norit olusumunda, sinir rejenerasyonunda, apoptozda, metastazda, inflamasyonda ve fibrozda

rol oynadig1 diisiiniilmektedir (Ades ve ark., 1980; Nakamura ve ark., 2006).
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Periferik sinir yaralanmalari, yetersiz duyusal iyilesme ile sonuglanir. Cerrahi
yontemler tek basina bu duyu kayiplarinin listesinden gelmek igin yeterli degildir. Tek basina
bu yontemler hiicre O6liimlerinin {istesinden gelemezler. Bir baska neden zayif aksonal
rejenerasyondur. Bu ylizden, kok hiicre temelli bu tedavi yaklasiminin kayiplarin iistesinden
gelmek ve aksonal rejenerasyonu olumlu destekleyebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amagla,
deneysel obezite modelinde adipoz dokusu ve periferik sinir kaynakli (CD34+, CD45+ ve
CD90+) mezenkimal kok hiicrelerin, periferik sinir rejenerasyonundaki tedavi edici olasi

etkileri sunulan ¢aligmada arastirildu.

2. 5. Stereoloji

Stereoloji, ii¢ boyutlu olan biyolojik yapilardan, iki boyutlu kesitler elde edilerek,
yapmin gergekteki {ic boyutlu yapist hakkinda bilgi elde etmemizi saglayan bir Ol¢ciim
yontemidir. Biyolojik yapilarin iki boyutlu kesitlerinde yapilarin izdiistimleri incelenir. Bu
kesitler ii¢ boyutlu yapinin i¢inden gecerken, yapida bulunan bilesenlerin boy, sekil, hacim ve
yonelimlerine bagl olarak kesit izdiistimleri olustururlar. Bu izdiisiimlerin incelenmesiyle
yapilan yorumlarda hata paylar1 olabilir. Bunlardan birincisi, boyut azalmasi sorunudur (Sekil
13). "n" boyutlu bir yapi, iki boyutlu kesit diizlemleri ile 6rneklenmek istendiginde, kesitte "n-
1" kadar boyuta sahip bir izdiistim olusturacaktir. Bu baglamda yapilan ¢alismalar uygun
metotlar kullanilmadan yapilmasi halinde ne kadar yaniltici olabilecegini agikca

gostermektedir (Altunkaynak ve ark., 2012).
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Sekil 13. U boyutlu yapilarin kesit alinmasina bagl boyut azalmasmi gostermektedir

Bu yiizden histolojik kesitler doku bilesenlerinin sayisi hakkinda tam bir bilgi
veremez. Ciinkii say1 parametresi sifir boyutlu bir parametre oldugu ic¢in boyut azalma
prensibinden dolay1 kesitlerde temsil edilememektedir (Sekil 14). Stereolojide, bu gibi hata
kaynaklarindan etkilenmesi muhtemel olan yontemler tarafli (biased) metodlar olarak
isimlendirilmektedir. Dolayisiyla tarafli: "gercek degerden sistematik sapma gdsteren"
anlamini katmaktadir. Stereolojik metotlar ise, tarafsiz (unbiased) metotlardir. Bu problem
tarafsiz stereolojik metotlarin Onemini vurgulamaktadir. Ciinkii tarafsiz stereolojik
yaklagimlar bu tarz sorunlarin iistesinden gelmek i¢in kesitlerden kantitatif bilgiler elde

etmemize imkan saglayan disektor ve parcalama gibi ¢esitli metotlar sunmaktadir (Kaplan ve
ark., 2012a).
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Sekil 14. Ug boyutlu yapidan (A) gegen iki boyutlu bir diizlemde (B) biyolojik taneciklerin goriiniimii. Kesit
diizlemi {izerinde hacim (H) alan (A) profili olarak, alan uzunluk (U) profili olarak, uzunluk ise Kta
(N) profili olarak goziikkmektedir. Ktasal parametreler ise iki boyutlu kesit diizlemi iizerinde fark

edilebilir degildir (Kaplan ve ark., 2012a’ ndan gevrilerek uyarlanmistir)

Disektoriin temel mantig1, bir birim hacim iginde, her tanecigin sekli ve
yoneliminden bagimsiz olarak tanecikleri saymaktir ve bu sekilde gergek tanecik sayisina
ulasilmasini saglayan bir yontemdir. Fakat bazen dokuda meydana gelen sekil degisimleri,
kesit kalinligi, biizlisme-sisme miktar1 gibi degerlere ihtiyag duyulmasini gerektirir ve bu
degisimler toplam partikiil sayisindaki farklilik hakkinda bize ¢ok fazla bilgi vermemektedir.
Boyle durumlarda hacim degisimi, taneciklerin doku igerisindeki dagilimi ve yoneliminden
bagimsiz, doku bilesenindeki toplam say1y1 hesaplamamizi saglayacak farkli ve olduke¢a etkin
bir metot kullanmamiz gerekir. Bu metot, parcalama metodudur. Par¢alama metodu,
stereolojinin en ¢ok kullanilan tanecik sayma (veya alan, hacim, uzunluk vb. hesaplama)
yontemidir. Dokuda meydana gelen higbir sekil degisiminden etkilenmemesi, kesit kalinligi,
biiziisme-sisme miktar1 gibi degerlere ihtiyag gdstermemesi ve oldukg¢a etkin bir yontem
olmasi acisindan, en ¢ok tercih edilen metotlarin basinda gelir (Kaplan ve ark., 2012a; Kaplan
ve ark., 2012b) (Sekil 14).  Stereolojik metotlarda kullanilan yontem ve prensipler,
sistematik rastgele Ornekleme mantigiyla gerceklestirilmektedir. Tanecik sayimi, alan
hesaplamalari, alan ve hacim oranlar1 gibi hesaplamalardaki ilk sart, calisilan yapinin her
asamasinda sistematik ve rastgele olarak 6rnekleme yapilmasidir (Sterio, 1984; Gundersen,

1986).
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Biyolojik yapilar, genellikle ¢ok biiyiik olduklarindan, yapidan elde edilen tiim
kesitlerin ¢aligmaya dahil edilerek degerlendirilmesi, pratik olarak miimkiin olmamaktadir.
Sistematiklik, 6nceden belirlenen sabit bir aralikla 6rneklemenin yapilmasi, rastgelelik ise
baslangi¢ Ktasinin rastgele se¢ilmesini ifade eder. Boylece incelenen yapinin her tarafina esit

derecede orneklenme olasiligi saglanmis olur (Gundersen ve ark., 1999).

Stereolojide gercege en yakin sonuglarin elde edilmesi igin, sayim sirasinda her bir
tanecigin sadece bir kez Orneklenmesi gerekmektedir. 1977°de Gundersan tarafindan
gelistirilen tarafsiz sayim ¢ergevesinden once degisik sayim ¢erceveleri kullanilmistir. Ancak,
bunlarin kullanimi sirasinda taneciklerin bir defadan ¢ok sayilabilmesi gibi hatalar ortaya
cikmistir (Howard ve Reed, 1998; Mayhew ve Gundersen, 1996).

Tarafsiz sayim ¢ergevesi, bir kalin ve diiz, bir de ince ve kesikli iki tip ¢izgiden olusan
dort kenara sahip basit bir dikdortgen veya karedir. Sayim kurallar1 agisindan diger sayim
cercevelerinden farklidir. Temel olarak, ince ve kesikli ¢izgiler “dahil veya serbest” kenarlar,
kalin ve devamli ¢izgiler de “hari¢” veya “yasak” kenarlardir. Yani kesikli ¢izgilere rastlayan
tanecikler sayilirken, devamli ¢izgilere isabet eden tanecikler sayim dis1 birakilir (Sekil 15).
Tarafsiz sayim ¢ergevesi, tanecik sayimi icin en etkin ve giivenilir sayim ¢ergevesidir. Bu
cercevenin tanecik izdiisimlerini en dogru bicimde saymayr sagladigi, geometrik

hesaplamalarla da kanitlanmistir (Gundersen, 1977).
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Sekil 15. Tarafsiz sayim gergevesinde sayilabilir ve sayllamayan hiicreleri gdstermektedir
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3. MATERYAL VE METOT

Sican siyatik sinirinde ezilme tipi yaralama sonrasinda adipoz ve bag doku kokenli
mezenkimal kok hiicrelerin periferik sinir rejenerasyonuna etkilerinin incelenmesi amactyla
Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezi'nden, agirliklart 150-250 gr arasinda degisen 8 haftalik 41 adet disi Wistar albino

cinsi sigan temin edilerek gerceklestirildi.

Calisma protokolii ve deneysel metod Ondokuz Mayis Universitesi Etik Kurul
tarafindan onayland1 ve yine Ondokuz Mayis Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu tarafindan PYO.TIP.1904.12.018 koduyla desteklenmistir. Deneyler siiresince
Etik Kurul (2012/20 numarali) sartlarinin saglanmasina 6zen gosterildi. Hayvanlarin bakimi,
beslenme siireci Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezinde, diger tiim histolojik
caligmalar ve elektrofizyolojik oOl¢timler Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalinda, filov
sitometrik testler Pediatrik Alerji ve Immiinoloji Boliimiinde, elektron mikroskobik analizler
ise Italya Torino Universitesi Cavalieri Sinir Bilimleri Enstitiisii laboratuvarlarinda

gerceklestirildi.

Calismada kullanilan deneklerden bir (1) tanesi ayri tutularak kullanilacagi giine
kadar bekletildi (allojenik donérden kok hiicre eldesi i¢in). Diger 40 denek oncelikle esit
saylda ve rastgele olacak sekilde obez (n=20) ve kontrol (n=20) olarak ayrildi. Obez modeli
olusturulacak sicanlar 8 hafta boyunca %40 yag iceren 6zel bir diyet ile kontrol grubu ise 8
hafta boyunca standart ticari yem ile beslendi. Sekizinci haftanin sonunda kontrol ve obez tiim
deneklerde ezilme tipi sinir hasar1 olusturuldu ve gruplar kontrol (n=10) ve tedavi (n=10) alt
gruplarina ayrildi; tedavi gruplari da (n=10) kendi igerisinde yag dokusu homojenati (n=5) ve
periferik sinir homojenati uygulanacak (n=5) siganlardan olusturuldu (Tablo 2). Hasar
olusturma isleminin hemen ardindan siyatik sinirlere sinir ve yag dokusu homejenat1 enjekte

edilerek 1yilesme siiregleri gozlemlendi.
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Tablo 2. Gruplarin siniflandirilmasi

KONTROL GRUBU TEDAVI GRUBU
Piir Kontrol Hasar Verilen Grup Yag Doku Enjekte Edilen Periferik Sinir Enjekte
Grup Edilen Grup
Kontrol Obez Kontrol Obez Kontrol Obez Kontrol Obez
(K) (0) (KH) (OH) (KY) (QY) (KPS) (OPS)

Hayvanlar deneye baslamadan once ortama adaptasyonlar1 ve gece gilindiiz ortami
saglanarak, ayn1 bakim kosullar altinda, ¢cesme suyu igirilerek, rahat hareket edebilecekleri
biiytikliikte, izeri hava alabilecek sekilde kapatilmis kafesler i¢erisinde beserli gruplar halinde
tutuldu. Denekler bu siire boyunca Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama

ve Arastirma Merkezi’nde muhafaza edildi.

%40 yag iceren yiiksek yagl diyet; standart toz si¢an yemine hayvansal yag ilave
edilerek hazirlandi. Hayvansal yag sicak su ile eritildikten sonra toz sigan yemi ile karigtirildi
ve karisim pelet haline getirilerek kurutuldu (Altunkaynak ve ark., 2008). Obez ve kontrol
grubundaki deneklerin haftalik kilo alimlar1 kaydedilerek izlendi. Sekiz hafta sonunda deney
ve kontrol grubuna ait deneklerin BK1 hesaplamalar1 yapilarak obez olup olmadiklarina karar
verildi (Ersoy ve Cakir, 2007; Altunkaynak ve ark., 2008). Deneysel hayvan obezite
modelinde BKI hesaplanirken boy olarak burun ucu ile kuyruk baglangici arasi mesafe
referans alindi. Bu sekilde elde edilen agirlik ve boy parametreleri kullanilarak deneklerin
BKI’ leri hesaplandi. BKI degeri 5 kg/m?den biiyiik olan denekler obez kabul edildi. Sekiz
haftalik siire sonunda deney grubundaki siganlardan, belirtilen hesaplama yontemlerine gore

obez kabul edilmeyenler ¢caligmadan ¢ikarildi.

3. 1. Gruplarin Olusturulmasi
Caligmalar i¢in deney hayvanlari agagida belirtildigi gibi gruplara ayrildi:
Kontrol grubu;

Grup 1; Kontrol Grubu (K): 8 hafta boyunca standart yem ile beslenen ve sag arka iiye

tizerinde siyatik sinir hasar1 olusturulmayan grup (n:5).
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Grup 2: Kontrol Hasarh Grup (KH): 8 hafta boyunca standart yem ile beslenen ve anatomik

pozisyonda iken sag arka {iye tizerinde siyatik sinir hasari olusturulan grup (n:5).

Grup 3: Obez Kontrol Grubu (OK): 8 hafta boyunca yiiksek yag igerikli (%40 yag igeren)

diyet ile beslenip obez yapilan vesag arka iiye ilizerinde siyatik sinir hasar1 olusturulmayan

grup (n:5).

Grup 4: Obez Hasarh Grup (OH): 8 hafta boyunca yiiksek yag igerikli (%40 yag igeren)
diyet ile beslenip obez yapilan ve anatomik pozisyonda iken sag arka iiye tizerinde siyatik

sinir hasar1 olusturulan grup (n=5).
Tedavi grubu;

Grup 5: Kontrol Hasarh Periferik Sinir Grubu (KPS): 8 hafta boyunca standart yem ile
beslenen ve anatomik pozisyonda iken sag arka iiye iizerinde siyatik sinir hasari olusturulan
ve ardindan insiiliin ignesi ile 1mm sinir igerisine perindryuma 0.5 ml periferik sinir

homejanati enjekte edilen grup (n:5).

Grup 6: Kontrol Hasarh Yag Grubu (KY): 8 hafta boyunca standart yem ile beslenen ve
anatomik pozisyonda iken sag arka liye lizerinde siyatik sinir hasar1 olusturulan ve ardindan

insiiliin ignesi ile 1mm sinir igerisine perinéryuma 0.5 ml yag doku homejanati enjekte edilen

grup (n:5).

Grup 7: Obez Hasarh Periferik Sinir Grubu (OPS): 8 hafta boyunca yiiksek yag icerikli
(%40 yag igeren) diyet ile beslenip obez yapilanve anatomik pozisyonda iken sag arka iiye
iizerinde siyatik sinir hasari olusturulan ve ardindan insiiliin ignesi ile Imm sinir igerisine

perindryuma 0.5 ml periferik sinir homejanati enjekte edilen grup (n:5).

Grup 8: Obez Hasarh Yag Grubu (OY): 8 hafta boyunca yiiksek yag icerikli (%40 yag
iceren) diyet ile beslenip obez yapilan ve anatomik pozisyonda iken sag arka iliye lizerinde
siyatik sinir hasari olusturulan ve ardindan insiiliin ignesi ile 1mm sinir igerisine perinéryuma

0.5 ml yag doku homejanati enjekte edilen grup (n:5).
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3. 2. Cerrahi Islemler (Siyatik Sinir Hasarmmn Olusturulmasi, Siyatik Sinir

Diseksiyonu ve Kok Hiicre Homojenatlarinin Hazirlanmasi)

Calismadaki tiim cerrahi islemler Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlar
Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Siyatik sinir hasari
olusturulacak gruplara deneyin 8. haftas1 sonunda operasyon yapilmaya baslandi. Denekler
Ketamin® (Ketasol 90mg/kg, Richter Pharma AG, Weis-Avusturalya) ve Xylazin® (Rompun
10mg/kg, Bayer, Almanya) kullanilarak intraperitonal (i.p) olarak (Sekil 13) anesteziye alind1.
Denekler ketamin—ksilazin karsimi ile anestezi altina alindiktan sonra gluteal ve uyluk
bolgeleri tiras edildi veprone pozisyonda ayaklari operasyon masasina tespit edildi.
Sonrasinda sag bacaklar tiras edilerek povidon iodine ile cerrahi alan temizligi yapildi ve
gluteal bolgeden ince bir insizyonla cilt agildi ve biceps femoris kasi altindan kiint diseksiyon
ile siyatik sinire ulasildi (Sekil 14-A,B). Biseps femoris kasi, femur ve diz eklemi posterior
smirt boyunca kiint diseksiyonla agildi ve kenarlar1 ekarte edilerek siyatik sinir ortaya
cikarildi. Daha sonra sinir ince uglu bir diseksiyon makasi yardimiyla, siyatik ¢entikten

popliteal alandaki dallanma bdlgesine kadar ¢cevre dokulardan serbestlestirildi (Sekil 15).

Sekil 13. Siganlarin ketamin—ksilazin karsimu ile i.p olarak anestezi altina alinmasi
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Sekil 14. Siyatik sinir diseksiyonu. A. Cilt insizyonunun planlanmasi B. Biseps femoris kasinin kiint diseksiyon

ile agilmasi sonucu sinirin ortaya konmast

Sekil 15. Biceps femoris kasi altindan kiint diseksiyon ile siyatik sinire ulagilmasini ve sinirin ¢evre dokulardan

serbestlestirilmesini gostermektedir

K ve OK denekleri; 8. haftanin sonunda alindi, bahsedildigi lizere kiint diseksiyonla
siyatik sinirleri agilarak sinir iizerine hi¢bir ezme hasar1 uygulanmadan sag siyatikten ENMG
kayitlar1 alind1. Bu gruplardan ENMG kayitlar alindiktan sonra sinirler diseke edildi. Diseke
edilen sinirden popliteal fossaya en yakin olan kisimdan yaklasik 1 cm uzunlugunda pargalar,
periferik sinir dokusundaki mezenkimal kok hiicre potansiyellerinin Facs ile belirlenebilmesi
icin serum fizyolojik (SF) igerisine konuldu, bdylece dokunun temizlenmesi-yikanmasi

saglandi. Sinirde kalan ugtan siyatik ¢entige dogru 1 cm lik parcalar her bir denek i¢in ayr1
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ayri etiketlenerek E.M takip islemleri i¢in gluteraldehit icerisine konuldu. Sonra homojenat
eldesi i¢in SF igerisine alinan sinir doku 6rnekleri hizli bir sekilde gruplarina gore ayr1 falkon
tiiplere alindi, her bir tiip igerisine 0.1 mg albiimin (Albumin, From Bovine Serum; Sigma)
(Sekil 16-A) ve 2ml medyum (Dulbecco's Modified Eagles Medium (D-MEM), Sigma) (Sekil
16-B) eklendi, tiipler vortex (Vortex, Velp Scientifica) (Sekil 17-A) yardimu ile ¢alkaland1 37°
derece olan inkiibatér (Sanyo CO2 Incubator, MCO-18 AC (UV)) (Sekil 17-C) igerisinde
(homojenizatorde pargalanana kadar (en fazla 1 giin)) bekletildi. Homojenat elde etmek i¢in
inkiibatorde bekletilen tiipler igerisindeki doku, homojenizator (Heidolph Silentcrusher M.)
(Sekil 17-B) yardimi ile 7,000 devir/dakika hizda yaklasik 3 dakika boyunca tiiplerin altina
buz kiivetleri tutularak homojenize edildi (Sekil 16-D). Gruplardan elde edilen sinir
homojenatlar1 Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Alerji ve Immiinoloji
Boliimii'ne flow sitometre analizi i¢in gotiiriildii. Homojenatlardan siipernatant kisimlari
alinarak 5000 devir/dakikada, 5 dakika boyunca santrifuj (Hettich EBA-20 Microcentrifuge)
edilerek siipernatantlar ependorf tiiplerine konuldu. Siipernatantlarda mezenkimal kok hiicre

potansiyeli tayini yapildi, sonuglar grafiklendirildi.

Sekil 16. A. Albumin, From Bovine Serum; Sigma B. Dulbecco's Modified Eagles Medium (D-MEM); Sigma

gosterilmektedir
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Sekil 17. A. Vortex (Vortex, Velp Scientifica) B. Homojenizatér (Heidolph Silentcrusher M.) C. Inkiibator
(Sanyo CO; Incubator, MCO-18 AC (UV) ) gosterilmektedir

KH ve OH denekleri; hasarin standart bir sekilde olusturulabilmesi i¢in 58 Newton
basing uygulayan portegii Ondokuz Mayis Universitesi Fizik Boliimii’'nde 6zel olarak
hazirlatild1 (Sekil 18-A). Sinire 58 Newton basing uygulayan portegii yardimiyla 30 saniye
(sn) siire ile ezilme tipi hasar olusturuldu (Sekil 18-B).

Sekil 18. A.Hasarin standart bir sekilde olugturulmasi i¢in 58 Newton basing uygulayan portegii B. Siyatik sinire

portegii ile ezilme tipi hasar olusturulmasini gostermektedir
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Once kas dokusu sonra deri, ipek sutur ile dikilip kapatildi. Daha sonra denekler 4
hafta boyunca siirecek olan rejenerasyon siirecine birakildi. Siirecin sonunda deneklerin
siyatik sinirleri, siyatik gentikten popliteal fossaya kadar diseke edilerek agildi ve diger
dokulardan serbestlendi. Uyar1 veren kanca elektrot siyatik ¢entikten yaklasik 10 mm distale,
hasar verilen alana tagsmayacak sekilde yerlestirildi. Toprak elektrotlar ise uyari elektrotuna
2,5 cm mesafede gastrokinemus kasi yiizeyine aralarinda bir cm mesafe olacak sekilde
yerlestirildi (Sekil 15). 0,01 mV ile 10 mV arasinda uyar1 voltaj1 uygulanarak gastroknemius
kas1 birlesik kas aksiyon potansiyelleri 6l¢tildii. Gruplardan ENMG kayitlar1 alindiktan sonra
hasar verilen bolgenin distal uctan baslayarak yaklasik 1cm lik pargast E.M takibi i¢in diseke
edildi. Bu gruplardaki periferik sinir dokusunda mezenkimal kok hiicre potansiyeli
bakimindan kontrollerden farkli bir degisim beklenmediginden o6rnekler flow sitometri

analizine tabi tutulmadi.

Tedavi gruplarindan olan KPS ve OPS gruplarina enjekte edilecek periferik sinir
homejenatini icin, ayr1 tutulan allojenik saglikli kontrol denegin siyatik siniri daha once de
anlatildig1 gibi diseke edildi ve serum fizyolojik igerisine alindi. Sonra falkon tiipe alinarak,
tiip icerisine 0.1 mg albiimin (Albumin, From Bovine Serum; Sigma) ve 2ml medyum (D-
MEM) eklendi, daha once de anlatildig1 gibi tiip aymi sekilde vortex yardimi ile ¢alkalandi
37°C derece olan inkiibator icerisinde bekletildi. Tiip igerisindeki periferik sinir dokusu,
homojenizatér yardimi ile 7000 devir/dakika hizda yaklasik 3 dakika boyunca tiipiin altina
buz kiivetleri tutularak homojenize edildi. Bu allojenik denegin periferik sinir dokusundaki
mezenkimal kok hiicre potansiyeli, kontrollerden farkli beklenmediginden Ornekler flow
sitometri analizine tabi tutulmadan hasar alanina enjekte edildi ve bu gruplardaki denekler

rejenerasyon siirecine birakildi.

Yine tedavi gruplarindan olan KY ve OY gruplarina enjekte edilecek yag doku
homejenati icin ise, ayri tutulan allojenik saglikli kontrol denegin omentum bolgesi agilarak
buradan yag dokular1 toplandi ve serum fizyolojik icerisine alindi. Sonra falkon tiipe alinarak,
tiip igerisine 0.1 mg albiimin (Albumin, From Bovine Serum; Sigma) ve 5 ml medyum (D-
MEM) eklendi, daha 6nce de anlatildig: gibi tiip ayni1 sekilde vortex yardimai ile ¢alkalandi 37°
derece olan inkiibator icerisinde (homojenizatdrde pargalanana kadar (en fazla 1 giin))
bekletildi. Tiip icerisindeki yag doku, homojenizatér yardimi ile 7000 devir/dakika hizda

yaklagik 3 dakika boyunca tiipiin altina buz kiivetleri tutularak homojenize edildi.
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KPS ve OPS deneklerinde de siyatik sinir hasar1 diger gruplarda bahsedildigi gibi
olusturuldu ve ardindan insiiliin ignesi ile epindryumun 1mm altina allojenik saglikli kontrol
bir denekten elde edilen sinir dokusu homejanati 0.5 ml enjekte edilerek ameliyat bolgesi
kapatildi ve rejenerasyon siirecine birakildi. Rejenerasyon siireci bitiminde daha once de
bahsedildigi gibi ENMG kayitlar1 alindiktan sonra hasar verilen bolgenin distal ucundan
baslayarak toplam yaklagik 2 cm uzunlugunda siyatik sinir pargas: diseke edildi. Distal ugtan
baslayarak yaklasik 1 cm lik par¢a E.M takibi i¢in, diger yaklasik 1 cm lik par¢a uygulanan
tedaviden sonra ilgili doku homojenatindaki mezenkimal kok hiicre potansiyellerinin

belirlenmesi amaciyla, flow sitometre analizi i¢in diseke edildi.

KY ve OY denekleri de siyatik sinir hasari diger gruplarda bahsedildigi gibi
olusturuldu ve ardindan insiiliin ignesi ile Imm sinir i¢erisine-perindryuma saglikli allojenik
kontrol denekten elde edilen yag dokusu homejanati 0.5 ml enjekte edilerek ameliyat bolgesi
kapatildi ve rejenerasyon siirecine birakildi. Rejenerasyon siireci bitiminde gruplardan ENMG
kayitlar1 alindiktan sonra hasar verilen bolgenin distal ucundan baslayarak toplam yaklasik 2
cm uzunlugunda siyatik sinir pargasi diseke edildi. Distal ugtan baslayarak yaklasik 1 cm lik
parga E.M takibi i¢in, diger 1 cm lik par¢a uygulanan tedaviden sonra ilgili doku
homojenatindaki mezenkimal kok hiicre potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla, flow

sitometre analizi i¢in diseke edildi.

3. 3. Flow Sitometrik Analizler

Flow Sitometrik Analizler Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik
Alerji ve immiinoloji Béliimiinde yapildi. Analiz i¢in Facs Calibur flow cytometer (Becton-
Dickinson, Heidelberg, Germany) cihazi kullanildi. Flow sitometre analizleri; K, OK, KH,
OH, KPS, OPS, KY ve OY gruplarindan diseke edilen si¢an siyatik sinirindeki tedavi dncesi
ve sonrast mezenkimal kok hiicre potansiyellerinin belirlenebilmesi ve bu potansiyellerin
kontrol ve tedavi gruplar1 arasinda nasil degistiginin degerlendirilebilmesi igin CD34, CD45,
CD90 isaretleyicileri kullanilarak yapildi. Bu dokulardan elde edilen izole edilmis
mononiiklear hiicrelerin filow sitometresi, direkt olarak florokrom-bagli moKlonal antikorlar
olan CD45, CD34 ve CD90 ile gergeklestirildi ve karsilik gelen izotipi ile kontrol edildi (fare
kokenli I1gG1, IgG2a, IgG2b, hepsi: Pharmingen, Heidelberg, Germany). Numune basina
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5x10* hiicre, 30 dakika boyunca, uygun bir antikor karisimmin 5 pl ile50 pl bir hacim iginde
boyandi. Tiim bekletme islemleri, soguk PBS icinde / % 0.1 fetal buzagi serumunda (FCS)
takip edildi. Boyanan hiicreler daha sonra, 200 ul PBS /% 0.1 FCS i¢inde yeniden siispanse
edildi ve daha sonra Facs Calibur flow sitometresinde (Becton-Dickinson, Heidelberg,
Almanya) analiz edildi. Ornek basmna 1x104 hiicre toplami, spesifik boyama igin

degerlendirildi. CD45, CD34+ ve CD90+ mezenkimal kok hiicrelerin yiizdeleri belirlendi.

3. 4.Elektrofizyolojik Testler

Elektrofizyolojik analizler Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-
Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Elektronéromiyografi
(ENMG) testleri icin bilgisayar ortaminda Scope (ver. 3.9.2, AD Instruments) programi
kullanildi. Sinir ileti hizi ve ENMG 6l¢iimleri; kontrol grubunda, hasar gurubunda ve
hasar+tedavi gruplarinda rejenerasyon siireci sonrasi denekler sakrifiye edilmeden Once

elektrofizyolojik analizleri yapildi.

Zaten intraperitoneal anestezi altinda bulunan siganlarin sag siyatik sinirleri, siyatik
centikten trifukasyon bolgesine kadar disseke edilerek etraftaki bag dokudan serbestlestirildi
ve bu sekilde goriiniir hale getirildi. Siyatik ¢entikten yaklasik 10 mm distale ayn1 zamanda
ezilme hasar1 olusturulan alanin 5 mm proksimaline uyar1 veren kanca elektrot yerlestirildi.
Toprak elektrotlar ise uyar1 elektrotuna 2,5 cm mesafede gastrokinemus kasi yiizeyine
aralarinda 1 cm mesafe olacak sekilde yerlestirildi (Sekil 19). 0,01 mV ile 10 mV arasinda
uyar1 voltaji uygulanarak gastroknemius kasi birlesik kas aksiyon potansiyelleri ol¢iildii.
Aksiyon potansiyeli egrilerinde uyaridan sapmanin basladigi zamana kadar gegen siire
(latans), olusan potansiyelin tepe-tepe amplitiitii (p-p amplitiit) ve maksimal pozitif yondeki
tepe-taban pik degerleri (p-max) ol¢iildii. Her bir denek icin iiger adet aksiyon potansiyeli
egrisi cizdirilerek ortalamasi1 alindi ve bu degerler istatistiksel olarak birbirleri ile

karsilastirildi (Sekil 20).
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Sekil 20. A.Kontrol grubuna ait bir ENMG kay1d1 lizerinde degerlendirilen parametreler B. ENMG kayitlarinda

degerlendirilen parametrelerin sematik gosterimi

3. 5. Histolojik Prosediir

Elektrofizyolojik o6l¢iimlerin ardindan sakrifiye edilen deneklerden alinan siyatik

sinir dokularinin elektron mikroskobik takipleri yapildi.
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3. 5. 1. Elektron Mikroskobik (E.M) Takip islemi

Sicanlar anestezi altindayken acilan siyatik sinir lizerine normal sartlarda E.M takibi
sirasinda sinirin diimdiiz kalabilmesi, egrilme ve biikiilmelerin olmamasi igin, sinirlerin
iizerine %5’lik gluteraldehit damlatilir; fakat biz bu sinirlerden kok hiicre homojenatlar1 da
elde edilecegimiz i¢in lizerine kok hiicrelerin kaybina neden olacak hicbir sey uygulamadik.
Bundan dolayi gluteraldehit uygulamadan siyatik sinir dokulari ¢ikarildi. Daha sonra E.M igin
ayrilan parca sinirler, gluteraldehite alinarak +4° derece buzdolabinda E.M takip islemlerinin
yapilacagi giine kadar (3 gilinii gegmeyecek sekilde) bekletildi. E.M takip islemlerinin
yapilacagi giin sinirler ependorflara ilgili gruplar iizerlerine yazilarak alindi. Ependorflara

alinan bu sinirler;
- %5’lik Gluteraldehit soliisyonu igerisinde 1 saat bekletildi.
- Siire sonunda 4x15 dakika Milloning tamponuyla yikandi.

- Tamponla yikamanin ardindan %1 °lik osmium tetraoksit igerisinde 1,5 saat

karanlik ortamda bekletildi.

- 4x15 dakika Milloning tamponuyla tekrar yikandi ve dehidratasyon islemine
gegildi.

Dehidratasyon igin;

- %50’1ik asetonda 15 dakika,

- %75’1ik asetonda 15 dakika,

- %95’1ik asetonda 15 dakika,

- %100’liik asetonda 20 dakika,

- %100’liik asetonda 20 dakika bekletildi. Devaminda;
- Propilen oksitte 20 dakika,

- Propilen oksitte 20 dakika,

- %50 Propilen oksit + %50 Araldit karisiminda 1 saat,
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- %100 Aralditte 1 saat boyunca infiltrasyon islemine tabi tutuldu.

Bu siire sonunda silikon gdmme kalib1 icerisinde bloklanan dokular 45 °C’deki
etiive yerlestirildi ve her 30 dakikada bir 5 °C’lik 1s1 artis1 yapilarak 62 °C’ye ulasildi. 62
9C’de 48 saat bekletilerek polimerizasyonu saglanan plastik bloklardan elmas bigakla
(Sekil 21-B) ultramikrotom (Leica Ultracut UCT, Leica Microsystems GmbH, Almanya)
(Sekil 21-A) yardimai ile 70 nm ve 500 nm kalinliginda kesitler alindi. 500nm kalinligindaki
kesitlerin bazilar1 bir bagka mikrotomda (Shandon Finesse ME Microtome, Thermo
Scientific), cam bigaklar hazirlanarak alinmistir (Sekil 22). 70 nm kalinhigindaki kesitler
200 mesh bakir grid {izerine alinarak elektron mikroskobik analiz i¢in uranil asetat—kursun
sitrat ile boyand1 (Sekil 23). 500 nm kalinligindaki kesitler ise cam lam {izerine alinarak
%1°lik toluidin mavisi ile boyandi. Boyanan ince kesitlerden elektron mikroskobunda
miyelinsiz akson sayisi, yari ince kesitlerden ise; 151k mikroskobunda miyelinli akson
sayisi, akson alan1 ve miyelin kilif kalinlig1 6l¢iimleri stereolojik metotlar kullanilarak

yapildi.

Sekil 21. A. 70 nm kalinliginda kesitlerin alindig1 ultramikrotom (Leica Ultracut UCT, Leica Microsystems
GmbH, Almanya); B. Ultramikrotomda kullanilan elmas bigak goriilmektedir

43



Sekil 22. 500 nm kalinligindaki kesitlerin alindigi mikrotom (Shandon Finesse ME Microtome, Thermo

Scientific) goriilmektedir

Sekil 23. 70 nm kalinliginda olan kesitlerin 200 mesh’lik bakir gridlerin tizerine alinmasi gériilmektedir
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3. 5. 2. Stereolojik Analizler

Ince kesitlerin elektron mikroskobundaki analizleri Italya Torino Universitesi
Cavalieri Sinirbilimleri Enstitiisii laboratuvarlarinda bulunan dijital transmisyon elektron
mikroskobunda (JEM-1010, JEOL, Tokyo, Japan) yapildi (Sekil 24). Analiz i¢in stereolojik
metotlardan parcalama metodu kullanildi. Bu amagla uranil asetat-kursun sitrat ile boyanan
gridler elektron mikroskobuna yerlestirildi. Bir sinir doku kesitinin ortalama 15 — 20 meshlik
alanla kesistigi goriildii. Pilot caligmaya gore istatistiksel olarak kabul edilebilir bir hata
katsayis1 hassasiyetine ulagabilmek i¢in her meshten iki farkli alan 6rneklenmesi gerektigi
tespit edildi. Her bir alandaki miyelinsiz aksonlar 10.000’lik biiyiitmede tarafsiz sayim
cercevesi kullanilarak sayildi. Belirlenen bu tarafsiz stereolojik yaklagim tiim gruplara ait sinir
doku oOrneklerine uyguland1 (Sekil 25). Sayim islemi tamamlandiktan sonra sinir

fasikiiliindeki toplam miyelinsiz akson sayis1 asagidaki formiile gére hesaplandi.

AlanMesh

Z Say lHesaplanan = XSAYGrnekienenmesh X AlAN pagiriinX Z Aksonsayis lSayilan

2xA lanS.Cerg:evesi

Sekil 24. Dijital transmisyon elektron mikroskobu (JEM-1010, JEOL, Tokyo, Japan)
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Sekil 25. Elektron mikroskobunda sayim islemi. 400’lik biiylitmede mikroskop ekraninda kare seklindeki bir
mesh ve icerisindeki miyelinli aksonlar gortilmekte. Ik olarak mesh iizerinde 6rneklenecek alan
belirlenir. Devaminda biiyiitme artirilarak miyelinsiz aksonlar goriiniir hale getirilir ve sonra

bilgisayar ekranindaki sayim ¢ercevesi kullanilarak sayimlari yapilir

Yar1 ince kesitlerin 151k mikroskobik analizleri Ondokuz Mayis Universitesi
Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda bulunan bilgisayar
destekli stereoloji c¢aligma istasyonunda (Stereoinvestigator 9.0. MicroBrieldField;

Colchester; USA) gerceklestirildi (Sekil 26).
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Sekil 26. Bilgisayar destekli stereoloji ¢alisma istasyonunda stereoinvestigator goriintiisii

Adi gegen calisma istasyonu kamera, bilgisayar, mikroskop ve yazilimdan
olusmaktadir. Miyelinli akson sayimu i¢in yine par¢calama metodu kullanilirken akson alan1 ve
miyelin kilif kalinlig1 6l¢timleri igin niikleator metodu kullanildi. Bu amagla toluidin mavisi
ile boyanmis yar1 ince kesitler mikroskoba yerlestirildi. Stereoinvestigator yazilimi
kullanilarak bilgisayar yardimiyla 4’liik biiyiitmede sinir fasikiiliiniin etrafi ¢evrelendi. Daha
sonra 63’liik bliyiitmede pilot calismaya gore belirlenmis parametrelere gore alan 6rneklemesi
yapilarak her bir 6rneklenmis alanda tarafsiz sayim g¢ercevesiyle miyelinli aksonlar sayildi.
Bunun i¢in 60 pm x 60 pm adim araligi ve 25 pm x 25 pm tarafsiz sayim g¢ergevesi olgiileri
kullanildi. Dolayistyla pargalama metodu geregince her 3600 um?’lik alandan 625 pm?’lik bir
alan Orneklenmis oldu. Kabul edilebilir hata katsayist smirlarina ulasmak i¢in bu
parametrelerin yeterli oldugu gozlendi. Ayrica sayim yapilan her adimda tarafsiz sayim
cercevesinin sag list kosesine degen en biiyiik ¢apli aksonda niikleatdr metoduyla akson alani
ve miyelin kilif kalinlig1 6l¢timii yapildi. Miyelinli akson sayimlarindan elde edilen degerler

asagidaki formiilde yerine koyularak bir sinirdeki toplam miyelinli akson sayis1 hesaplandi.

625
Toplammiyelinliaksonsayis: = 3600 XSAY1prnekienenalan XA AN ggipin X Z Tanecikggyjan
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3. 6. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS® 13,0 for Windows® (Amerika) istatistik
paket programi kullanilarak yapildi. Coklu gruplarin karsilastirilmasinda One Way ANOVA
(Bonferroni, Tukey Post-Hoc Test) testi kullanildi ve 0.05 anlamlilik derecesi (p) baz alindu.

4. BULGULAR

Calismada K, KH, OK, OH, KPS, KY, OPS ve OY olmak iizere sekiz grup
olusturuldu. Obezite yiiksek yagli diyetle 8 haftalik bir siiregte olusturuldu, bu siirecte kontrol
grubu standart palet yem ile beslendi ve siire sonunda siyatik sinirler incelenmek iizere
cikarildi. KH, OH, KY, KPS, OY, OPS gruplar1 arasinda 8. hafta sonunda siyatik sinirde
ezilme tipi hasar olusturuldu ve 4 haftalik rejenerasyon siireci sonunda incelenmek {izere
siyatik sinirler ¢ikarildi. Her bir grupta elektrofizyolojik yontemle sinir ileti hizi, ENMG
olgiildii. Toplam miyelinli ve miyelinsiz akson sayisi, miyelinli akson alani1 ve miyelin kilif
kalinlig1 stereolojik yontemle hesaplandi. Ayrica ayni kesitler {izerinde rutin histopatolojik

degerlendirmeler yapildi ve bu degerlendirmeler sonucunda asagidaki bulgular elde edildi.
4.1. Olusturulan Obezitenin Degerlendirilmesi

Deney ve kontrol grubuna ait deneklerin sekiz hafta boyunca kilo alimlar1 izlendi.
YYD ile beslenen deney grubuna ait deneklerin kontrol grubu deneklerine gére daha hizli kilo
aldiklar1 gozlendi (Sekil 27). Sekiz hafta sonunda her bir denegin BKI hesaplamasi yapild: ve

deney grubuna ait siganlarda deneysel obezite modelinin olustugu gozlendi.
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Sekil 27. Obez ve kontrol grubu arasinda agirlik artis grafigi goriilmektedir

4. 2. Stereolojik Bulgular

4. 2. 1.Miyelinli Akson Sayis1 Bulgulari

Miyelinli akson sayis1 bakimindan istatistiksel olarak; K ile KH, OK, KY ve OPS
gruplar arasinda ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0,01). KH ile OK, OH, KPS, KY,
OPS ve OY gruplar1 arasinda ileri derecede anlamli fark gézlendi (p<0,01). OK ile OH ve
KPS gruplar1 arasinda ileri derecede anlamli fark vardi (p<0,01). OH ile KY ve OPS gruplari
arasinda ileri derecede anlamli fark vardi (p<0,01). KPS ile KY ve OPS gruplar: arasinda ileri
derecede anlamli fark vardi (p<0,01). KPS ile OY grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamliyd: (p <0,05). OPS ile OY grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliyd1 (p
<0,05) (Tablo 3) (Sekil 28).
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Tablo 3. Tiim gruplara ait miyelinli akson sayilari (SEM: Standard Error of Mean, Ortalama Standart Hata)

GRUPLAR MIYELINLI AKSON SEM
SAYISI
(ORTALAMA)
1. K 13198.54167 410.33929
2. KH 9149.305556 164.90125
3. OK 16580 797.28736
4. OH 13205 428.31145
5. KPS 12746.18056 568.55143
6. KY 18203.75 284.66299
7. OPS 17114.61806 312.68503
8. OY 15544.79167 1016.77969
Miyelinli akson sayusu %

20000 - ** |

18000 - '

16000 -
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Z 12000 -
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Sekil 28. Miyelinli akson sayis1 bakimindan gruplarin karsilastirilmasini gosteren grafik. ilgili gruplar arasindaki

*: p<0,05 **; p<0,01 istatistiksel anlamlilik seviyelerini gostermektedir
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4. 2. 2. Miyelinsiz Akson Sayis1 Bulgular:

Miyelinsiz akson sayis1 bakimindan istatistiksel olarak; K ile KH, OH, KPS
gruplar1 arasinda ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0,01). KH ile OY grubu arasinda
ileri derecede anlamh fark gozlendi (p<0,01). OK ile KPS grubu arasinda ileri derecede
anlamli fark gozlendi (p<0,01). OH ile OYgrubu arasinda ileri derecede anlamli fark
gozlendi (p<0,01). KY ile KPS grubu arasinda ileri derecede anlamli fark gbzlendi
(p<0,01). K ile OPS grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0,05). KH ile
OK grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0,05). KH ile KPS grubu
arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0,05). KH ile KYgrubu arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamliydi (p<0,05). OK ile OPS grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamhydi (p<0,05). OK ile OH grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi
(p<0,05). OH ile OPS grubu arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0,05). OH ile KY grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05) (Tablo 4) (Sekil 29).

Tablo 4. Tim gruplara ait miyelinsiz akson sayilari

GRUPLAR MIYELINSIiZ AKSON SEM
SAYISI
(ORTALAMA)
1. K 4320.72 298.23556
2. KH 2349.45 368.97066
3. OK 3929.31 287.59993
4. OH 2435.31 295.06237
5. KPS 1932.75 286.38518
6. KY 3981.87 346.97165
7. OPS 2749.86 82.8429
8. OY 4094.73 332.76715
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Sekil 29. Miyelinsiz akson sayis1 bakimindan gruplarin karsilastirilmasim gosteren grafik. Ilgili gruplar

arasindaki *; p< 0,05 **; p< 0,01 istatistiksel anlamlilik seviyelerini gostermektedir

4. 2. 3. Akson Alan1 Bulgular:

Miyelinli akson alan1 bakimindan istatistiksel olarak; K ile KH, OK, OH, KPS, KY,
OPS, OY gruplar arasinda ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0,01). KH ile OK, KPS,
KY, OPS, OY gruplar arasinda ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0,01). OK ile OH,
KPS, KY, OPS, OY gruplari arasinda ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0,01). OH ile
KPS, KY, OPS, OY gruplar1 arasinda ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0,01). KPS ile
KY, OPS, OY gruplar1 arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0,05). KY ile OPS, OY gruplari
arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0,05). OPS ile OY grubu arasinda anlamli bir fark yoktu
(p>0,05) (Tablo 5) (Sekil 30).
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Tablo 5. Tiim gruplara ait miyelinli akson alani bulgulari

GRUPLAR MIYELINLI AKSON SEM
ALANI (um2)
(ORTALAMA)
1. K 25.4342 1.60895
2. KH 21.4564 0.90794
3. OK 23.7234 1.46024
4. OH 18.9556 1.24437
5. KPS 8.9212 0.69845
6. KY 8.25725 0.24943
7. OPS 9.02 0.17808
8. OY 8.3302 0.22333

Miyelinli akson alani
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Sekil 30. Miyelinli akson alan1 bakimindan gruplarin karsilastirilmasini gdsteren grafik. flgili gruplar arasindaki

*: p< 0,05, **; p<0,01 istatistiksel anlamlilik seviyelerini gostermektedir
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4. 2. 4. Miyelin Kihif Kalinhg: Bulgular

Miyelin kilif kalinlig1 bakimindan istatistiksel olarak; K ile KH, OH, KPS, KY, OY
gruplar1 arasinda ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0,01). KH ile OK grubuarasinda
ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0,01). OK ile OH, KPS, KY, OPS, OY gruplar
arasinda ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0,01). OH ile OPS, OY gruplar1 arasinda
ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0,01). K ile OPS grubu arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamliydi (p<0,05). KH ile OPS grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi
(p<0,05). K ile OK grubu arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0,05). KH ile OH, KPS, KY,
OY gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0,05). OH ile KPS, KY gruplar1 arasinda
anlamli bir fark yoktu (p>0,05). KPS ile KY, OPS, OY gruplar1 arasinda anlamli bir fark
yoktu (p>0,05). KY ile OPS, OY gruplar1 arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0,05). OPS ile
OY gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0,05) (Tablo 6) (Sekil 31).

Tablo 6. Tiim gruplara ait ortalama miyelin kilif kalinlig1 bulgulari

GRUPLAR MIYELIN KILIF SEM
KALINLIGI (um)
(ORTALAMA)
1. K 2.503107256 0.18355
2. KH 1.376708991 0.10095
3. OK 2.52891848 0.14604
4. OH 1.213880871 0.0701
5. KPS 1.940686723 0.08752
6. KY 1.509736258 0.01658
7. OPS 1.940686723 0.08503
8. OY 1.844003534 0.10942
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Sekil 31. Miyelin kilif kalinlig1 bakimindan gruplarin karsilastirilmasim gosteren grafik. lgili gruplar arasindaki

*: p<0,05, **; p<0,01 istatistiksel anlamlilik seviyelerini gostermektedir

4. 3. Elektrofizyolojik bulgular
4. 3. 1. Amplitiit

Amplitiit degerleri bakimindan istatistiksel olarak; K, OK, KY, OY, KPS, OPS, KH
ve OH gruplar1 arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0,05) (Sekil 32).
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Sekil 32. Amplitiit degerleri bakimindan gruplarin karsilagtiriimasi
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4. 3. 2. Pozitif ve Negatif Pikler Arasi Voltaj (P-P Aras1 Voltaj) Degerleri

Istatistiksel olarak P-P aras1 mesafe bulgularinda; K, OK, KY, OY, KPS, OPS, KH
ve OH gruplar1 arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0,05) (Sekil 33).
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Sekil 33. P-P Aras1t Mesafe degerleri bakimindan gruplarin karsilastiriimasi

4. 3. 3. Latans

Latans degerleri bakimindan istatistiksel olarak; K, K'Y, KH ve OH gruplar1 arasinda
ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0,01). OK, KY, KH ve OH gruplar1 arasinda ileri
derecede anlamli fark bulundu (p<0,01). KY ile diger gruplar arasinda ileri derecede anlamli
fark bulundu (p<0,01). OY, KY, KH ve OH gruplar1 arasinda ileri derecede anlamli fark
bulundu (p<0,01). OPS, KY, KH ve OH gruplar1 arasinda ileri derecede anlaml1 fark bulundu
(p<0,01). KH, K, OK, KY, OY, KPS, OPS ve KH gruplar1 arasinda ileri derecede anlaml1 fark
bulundu (p<0,01) (Sekil 34).
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Sekil 34. Latans degerleri bakimindan gruplarin karsilagtiritlmasi

4. 4. Flow Sitometrik Bulgular

Flow sitometrik analiz sonucu elde edilen bulgular Tablo 7 ve Sekil 35°de
sunulmustur. Siyatik sinir 6rnegi basina 1x10% hiicre toplami, spesifik boyama igin
degerlendirildi. CD45+, CD34+, CD90+ mezenkimal kok hiicrelerin yiizdeleri belirlendi. Bu
bulgulara gore; genel olarak obez gruplardaki CD45 ve CD34 yiizey markerleri agisindan
pozitif olan kok hiicre sayilarinin kontrol gruplara gore daha ytiksek seviyede oldugu bulundu
(P<0.05). Non obez deneklerde ise CD90 agisindan pozitif olan kok hiicreler obez gruplara
gore daha fazla sayidaydi (P< 0.05). CD45 pozitif hiicreler, KPS grubunda K grubuna; OPS
grubunda da OK grubuna gore anlamli 6l¢iide azalmisti (P< 0.05). CD34 ylizey markerleri
acisindan pozitif olan kok hiicreler obez ve 6zellikle de kontrol deneklerde tedavinin ardindan
anlaml diizeyde artmisti. CD90 yiizey markerleri agisindan pozitif olan kok hiicrelerin oranm
ise non obez gruplarda tedavi siirecinde herhangi bir anlamli degisiklik gostermedi ama yag
dokusu homojenati ile tedavi edilen grupta bir miktar artt1 (P<0.05). Obez gruplarda ise CD90

pozitif hiicrelerin oran1 anlamli 6l¢iide azaldi (P< 0.05).
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Tablo 7. Gruplara gore Sinir doku homojenatindaki mezenkimal kok hiicre yiizdesi (%) bulgulari

GRUPLAR CD45+ CD34+ CD90+
(%0) (%0) (%)
1. K/KH 1.40 9.61 90.43
2. KPS 0.44 19.88 90.52
3. KY 0.68 7.33 95.11
4. OK/OH 3.09 27.70 88.02
5. OPS 1.95 33.06 83.00
6. OY 0.78 19.97 77.60
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Sekil 35. K, KPS, KY, OK, OPS ve OY gruplarina ait periferik sinirlerden elde edilen doku homojenatlarindaki

mezenkimal kok hiicrelerin yiizdeleri gosterilmektedir
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4. 5.Histolojik Bulgular
4. 5. 1. Kontrol Grubu (K)

Kontrol grubu deneklerine ait sinir doku 6rneklerinin yar1 ince ve ince kesitlerinde
151k mikroskobu ve elektron mikroskobu diizeyinde sinire ait bag doku yapilanmasi diizgiin
ve normal bir goriiniim sergilemekteydi. Genel olarak miyelinli aksonlar ve miyelin kiliflar
diizenli bir goriiniime sahipti. Miyelinli aksonlar arasinda yerlesik miyelinsiz akson kiimeleri
de belirgin sitoplazmik sinirlar1 ve mitokondri igerikleriyle diizenli goriiniimdeydi. Schwann
hiicreleri, aksonlarin etrafinda belirgin sitoplazmik sinirlart ve okromatik ¢ekirdekleriyle
normal goriiniimleriyle izlendi. Yine endondryumda yerlesik damarlanmalar da goze

carpmaktaydi (Sekil 36-37-38-39).

Sekil 36. Kontrol grubuna ait 11k mikroskobik goriiniimler. Sinirin distan epindryum (Ep) ad1 verilen fibroz bag
dokusuyla sarili oldugu ve miyelinli ve miyelinsiz liflerden olustugu izlenmektedir. Sinir liflerinin

aralarinda kan damarlar1 ve bag dokusunun varligi da gozlenmektedir
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Sekil 37. Kontrol grubuna ait 151tk mikroskobik goriiniimler. Sekil 38’ de kare igine alinan alanin yiiksek
bliyiitmedeki goriintiisiine bakildiginda genel olarak normal bir siyatik sinir histolojisi
gozlenmektedir. Ok: saglikli goriiniime sahip damar, ok basi: normal ¢apta ve kalinlikta miyelin kilifa
sahip, saglikli miyelinli aksonlar, yi1ldiz: endondryumu, yuvarlak: belirgin sitoplazma sinirlarina ve
sagliklt (6kromazi gosteren) ¢ekirdege sahip Schwann hiicresine sahip miyelinli aksonlar

goriilmektedir
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Sekil 38. Kontrol grubuna ait 151k mikroskobik goriiniimler A, B. Ok: saglikli goriiniime sahip damar, yildiz;
miyelinli ve miyelinsiz aksonlar arasini dolduran saglikli bag dokusu (endonéryum), ok basi: normal
capta ve kalinlikta miyelin kilifa sahip, saglikli miyelinli aksonlar, yuvarlak ve kalin ok: belirgin
sitoplazma sinirlarina ve saglikli (6kromazi gosteren) ¢ekirdege sahip Schwann hiicresi ve miyelinli

akson
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Sekil 39. Kontrol grubuna ait elektron mikroskobik goériiniimler. Kalin oklar; miyelinli aksonlari, ince ok;

miyelinsiz aksonlar1 géstermektedir

4. 5. 2. Kontrol Hasarh Grup (KH)

Kontrol hasarli grubu deneklerine ait sinir doku Orneklerinin yar1 ince ve ince
kesitlerinde 151k mikroskobu ve elektron mikroskobu diizeyinde sinire ait bag doku
yapilanmasi verilen hasardan dolayr olagan goériiniimiinii kaybetmis olarak gézlendi. Genel
olarak miyelinli aksonlar ve miyelin kiliflar diizensiz bir gériiniime sahipti. Kontrol grubuna
kiyasla daha kiiciik capli miyelinli aksonlar ve daha ince kalinlikta miyelin kilif varlig1 géze
carpmaktaydi. Bunun yaninda kimi genis ¢apli aksonlar, i¢lerindeki miyelin yiginlarindan
otiirii dejenere miyelin kilif yapis1 gostermekteydi. Miyelinli aksonlarin arasinda miyelinsiz
aksonlar da bulunmaktaydi fakat hasar olusturulmayan gruplara kiyasla daha seyrek yerlesimli
ve daha az kiimelenmis durumlar1 géze carpmaktaydi. Yine hasar olusturulmayan gruplara

kiyasla endondéryum icerisinde dejenere aksonlar1 c¢evrelemis halde aktif makrofajlar
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gozlendi. Ayrica endonéryumda genislemis perivaskiiler bag dokusu alanlar1 gozlendi.
Schwann hiicrelerinde ise diizensiz ¢ekirdek sinir1 ve pignotik veya heterokromozi gosteren

cekirdek varligr dikkat ¢ekiciydi (Sekil 40-41-42-43-44).

Sekil 40. Kontrol hasarli grubuna ait 151k mikroskobik goriiniim. Sinir liflerinin aralarinda hasarlanmig kan
damarlar1 ve bag dokusunun varligi gozlenmektedir. Ok: saglikli goriiniimiinii kaybetmis damar,
yildiz; sagliksiz goriiniime sahip bag dokusu (endondryum) bdlgesi, halka alani; aksonlarin ve miyelin
kiliflarin segilemedigi yogun endondryum igeriginin oldugu bolge ve bu bolgedeki miyelinli

aksonlarin tamamen dejenere oldugu goriilmektedir
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Sekil 41. Kontrol hasarli grubuna ait elektron mikroskobik goriiniimler. A. Siyah oklar; miyelinizasyonu
bozulmus aksonlari, Kirmizi ok; miyelinsiz aksonlari, B. Kalin oklar; miyelinli aksonlar1, kirmizi ok;
miyelinsiz aksonlari, \; Schwann hiicresinde diizensiz ¢ekirdek simri, *; pignotik ¢ekirdekli Schwann
hiicresi, X; genislemis perivaskiiler bag dokusu alanlari, ok basi; miyelinizasyonu bozulmus aksonu,

yildiz; diizensiz miyelin kilif sinirin1 gostermektedir

65



Sekil 42. Kontrol hasarli grubuna ait elektron mikroskobik bir gériiniim. Ok; miyelinsiz akson gruplari, ok bas;

miyelinizasyonu bozulmus aksonu, yildiz; diizensiz miyelin kilif sinirin1 géstermektedir
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Sekil 43. Kontrol hasarli grubuna ait elektron mikroskobik goriiniimler. A. Kirmizi ok; akson sitoplazmasindaki
mitokondrileri, M; normal gériinlimde miyelinli aksonlari, M(d); dejenere olmus miyelinli aksonlar1

B. m(n); iri gekirdekli ve primer lizozomal igerikli inaktif makrofaj goriilmektedir
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Sekil 44. Kontrol hasarli grubuna ait elektron mikroskobik goriiniimler. A. M; miyelin kilif, N(Hc);
heterekromazi gosteren Schwann hiicre gekirdegi B. M; miyelin kilif ve yogunluklu olarak ince kilifli

miyelinli aksonlar goriilmektedir
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4. 5. 3. Obez Kontrol Grubu (OK)

Obez kontrol grubu deneklerine ait sinir doku Orneklerinin ince ve yari ince
kesitlerinde elektron mikroskobu ve 1sik mikroskobu diizeyinde sinire ait bag doku
yapilanmasi diizgiin ve normal bir goriiniim sergilemekteydi. Genel olarak miyelinli aksonlar
ve miyelin kiliflar diizenli bir gériiniime sahipti. Kontrol grubuna kiyasla daha ¢ok sayida
fakat daha kiiciik ¢apli miyelinli aksonlarin varlig1 goze carpmaktaydi, miyelin kilif kalinlig1
acisindan bakildiginda ise stereolojik bulgulari destekler nitelikte aralarinda anlamli bir fark
olmadigi histolojik olarak da gézlenmekteydi. Miyelinli aksonlar arasinda yerlesik miyelinsiz
akson kiimeleri de belirgin sitoplazmik sinirlar1 ve mitokondri igerikleriyle diizenli
goriinimdeydi. Yine kontrol grubu ile kiyaslandiginda miyelinsiz aksonlarin dagilimi
stereolojik bulgular1 destekler nitelikte aralarinda anlamli bir fark olmadig: histolojik olarak
da gozlenmekteydi. Schwann hiicreleri, aksonlarin etrafinda belirgin fakat diizensiz
sitoplazmik sinirlar1 ve heterokromatik g¢ekirdekleriyle izlendi. Yine endonéryumda yerlesik

damarlanmalar da goze ¢arpmaktaydi (Sekil 45-46-47-48).
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Sekil 45. Obez kontrol grubuna ait 151k mikroskobik goriiniimler. Sinirin digtan epinéryum (Ep) ad1 verilen fibroz
bag dokusuyla sarili oldugu ve miyelinli ve miyelinsiz liflerden olustugu izlenmektedir. Sinir
liflerinin aralarinda kan damarlari ve bag dokusunun varligi da gézlenmektedir B, C. A’da kare igine
alinan alanin yiiksek bilyiitmedeki goriintiisiine bakildiginda genel olarak normal bir siyatik sinir
histolojisi gozlenmektedir. Endondryum igerisinde normal ¢apta ve kalinlikta miyelinli aksonlar ve

siyah ok; diizensiz ¢ap (biiziilmeye ugramis) ve sagliksiz goriintime sahip damar goriilmektedir
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Sekil 46. Obez kontrol grubuna ait elektron mikroskobik goriiniimler. A. M; normal yapidaki miyelinli aksonlar
B. M; ince ve kalin miyelinli akson kiliflar1, ince siyah ok; belirgin sitoplazmik sinirlar1 ve mitokondri
igerikleriyle diizenli goriiniimde yerlesik olan miyelinsiz akson gruplari, N; Schwann hiicre ¢ekirdegi,

Hc; hafif heterokromazi gosteren ¢ekirdek bolgeleri goriilmektedir
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Sekil 47. Obez kontrol grubuna ait elektron mikroskobik goriiniimler. A. M; ince ve kalin miyelinli akson
kiliflari, Ince siyah ok; belirgin sitoplazmik sinirlar1 ve mitokondri igerikleriyle diizenli gériiniimde
yerlesik olan miyelinsiz akson gruplari, N; Schwann hiicre g¢ekirdegi, Hc; hafif heterokromazi
gosteren ¢ekirdek bolgeleri B. Normal ve diizenli yerlesimleri ile miyelinli ve miyelinsiz aksonlar

goriilmektedir
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Sekil 48. Obez kontrol grubuna ait elektron mikroskobik goriiniimler. A. normal yapidaki miyelinli aksonlar B.

Siyah ok: Endondryumda yerlesik diizenli yapida damar yapis1 goriilmektedir.
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4. 5. 4. Obez Hasarh Grup (OH)

Rejenerasyon siirecinin ardindan obez grubundan elde edilen siyatik sinir
orneklerinin 151k ve elektron mikroskobik kesitlerini olusturan aksonlar kontrol grubundakine
kiyasla kiigiik boyutluydu. Bu kiiciik ¢apli aksonlar bazi alanlarda rejenerasyonu gosterir
tarzda genis capli ve saglikli goriinlimlii aksonlarin etrafinda yerlesim gostermekteydi. S6z
konusu kiiciik capli aksonlar arasinda kontrol grubundakine kiyasla daha az sayida genis capl
ve miyelin kilifi dejenere olarak miyelin yi1gin1 haline gelmis aksonlar da bulunmaktaydi.
Endonéryuma bakildiginda kontrol grubundakine kiyasla daha yogun igerikli oldugu ve
icerisinde bulunan mast hiicrelerinin sayica fazla olmasi dikkat ¢ekmekteydi. Schwann
hiicreleri ise koyu boyanmis sitoplazmalar1 ve diizensiz sinirlar1 ve heterokromazi gdsteren

¢ekirdekleri ile hasarli goriiniimdeydi (Sekil 49-50-51).

74



Sekil 49. Obez hasarli grubuna ait 151k mikroskobik goriiniimler. Hasar ve rejenerasyon siirecinin ardindan
kesitlere genel olarak bakildiginda dejenarasyon bulgular1 ile rejenerasyon bulgulart birlikte
goriilmektedir. Verilen hasardan dolay:1 dejenerasyon bulgular1 rejenerasyon bulgularindan sayica
fazla oldugu gozlenmektedir. Siyah yuvarlaklar; miyelin katmanlarmin ayrigmasi, miyelin
dejenarasyonu, kareler; Schwann hiicre proliferasyon alanlari, ok basi; miyelinli akson yogunlugunda
azalmanin yaninda kiigiik ¢apli ve ince miyelin kilifli aksonlar (remiyelinizasyon) ve rejenerasyon
odagi alanlar1 goriilmektedir. Sag st kdsede kare 1’in yakinlastirilmasi ile elde edilen goriintii. Ok

bas1; Schwann hiicre proliferasyonu, ok; kiigiik ¢apli ve ince miyelin kilifa sahip akson goriilmektedir
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Sekil 50. Obez hasarli grubuna ait elektron mikroskobik goriiniimler. A. M; normal yapidaki miyelinli akson,
Ok bag1; miyelin yapist bozulmus akson, Siyah ok; miyelinsiz akson grubu, C; Schwann hiicre
sitoplazmasi, N; Schwann hiicre ¢ekirdegi, Hc; yogun heterokromazi gosteren gekirdek bolgeleri B.
m; miyelinli akson, Elips sekli; yogun igerikli endondryum, Kesik ¢izgili elips; endondryumda

bulunan mast hiicresi goriilmektedir
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Sekil 51. Obez hasarli grubuna ait elektron mikroskobik goriiniimler. A. m; miyelinli akson, N; Schwann hiicre
¢ekirdegi, He; yogun heterokromazi gosteren ¢ekirdek, Kirmizi-beyaz ok; miyelinsiz akson grubu B.
Ok bag1; miyelin yapisi bozulmus akson, N; Schwann hiicre ¢ekirdegi, He; yogun heterokromazi
gosteren ¢ekirdek, kirmizi-beyaz ok; Schwann ¢ekirdegi etrafindaki miyelinsiz akson grubu, Siyah

ok; kiictik capta miyelinli akson goriillmektedir
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4. 5. 5. Kontrol Hasarh Periferik Sinir Grubu (KPS)

Kontrol hasarli periferik sinir enjeksiyonu yapilan gruba ait sinir doku 6rneklerinin
ince ve yar1 ince kesitlerinde elektron mikroskobu ve 151k mikroskobu diizeyinde sinire ait bag
doku yapilanmasi, verilen hasar1 tolere edecek diizeyde normale yakin goriiniimde gbzlendi.
KH gruba kiyasla bakildiginda, genel olarak miyelinli aksonlar ve miyelin kiliflar tedaviyi
destekler nitelikte normale yakin, diizgiin bir goriinlime sahipti. Kontrol grubuna kiyasla daha
fazla miyelinli akson yogunlugu, daha kiiciik capta miyelinli aksonlar ve daha kalin miyelin
kilif varlig1 géze carpmaktaydi. Bunun yaninda kimi genis ¢apli aksonlar, i¢lerindeki miyelin
yiginlarindan otiirii dejenere miyelin kilif yapist gostermekteydi. Miyelinli aksonlarin
arasinda miyelinsiz aksonlar da bulunmaktayd: fakat hasar olusturulmayan ve olusturulan
gruplara kiyasla daha seyrek yerlesimli ve daha az kiimelenmis durumlar1 géze carpmaktaydi.
Hasar olusturulan grupta bulgulanan endonéryumdaki genislemis perivaskiiler bag dokusu
alanlar1 bu grupta yoktu ve neredeyse normale yakin genel bir goriintiiniin varlig1 dikkat
cekiciydi. Schwann hiicrelerinin, aksonlarin etrafinda belirgin sitoplazmik simirlart ve
okromatik cekirdekleriyle saglikli goriiniimde olduklari izlendi. Ayrica yer yer sinir doku
icerisindeki bag dokuda yerlesik diizenli damar yapilanmalar1 da géze ¢arpmaktaydi (Sekil
52-53-54-55-56).
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Sekil 52. Kontrol hasarli periferik sinir enjekte edilen gruba ait 151k mikroskobik goriiniimler. Sinirin distan

epinéryum (Ep) adi verilen fibroz bag dokusuyla sarili oldugu ve miyelinli ve miyelinsiz liflerden

olustugu izlenmektedir. Sinir liflerinin aralarinda kan damarlari ve bag dokusunun varligi da
gozlenmektedir
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Sekil 53. Kontrol hasarli periferik sinir enjekte edilen gruba ait 151k mikroskobik goriiniimler. Sekil 52°de kare
icine alinan alanin yiiksek biiylitmedeki goriintiisiine bakildiginda genel olarak normale yakin,
tedaviye yanit veren yapida bir siyatik sinir histolojisi gézlenmektedir. Siyah ok: saglikli goriiniime
sahip damar, yildiz; miyelinli ve miyelinsiz aksonlar arasini dolduran saglikli bag dokusu
(endondryum), endondryum igerisinde ¢ok sayida kii¢iik ¢apli ve Schwann hiicresine sahip

remiyelinize olan miyelinli aksonlar dikkat ¢gekmektedir
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Sekil 54. Kontrol hasarli periferik sinir enjekte edilen gruba ait elektron mikroskobik gériiniimler. Rejenerasyon
sirecinin ardindan kesitlere genel olarak bakildiginda dejenarasyon bulgulart ¢ok az sayida ve
rejenerasyon bulgularinin ise oldukg¢a fazla oldugu gozlenmektedir A. M; normal yapidaki miyelinli
akson, N; Schwann hiicre ¢ekirdegi, 6¢; dkromatik ¢ekirdek, Ok; miyelin yapist bozulmus akson, DA;
dev aksonal ndropati, genel olarak akson ¢apina gore ince miyelin kilifina sahip lif B. m; miyelinli

akson, N; diizenli sinira sahip damardaki endotel ¢ekirdegi, end; damar endotel hiicresi goriilmektedir
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Sekil 55. Kontrol hasarli periferik sinir enjekte edilen gruba ait elektron mikroskobik goriintimler. A. M; normal
cap ve kalinliktaki miyelinli akson, Kirmizi ok; yeni miyelinlesme gostermis, ince kilifa sahip degisik
caplardaki aksonlar, dm; fokal olarak kendi tizerine katlanmig ve dejenere olmus miyelinli aksonlar

B. Normal ¢apa ve miyelin kilif kalinligina sahip saglikli aksonlarin genel goriintiisii goriilmektedir
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Sekil 56. Kontrol hasarli periferik sinir enjekte edilen gruba ait elektron mikroskobik gériiniimler. A. Kirmizi
ok; fokal olarak kendi iizerine katlanmis ve dejenere olmus miyelinli aksonlar, M; normal yapidaki
miyelinli akson, N; Schwann hiicre gekirdegi, Oc; okromatik gekirdek B. siyah ok; biiyiik ¢apli
aksonlarin yaninda kiigiik ¢capa sahip ama normal kilif kalinligina sahip saglikli aksonlar, N; Schwann
hiicre cekirdegi, Oc; dkromatik ¢ekirdek, M; schwann hiicresi etrafinda yeni miyelinlesme gosteren

heniiz kii¢iik ¢ap ve ince miyelin kilifa sahip akson
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4. 5. 6. Kontrol Hasarh Yag Grubu (KY)

Kontrol hasarli yag enjeksiyonu yapilan gruba ait sinir doku drneklerinin ince ve yar1
ince kesitlerinde elektron mikroskobu ve 151k mikroskobu diizeyinde sinire ait bag doku
yapilanmasi, verilen hasari tolere edecek ve tedaviye yanit vermis diizeyde normale yakin
gorliniimde gozlendi. Kontrol hasarli grubuna kiyasla bakildiginda, genel olarak miyelinli
aksonlar ve miyelin kiliflar tedaviyi destekler nitelikte normale yakin, diizgiin bir goriiniime
sahipti. KPS grubuna kiyasla ise daha fazla miyelinli ve miyelinsiz akson yogunlugu, daha
kiiclik capta miyelinli aksonlar ve daha ince miyelin kilif varlig1 goze ¢arpmaktaydi. Bunun
yaninda kimi aksonlar, i¢lerindeki miyelin yiginlarindan 6tiirii dejenere miyelin kilif yapisi
gostermekteydi. Ayrica ortamda, oval ya da yuvarlak nispeten 6kromatik bir ¢ekirdege sahip,
sitoplazmalarinda elektron dens bir¢ok salgi graniiliiniin bulundugu mast hiicreleri de yer
almaktaydi. Ozellikle dejenere alanlarda, mast hiicrelerinin Schwann hiicreleri ve sinir
liflerine komsu yerlesimi ilgi ¢ekici bulundu (Sekil 60). Miyelinli aksonlarin arasinda
miyelinsiz aksonlar da bulunmaktaydi fakat hasar olusturulan gruba kiyasla daha sik
yerlesimli ve daha fazla kiimelenmis durumlar1 goze ¢arpmaktaydi. Hasar olusturulan grupta
bulunan endonéryumdaki genislemis perivaskiiler bag dokusu alanlari bu grupta yoktu ve
neredeyse normale yakin genel bir goriintiiniin varlig1 dikkat ¢ekiciydi. Schwann hiicrelerinin,
aksonlarin etrafinda belirgin sitoplazmik sinirlar1 ve Okromatik cekirdekleriyle saglikli
gorlinimde olduklart izlendi. Ayrica yer yer sinir doku igerisindeki bag dokuda yerlesik
diizenli damar yapilanmalar1 da goze carpmaktaydi. Miyelinsiz aksonlarda ise Schwann
hiicresinin birden fazla aksonu ayni zamanda sarmis oldugu goriilda (Sekil 57-58-59-60-61-
62-63-64-65-66).
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Sekil 57. Kontrol hasarli yag enjekte edilen gruba ait 151k mikroskobik goriiniimler. A. Sinirin distan epindryum
(Ep) adi verilen fibroz bag dokusuyla sarili oldugu ve miyelinli ve miyelinsiz liflerden olustugu

izlenmektedir. Sinir liflerinin aralarinda kan damarlar1 ve bag dokusunun varligi da gézlenmektedir
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Sekil 58. Sekil 57°de kare igine alinan alanin yiiksek biiylitmedeki goriintiisiine bakildiginda genel olarak
normale yakin, tedaviye yanit veren yapida bir siyatik sinir histolojisi gdzlenmektedir. Ep; saglikli
goriiniime sahip, fibroblasttan ve damardan zengin epindryum bag dokusu, Ok basi: saglikli gériiniime
sahip damar, yildiz; miyelinli ve miyelinsiz aksonlar arasini dolduran saglikli bag dokusu
(endonéryum), endondryum igerisinde ¢ok sayida kiigiikk ¢apli ve Schwann hiicresine sahip
remiyelinize olan miyelinli aksonlar dikkat ¢cekmektedir, Oklar; remiyelinize olan ¢ok sayida aksonun

etrafinda bulunan dejenere olmus miyelinli aksonlar goriilmektedir
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Sekil 59. Kontrol hasarli yag enjekte edilen gruba ait 151k mikroskobik goriiniimler. A. Ok; endondéryum ve
epindryum sinir1 i¢indeki fibroblastlar, Kirmizi yuvarlak; Schwann hiicresi ile birlikte bulunan ¢ok
sayida miyelinli aksondan birisi, Ok basi; dejenere olmus miyelinli aksonlar B. Yuvarlak; Schwann
hiicresi ile birlikte bulunan miyelinli akson, N; belirgin sitoplazmik sinira, 6kromatik ¢ekirdege ve

belirgin ¢ekirdekgige sahip Schwann ¢ekirdegi goriilmektedir
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Sekil 60. Kontrol hasarli yag enjekte edilen gruba ait 151k mikroskobik goriiniimler. Miyelinli aksonlarin kismen
yok oldugu, tiim alana Schwann hiicre proliferasyonuna bagli olarak sogan zar1 gériiniimiiniin hakim

oldugu izlenmekte, Yuvarlak; mast hiicresi, Oklar; rejenerasyon odaklari gosterilmektedir
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Sekil 61. Kontrol hasarli yag enjekte edilen gruba ait elektron mikroskobik goriiniimler. A. M; normal yapidaki
miyelinli akson, Beyaz ok; yeni miyelinlesmeye sahip olan akson grubu, N; Schwann hiicre ¢ekirdegi,
Oc; Okromazi gosteren cekirdek bolgeleri B. Kirmizi ok; Schwann hiicresi etrafinda yeni
miyelinlesmeye sahip olan akson grubu, N; Schwann hiicre ¢ekirdegi, Ok basi; Schwann hiicre

sitoplazmasindaki mitokondriler goriilmektedir
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Sekil 62. Kontrol hasarli yag enjekte edilen gruba ait elektron mikroskobik goriintimler. A, B. Siyah ok; Schwann

hiicresi etrafinda yeni miyelinlesmeye sahip olan akson grubu, N; Schwann hiicre cekirdegi, Oc;

Okromazi gosteren cekirdek bolgeleri goriilmektedir
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Sekil 63. Kontrol hasarli yag enjekte edilen gruba ait elektron mikroskobik goriiniimler. A. Kirmiz1 ok; yeni
miyelinlesmeye sahip olan akson grubu, Mavi ok basi; Schwann hiicre sitoplazmasindaki

mitokondriler B. Kirmizi-beyaz ok; Schwann hiicre sitoplazmasindaki mitokondriler, M; normal
yapidaki miyelinli akson, Lp; lipid damlaciklar1 gériilmektedir
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Sekil 64. Kontrol hasarli yag enjekte edilen gruba ait elektron mikroskobik goriiniimler. M; normal yapidaki
miyelinli aksonlar, Elips sekli; rejenerasyonu destekleyen ¢ok sayida miyelinsiz akson grubu

gorillmektedir
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Sekil 65. Kontrol hasarli yag enjekte edilen gruba ait elektron mikroskobik goriiniimler. M; normal yapidaki
miyelinli aksonlar, Elips sekli; rejenerasyonu destekleyen ¢ok sayida miyelinsiz akson grubu

gorillmektedir
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Sekil 66. Kontrol hasarli yag enjekte edilen gruba ait elektron mikroskobik goriiniimler. M; normal yapidaki
miyelinli aksonlar, Elips sekli; rejenerasyonu destekleyen c¢ok sayida miyelinsiz akson grubu

goriilmektedir
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4.5.7. Obez Hasarh Periferik Sinir Grubu (OPS)

Obez hasarli periferik sinir enjeksiyonu yapilan gruba ait sinir doku 6rneklerinin ince
ve yar1 ince kesitlerinde elektron mikroskobu ve 151k mikroskobu diizeyinde sinire ait bag
doku yapilanmasi, verilen hasari tolere edecek diizeyde normale yakin goriiniimde gozlendi.
OH gruba kiyasla bakildiginda, genel olarak miyelinli aksonlar ve miyelin kiliflar tedaviyi
destekler nitelikte normale yakin, diizgiin bir goriiniime sahipti. Obez kontrol grubu ile
kiyaslandiginda hemen hemen ayni miyelinli akson yogunluguna sahip oldugu fakat verilen
hasardan dolay1 daha kiiciik ¢apta miyelinli aksonlar ve daha az kalinlikta miyelin kilif varlig
gbze carpmaktaydi. Miyelinli aksonlarin arasinda miyelinsiz aksonlar da bulunmaktaydi fakat
hasar olusturulmayan gruba goére daha seyrek yerlesimli, hasar olusturulan gruba kiyasla ise
daha sik yerlesimli ve daha ¢ok kiimelenmis durumlar1 géze ¢carpmaktaydi. Hasar olusturulan
grupta bulgulanan endonéryumdaki genislemis perivaskiiler bag dokusu alanlar1 bu grupta
yoktu ve neredeyse normale yakin genel bir gériintiiniin varhig: dikkat ¢ekiciydi. Schwann
hiicrelerinin, aksonlarin etrafinda belirgin sitoplazmik siirlar1 ve 6kromatik c¢ekirdekleriyle
saglikli goriinimde olduklar1 izlendi. Sinir liflerinin aralarinda dejenere miyelin kilif
yapilarini fagosite etmis halde izlenen ¢ok sayida makrofajin varlig: kaydedildi (Sekil 68-B).
Makrofajlarin sitoplazmalarinda ¢ok sayida fagozom bulunmaktaydi. Ayrica yer yer sinir
doku igerisindeki bag dokuda yerlesik diizenli damar yapilanmalar1 da goze ¢arpmaktaydi
(Sekil 67-68-69-70).
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Sekil 67. Obez hasarli periferik sinir enjekte edilen gruba ait 151k mikroskobik goriiniimler. A. Sinirin digtan
oldukga diizgiin bir epindryum (Ep) ile sarili oldugu ve miyelinli ve miyelinsiz liflerden olustugu
izlenmektedir. Sinir liflerinin aralarinda kan damarlari ve bag dokusunun varligi da gézlenmektedir
B. A’da kare i¢ine alian alanin yiiksek biilyiitmedeki goriintiisiine bakildiginda genel olarak oldukga

diizgiin, neredeyse normale yakin yapida bir siyatik sinir histolojisi gozlenmektedir. Siyah Oklar;
saglikli goriiniime sahip damarlar1 gostermektedir
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Sekil 68. Obez hasarli periferik sinir enjekte edilen gruba ait 151k mikroskobik goriiniimler. A. Miyelinli sinir
liflerinin 6nemli bir kisminda miyelin kilifin akson (a) igerisine dogru invajine oldugu (ikili ok) ve
miyelin kilif lamellerinin yer yer birbirinden ayrildigi (ok baglar) dikkati ¢ekmektedir, yildiz;
miyelinli ve miyelinsiz aksonlar arasini dolduran saglikli bag dokusu (endondryum), art1; endondryum
icerisinde ¢ok sayida kiigiik ¢apli remiyelinize olan miyelinli aksonlar dikkat ¢ekmektedir B.
Yuvarlak; Sinir liflerinin aralarinda hiperkromatik ¢ekirdege sahip sitoplazmalarinda genis vakuoller

ve fagozomlar igeren makrofaj hiicresi goriilmektedir
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Sekil 69. Obez hasarl periferik sinir enjekte edilen gruba ait elektron mikroskobik goriiniimler. A, B. M; normal

yapidaki miyelinli aksonlar, N; Schwann hiicre ¢ekirdegi, Oc; Okromazi gosteren cekirdek bolgeleri

goriilmektedir
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Sekil 70. Obez hasarli periferik sinir enjekte edilen gruba ait elektron mikroskobik gériiniimler. A, B. M;
Schwann hiicre ¢ekirdegine sahip normal miyelinli akson yapisi, N; Schwann hiicre ¢ekirdegi, Oc;

Okromazi gosteren cekirdek bolgesi, Siyah ok; rejenerasyonu destekleyen cok sayida miyelinsiz

akson grubu gértilmektedir
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4. 5. 8. Obez Hasarh Yag Grubu (OY)

Obez hasarli yag enjeksiyonu yapilan gruba ait sinir doku drneklerinin ince ve yari
ince kesitlerinde elektron mikroskobu ve 151k mikroskobu diizeyinde sinire ait bag doku
yapilanmasi, tedaviye yanit vermis diizeyde normale yakin gériinlimde gozlendi. Genel olarak
bakildiginda stereolojik bulgular1 destekler bi¢imde histolojik bulgular gézlenmekteydi. Obez
hasarli grubu ile karsilastirildiginda, tedavinin basarili oldugunu gosteren bicimde OH
grubunun mikroskop goriintiilerinden daha saglikli bir goriiniim gozlenmekteydi. KY grubu
mu daha bagaril1 OY grubu mu daha basarili diye bakildiginda ise; OY grubu ortalama miyelin
kilif kalinligi ve miyelinsiz akson sayisi bakimindan hasar1 daha iyi tedavi ettigi
goriilmekteydi. Bunun yaninda ¢ok az sayida da olsa kimi aksonlar, i¢lerindeki miyelin
yigmlarindan otiirii dejenere miyelin kilif yapis1 gostermekteydi. Dejenarasyonun belirgin
oldugu alanlarda, fibroblast sitoplazmalarinda bol miktarda ribozom yaninda, cesitli
biiyiikliiklerde lipid damlaciklariin birikimi de ilgi ¢ekici bulundu. Sinir liflerinin aralarinda
dejenere miyelin kilif yapilarini fagosite etmis halde izlenen makrofajlarin varlig1 kaydedildi.
Makrofajlarin sitoplazmalarinda ¢ok sayida fagozom bulunmaktaydi. Dejenarasyonun
belirgin  oldugualanlarda, fibroblast sitoplazmalarinda ¢esitli biyiikliiklerde lipid
damlaciklarinin birikimi de ilgi ¢ekici bulundu (Sekil 73-A,B; Sekil 74-A; Sekil 76-A,B).
Ozellikle dejenere alanlarda, mast hiicrelerinin Schwann hiicreleri ve sinir liflerine komsu
yerlesimi ilgi ¢ekici bulundu (Sekil 72-A,B). Bunun disinda, sinir liflerinin aralarinda aktif
fibroblastlarin yaninda, farkli yonlerde diizenlenmis, kollajen liflerden zengin fibréz bag
dokusunun artis1 da izlendi ( Sekil 74-B; Sekil 76-B). Miyelinli aksonlarin arasinda miyelinsiz
aksonlar da bulunmaktaydi fakat hasar olusturulan gruba kiyasla daha sik yerlesimli ve daha
fazla kiimelenmis durumlarn goze carpmaktaydi. Hasar olusturulan grupta bulgulanan
endondryumdaki genislemis perivaskiiler bag dokusu alanlar1 bu grupta yoktu ve neredeyse
normale yakin genel bir goriintiiniin varlig1 dikkat ¢ekiciydi. Schwann hiicrelerinin, aksonlarin
etrafinda belirgin sitoplazmik simirlar1 ve Okromatik cekirdekleriyle saglikli goriiniimde
olduklar1 izlendi. Ayrica yer yer sinir doku icerisindeki bag dokuda yerlesik diizenli damar
yapilanmalar1 da géze ¢arpmaktaydi. Miyelinsiz aksonlarda ise Schwann hiicresinin birden

fazla aksonu ayni zamanda sarmis oldugu goriildii (Sekil 71-72-73-74-75-76).
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Sekil 71. Obez hasarli yag enjekte edilen gruba ait 151k mikroskobik goriiniimler. A. Sinirin diizgiin bir
epindryum (Ep) dokusuyla sarili oldugu goriilmektedir B. Yuvarlaklar; Schwann hiicresi ile birlikte

bulunan ¢ok sayida miyelinli aksonlar ve bir rejenerasyon bulgusu olarak olusturduklar1 sogan zar1

goriiniimii goriilmektedir
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Sekil 72. Obez hasarli yag enjekte edilen gruba ait 151k mikroskobik goriiniimler. A. Yuvarlak; mast hiicresi,
Siyah ok; saglikli goriiniime sahip damar B. Ok basi; ¢apini ve miyelin kilif kalinligini arttirmakta
olan miyelinli akson (M), N; belirgin sitoplazmik smira ve 6kromatik ¢ekirdege sahip Schwann
cekirdegi, m;sinir liflerinin aralarinda dejenere miyelin kilif yapilarini fagosite etmis halde izlenen

makrofaj ve sitoplazmasindaki ¢ok sayida fagozom (f) goriilmektedir

102



Sekil 73. Obez hasarli yag enjekte edilen gruba ait elektron mikroskobik goriiniimler. Rejenerasyon Siirecinin
ardindan kesitlere genel olarak bakildiginda dejenarasyon bulgular ¢ok az sayida ve rejenerasyon
bulgularinin ise oldukca fazla oldugu gozlenmektedir. A, B. M; normal yapidaki miyelinli akson, N;
Schwann hiicre cekirdegi, Oc; 6kromatik ¢ekirdek, Mavi ok; miyelinli akson sitoplazmasindaki

mitokondriler, Kirmizi ok; miyelinsiz aksonlar, Lp; lipid damlaciklar1 goriilmektedir
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Sekil 74. Obez hasarli yag enjekte edilen gruba ait elektron mikroskobik goriiniimler. A, B. M; normal yapidaki
miyelinli akson, N; Schwann hiicre ¢ekirdegi, Oc; dkromatik cekirdek, Siyah ok; miyelinsiz aksonlar,

Lp; lipid damlaciklari, Fb; fibroblast goriillmektedir
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Sekil 75. Obez hasarli yag enjekte edilen gruba ait elektron mikroskobik goriiniimler. Rejenerasyon Siirecinin
ardindan kesitlere genel olarak bakildiginda dejenarasyon bulgular1 ¢ok az sayida ve rejenerasyon
bulgulariin ise oldukga fazla oldugu gézlenmektedir. A, B. M; normal yapidaki miyelinli akson, N;
Schwann hiicre ¢ekirdegi, Oc; okromatik cekirdek, Kirmizi ok; miyelinsiz aksonlar, Lp; lipid

damlaciklar1 gériilmektedir
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Sekil 76. Obez hasarli yag enjekte edilen gruba ait elektron mikroskobik goriiniimler. Rejenerasyon Siirecinin
ardindan kesitlere genel olarak bakildiginda dejenarasyon bulgulari ¢ok az sayida ve rejenerasyon
bulgularinin ise oldukca fazla oldugu gozlenmektedir. A, B. M; normal yapidaki miyelinli akson, N;
Schwann hiicre ¢ekirdegi, Oc; okromatik g¢ekirdek, Lp; lipid damlaciklari, Kol; endondryum

icerisindeki kollojen lifler, M; makrofaj sitoplazmas1 goriilmektedir
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5. TARTISMA

Obezite; sosyal, kiiltiirel, genetik, metabolik, fizyolojik, davranigsal ve psikolojik

bilesenleri olan karmasik, kronik bir hastaliktir. Birkac yiizyil dnce obezite, " giizellik "
sembolii olarak kabul edilirken, artik giinlimiizde hem estetik agidan kabul gormemekte, hem
de saglig1 tehdit eden 6nemli bir problem olarak kabul edilmektedir (Heysmfield ve ark.,
1989). Son yirmi yildan bu yana biiyiik bir artis hiz1 gostererek kiiresel 6l¢ekte milyonlarca
insani etkileyen pandemik bir hastalik halini almistir. Sismanlik, viicutta lokalize veya yaygin
bir sekilde asir1 yag bulunmasi olarak tanimlanmakta ve pekcok hastalikla
iliskilendirilmektedir (Mahan ve Escott-Stump, 1996; Bagchi ve Preuss, 2007). Obezitenin
saglik agisindan nemi kuskusuzdur. Olumsuz etkileri ilk olarak Hipokrat, Galen ve Ibni Sina
tarafindan bildirilmis olup obezitenin kanser, tip 2 diyabet, safra kesesi hastaliklari, yiiksek
kolesterol, ateroskleroz, kalp hastaligi, hipertansiyon, felg, depresyon, bobrek taslari, uyku
apne sendromu ve bobrek yetmezligi gibi bircok kronik hastalikla iligkili olabilecegi
belirtilmistir (Abdel-Halim, 2005; Logue ve ark., 2011; Buschemeyer ve Freedland, 2007,
Zimmerman ve ark., 2011; Kutlutiirk ve ark., 2011; Gupta ve ark., 2010). Iskelet kaslar1 ve
yag dokusu gibi bazi viicut bolgelerinin diisiikk sempatik aktivitesinin kilo alim1 ve obezite
gelisimi icin bir risk faktorii olabilecegi ileri siiriilse de obezitenin sinir sistemi {izerine olan

etkileri ile ilgili yeterli sayida litaratiir caligmasi yoktur (Davy ve Orr, 2009).

Obezitenin giderek artig gdsterdigi ve hayati 6nem tasiyan bir¢ok saglik sorununa
yol agtig1 yapilan ¢alismalarda agikga goriilmektedir (Tubitak, 2007; Annagiir, 2010). Tiim
diinyay1 ciddi derecede tehdit eden bu durumun organlar, sistemler ve metabolizma iizerine
ne gibi etkilerinin oldugunu bilmek gerekir. Obezitenin sinir sistemine etkileri hakkinda
litaratiirde pek fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Dolayisiyla PSS iizerine ne gibi etkileri
oldugu da heniiz aydinlanmamistir (Bekar, 2011).

Periferik sinir rejenerasyonu ile ilgili calismalarda, sican sik¢a kullanilan bir
hayvandir. Kolay elde edilebilirligi, ucuz olmasi ve sinir trunkuslarinin insanlardakine
benzerligi, bu hayvanlarin tercih edilme sebepleri arasinda sayilabilir. Ozellikle sigan siyatik
siniri, uzun seyri, orta uyluk bolgesinde kolay disseksiyona izin vermesi ve maniplasyon i¢in
uygun bir alana sahip olmas1 dnemli bir se¢im sebebidir (Martins ve ark., 2006). Insanlarda
siyatik sinir yaralanmalar1 nadir olmasina karsin, deneysel modellerde bu sinirin tercih

edilmesindeki bir diger neden de, unifasikiiler karigik tip bir sinir olmasi1 ve farkli boyut ve
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tiplerde aksonlar1 icermesi nedeniyle kapsamli bir arastirma olanagi saglamasidir. Boylelikle
hem duyu, hem de motor fonksiyonlar ayni anda degerlendirilebilir (Luis ve ark., 2007;
Varejao ve ark., 2004; Martins ve ark., 2006).

Periferik sinir arastirmalarinda siklikla aksonotmezis hasar modeli i¢in, si¢an siyatik
siniri ezilme tarzi yaralanma modeli kullanilir (Ozbayoglu, 2008). Ezilme tarzi sinir
yaralanma modeli, periferik sinir rejenerasyonunun hiicresel ve molekiiler mekanizmalarini
ve rejenerasyon siireci lizerine farkli faktorlerin etkilerini incelemek i¢in olduk¢a uygun bir
modeldir (Ozbayoglu, 2008). Deneysel olarak periferik sinirlerde ezilme tarzi yaralanmasi
olusturmak i¢in tanimlanmis pek c¢ok teknik vardir. Bu tip deneysel ¢aligmalardaki temel
sorun hasar miktarinin standardize edilememesidir. Sabit bir basing uygulanmis olsa bile, bazi
sinir lifleri etkilenmeden devamliliklarini koruyabilecekleri i¢in, 6zellikle elektrofizyolojik
Ol¢iimlerde yanilmalara neden olabilir. Bu problemi en aza indirmek i¢in 58 Newtonluk
basing uygulayan portegii 6zel olarak hazirlatilarak kullanild1 (Ozbayoglu, 2008).

Cesitli caligsmalarda saptanan farkli fonksiyonel rejenerasyon zamanlari, muhtemelen
farkli basinglarin sinir {izerinde olusturduklar1 farkli ezilme hasar1 derecelerine baglidir
(Dijkstra ve ark., 2000; Varejao ve ark., 2004; Gasull ve ark., 2005; Hadlock ve ark., 2005;
Luis ve ark., 2007). Bu ¢alismada kullanilan 6zel hazirlanan portekii yardimi ile siyatik
sinirlerin hemen hepsinde, benzer sekilde ve benzer derecede sinir hasari olusturulmaya
caligildi. Tiim deneklerde portagii ile yapilan ezilme hasari sonrasinda tam fonksiyonel ve
duyu kaybi gozlendi. Ayrica histopatolojik olarak da ezilen sinirlerin biitiinliigliniin ve
icerdigi bilesenlerin (akson, bag dokusu kiliflar ve hiicreler) kontrol grubundaki gibi saglikli
gorliniimiinde olmadig tespit edildi. Sinir hasar1 sonras1 PSS iyilesmesi MSS onarimindan
daha kolay olarak degerlendirilse de sinir rejenerasyonundaki mekanizmalar hala tam olarak
anlasilabilmis degildir. Cesitli molekiillerin bu mekanizmalarda 6nemli roller oynadiklar
gosterilmis olmasina ragmen ozellikle birbirleriyle olan etkilesimlerinin nasil oldugu agik
degildir (Allodi ve ark., 2012).

Bir periferik sinirin herhangi bir nedenle biitiinliigliniin bozulmas: durumunda
organizma bunu tamir etmek igin gerekli dogal mekanizmalara sahiptir. Yine de rejenerasyon
denilen bu siirecin basarilabilmesi i¢in bazi sartlar gerekmektedir. PSS’ de ndropraksinin
Otesine gecen tiim yaralanmalarda sinirin distalinde Wallerian dejenarasyon gelismekte ve ne
kadar uzun bir sinir oldugundan bagimsiz olarak proksimal kisim ile birlikte distal kismin

rejenere olmasi gerekmektedir. Burada sinir rejenerasyonunun en 6nemli asamasi olan
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proksimal ve distal kisimlar arasinda fiziksel olarak uygun bir baglantinin olugmasi bu tip
sinir biitiinligiiniin bozuldugu durumlarda ¢ok 6nemlidir (Horn ve Crumley, 1984).
Rejenerasyonun degerlendirilmesinde fonksiyonel ve morfolojik yaklasimlarin
kullanildig1 ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (Luis ve ark., 2007; Tos ve ark., 2008; Piskin ve
ark., 2009; Kaplan ve ark., 2010; Gértner ve ark., 2012). Ancak pence kavrama testi,
elektrofizyolojik testler, yiirliylis yolu analizleri ve histomorfometrik degerlendirmelerin
higbiri tek basina sinirin biitlinciil fonksiyonuyla ilgili yeterli bilgi sunmamaktadir. Ciinkii bu
degerlendirme parametrelerinin her biri rejenerasyonun farkli bir asamasi hakkinda bilgi

sahibi olmamizi saglamakta ve bu ylizden aralarinda ¢cogunlukla bir korelasyon olmamaktadir.

Miyelinli ve miyelinsiz akson sayist sinirin biitlinclil fonksiyonunu belirlemede
yetersizdir. Kesit alaninda var olan ancak hedef organa ulasamamis aksonlarin olabilecegi ve
bunun da fonksiyonel degerlendirmeleri etkileyebilecegi unutulmamalidir (Kanaya ve ark.,
1996). Yine akson alani ve miyelin kilif kalinlig1 da sinirin fonksiyonel iyilesmesinden ¢ok
olgunluguyla ilgili bilgi vermektedir. Ciinkii aksonlar hedef organlara ulagmadan da
miyelinizasyon gerceklesebilmektedir (Kanaya ve ark., 1996; Varejao ve ark., 2004). Yine
elektrofizyolojik testler rejenere olan alani gegen en hizli ve en gok miyelinize olmus aksonlar
hakkinda bilgi veren bir yaklasim olup sinirin biitiinciil fonksiyonunu 6lgmez (Kanaya ve ark.,
1996). Olas1 rejenerasyonu tiim yonleri ile ortaya koyacak tek ve etkili bir yontem heniiz
tanimlanmamistir. Bu nedenle bu calismada; rejenerasyonun olup olmadigini saptamak ve
olast rejenerasyonun derecesinin ne oldugunu bulmak igin elektrofizyolojik, histolojik ve

stereolojik degerlendirme yontemleri bir arada kullanilmistir.

llgili parametreler agisindan, yetiskin mezenkimal kék hiicrelerin periferik sinir
rejenerasyonuna etkisi ve obezitenin bu rejenerasyon modelindeki yeri ile ilgili bulgular

giincel litaratiir 15181nda asagidaki sekilde agiklanabilir:

Aksonal rejenerasyon, doku onarimindansa hiicre onarmminin 6ncelikli oldugu
biyolojik bir olaydir. Rejenerasyon esnasinda temel amag hiicre sayisinin artmasi degil, her
bir hiicrenin baslangigtaki yani saglikli morfolojilerine geri doniisiimiiniin saglanabilmesidir.
Bu doniisiimiin saglanabilmesi i¢in gerekli olaylar endotelyal hiicrelerin, fibroblastlarin ve
Schwann hiicrelerinin ¢ogalmasi gibi lokal yara iyilesme bdlgelerinde meydana gelen

degisikliklerden ibarettir (Lundborg, 2004).
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Yapilan caligmalarda, ezilme tarzi yaralanmalardaki aksonal rejenerasyon hizinin
kopma tarz1 yaralanmalardan daha hizli oldugu goriilmiistiir (Hadlock ve ark., 2005; Brushart,
2011; Onger, 2013). Ezilme tarz1 yaralanmada akson filizlerinin sayis1 kopma tarzi
yaralanmalardakinden daha azdir (Brushart, 2011). Yaralanma modeli ve obezite durumu ne
olursa olsun, periferik sinir yaralanmalari sonrasinda, sinirdeki miyelinli ve miyelinsiz akson
sayilarinda verilen hasardan dolayr olagan olan bir azalma saptanmistir (Onger, 2013).
Sunulan bu c¢alismada da siyatik sinir Ornekleri lizerinde yapilan stereolojik
degerlendirmelerde ortalama akson sayilari belirlendi. Gruplardan elde edilen veriler
istatistiksel acidan birbirleriyle kiyaslandiginda, hem K ile KH gruplari arasinda hem de OK
ile OH gruplari arasinda ileri derecede anlamli fark bulundu (p<0,01). Calisma gruplarimizdan
KH ve OH gruplarinda K ve OK gruplarina kiyasla miyelinli akson sayilari bakimindan tespit

edilen azalma mevcut litaratiir ile uyumludur (Onger, 2013).

Yine sunulan bu ¢alismada Bekar (2011) ve Onger (2013)’in ¢alismalarinda oldugu
gibi hasarlanan kontrol ve obez gruplarin rejenerasyon siirecine cevabinin farkli oldugu
goriilmektedir. Bekar’in ¢alismasinda yagli diyet ile olusturulan obezitenin siyatik sinir
tizerinde rejenerasyon sonucu akson sayisina olumsuz etkileri oldugu saptanmistir. Miyelinli
akson sayisinin, kontrol hasarli grubuna goére obez hasarli grubunda azaldigi ve farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu vurgulanmistir (p<0,05) (Bekar, 2011). Bekar’in ¢alisma
sonuglarindan farkli olarak bagka bir ¢alismada obezitenin hasar Oncesi ve sonrasinda
miyelinli akson sayisina olumlu etkileri oldugu saptanmustir (Onger, 2013). Onger’in
caligmasinda obez grubun (obez ve obez hasarli), kontrol (kontrol ve kontrol hasarli) grubuna
kiyasla rejenerasyonda miyelinli akson sayisini daha da artirdigi belirlenmistir (p<0,05).
Sunulan bu ¢alisma sonuglarinda da Onger’in ¢alismasinda oldugu gibi, K/OK ve KH/OH
gruplar1 arasinda miyelinli akson sayilari bakimindan elde edilen artan yonde ileri derecede
anlamli istatistiksel fark (p<0,01), obeziteye bagl viicutta artan yag doku kitlesinin sahip
oldugu yiiksek kok hiicre potansiyelinden otiirii rejenerasyona olumlu katki sagladig ile

aciklanabilir (Onger, 2013).

Yine aksonal rejenerasyonda oOnemli rol oynayan fibroblastlarin biiyiik
cogunlugunun epindral orijinli oldugu bilinmektedir. Endondral fibroblastlarin ¢ogalma
hizinin rejenerasyonun baslamasindan kisa bir siire sonra azalmaya baslamasina ragmen,

epindral fibroblastlarin ¢ogalma hizi hasardan sonraki 6. haftada bile yiiksek oranda devam
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etmektedir. Artan bag doku elemanlarinin sayist da aksonal biiylimeyi arttiran etkenlerden
biridir (Lundborg, 2004). Calismamizdaki obezite gruplarinda 6zellikle epindryum etrafinda
yogun olarak artan yag doku kitlesi epindral bag doku elemanlarinin sayisal degerlerinde ad1
gecen sekilde etki yapmis olabilir. Bu durum ise kontrol grubuna gore obez grupta daha ileri

diizeyde bir aksonal rejenerasyonu agiklayabilir.

Rejenerasyon siirecinde miyelinli bir sinirden filizlenen akson, kendisini ¢evreleyen
distal segmentteki Schwann hiicresini miyelin kilif olusturmasi yoniinde tetiklerken,
miyelinsiz aksonlar baglangigta miyelinli olan bir distal sinir lifine dogru rejenere olsalar bile
miyelinsiz olarak kalmaktadirlar (Lundborg, 2004). Bir ¢alismada, hasar olusumu sonrasi gok
sayida miyelinsiz aksonun dejenere olmasi, bir kisminin distal kisma ulagsamamasi ve
ulaganlarin da bahsedildigi sekilde miyelinsiz olarak kalmasi miyelinsiz akson sayisini
rejenerasyon dncesi duruma gore oldukga azalttig1 ileri siiriilmiistiir (Onger, 2013). Yapilan
bu calisma sonuglarmda da Onger’in galismasinda oldugu gibi, miyelinsiz akson sayilari
bakimindan azalan yonde elde edilen K/KH arasinda ileri derecede anlamli (p<0,01); OK/OH
gruplar arasinda ise anlamli istatistiksel farklar (p<0,05) akson sayilarinda verilen hasara

bagli olarak beklenen bir sonugtur (Onger, 2013).

Myelinizasyon derecesi ve akson alani aksonun olgunlugu ile iliskilidir (Varejao ve
ark., 2004). Olusan hasardan sonra rejenerasyon asamasinda yeni akson filizleri olusur.
Olusan bu yeni filizler distal kisma ulagmay1 basarmis aksonlardir. Proksimaldeki akson alani
ve miyelin kilif kalinlig1 ile distale ulasan yeni akson filizlerinin akson alan1 ve miyelin kilif
kalinligr birbirinden farklhidir. Haliyle yeni filizlenen aksonlarin akson alani ve kilif
kalinliklar1 proksimaldeki durumlarina gore daha az ve daha incedir. Rejenerasyon devam
ettikge distal kisma ulasabilen akson filizleri genisleyip olgunlasarak baslangigtaki normal
caplarina yakin bir boyuta ulasirlar (Lundborg, 2004). Bu agidan bakildiginda g¢alisma
gruplarimizdan K ile KH ve OK ile OH gruplar1 arasinda hem akson alani hem de miyelin
kilif kalinlig1 acisindan elde edilen azalan yonde istatistiksel fark beklenen bir sonuctur.
Clinkii hasar olusumu sonrasi1 aksonal rejenerasyonda yeni olugan akson filizlerinin hem
alanlar1 hem de miyelin kilif kalinliklar1 baslangigtaki duruma gore kiicliktiir ve tam bir
olgunlagsma gerceklesmemistir (Onger, 2013). ENMG P(max), P-P aras1 mesafe degerleri

miyelin kilif kalinlig1 ve miyelinizasyon derecesi sonuclariyla ortiismese de latans degerleri
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ile Ortiismesi rejenere olan aksonlarin miyelin kilif kalinliklar1 ile ilgili goriiglerimizi
desteklemektedir.

Miyelinizasyon derecesi ile ilgili olarak, latans degerleri bakimindan ¢alisma
gruplarimizdan kontrol ile kontrol hasarli, obez kontrol ile obez hasarli gruplar1 arasinda ileri
derecede anlamli fark bulundu (p<0,01). Hasar verilmeyen grupta latans degerleri daha diisiik
seviyelerde; yani iletinin kasa ulagsma siiresi daha az iken hasar verilen grupta latans
degerlerinde bir artis meydana gelmistir yani ileti daha uzun siirede gergeklesmistir. Hasardan
sonra meydana gelen miyelin kilif kalinliklarinda ve akson alanlarindaki diisiis bu durumun
olusmasini desteklemektedir.

Ozellikle son yillarda molekiiler ve hiicresel biyoloji, biyomiihendislik ve kok hiicre
alanindaki o6nemli gelismelere paralel olarak periferik sinir rejenerasyonu hakkindaki
bilgilerimiz artmaktadir. Son yillarda periferik sinir yaralanmalarinin tedavisinde kok
hiicrelerin kullanildig1 ¢alismalarda 6nemli sonuglar elde edilmistir (Yu ve ark., 2010). Bu
amacla embriyonik, fetal ve erigkin mezenkimal kaynakli kok hiicrelerden yararlanilmaktadir.
Mezenkimal kok hiicreler kendini yenileyebilen ve kemik, kikirdak, yag, kas gibi multiple
mezodermal dokulara farklilagabilme yetenegine sahip olan hiicrelerdir. MKH’lerin
potansiyel avantajlart otolog donodrden temin edilebilmesi ve allojenik MKH’nin
nonimmunojenik olmasidir. MKH’lerin ayrica in vitro ortamda noéronal morfoloji
kazanmalar1 ve noronal ve noroglial marker eksprese etmeleri sinir sistemi hasarinda
kullanimina olan ilgiyi arttirmaktadir. Giiniimiizde insanlar iizerinde mezenkimal kok
hiicrelerin Parkinson hastaliginda, beyin hasarinda, serebral infarktta ve spinal kord hasarinda
transplantasyonuyla ilgili ¢alismalar litaratirde mevcuttur (Parr ve ark.,, 2007,
Venkataramana ve ark., 2009; Venkataramana ve ark., 2010). Farklilasmanin yanisira kok
hiicrelerin hasarli néronlara rejenerasyon siirecinde trofik destek saglamasi da baska bir olas1
mekanizmadir (Schwarz ve Schwarz, 2010). Kok hiicre tedavisinin bazi durumlarda kayip
noronlarin yerini almaktan ¢ok noronal koruma ve anti-inflamatuvar 6zellikleri ile tedaviye
katkida bulundugunu gosterir bilgiler elde edilmistir (Einstein ve ark., 2007; Vercelli ve ark.,
2008).

Bu yilizden bu caligmada, litaratiirde bulunmayan bir yaklasim olarak, obezitenin
periferik sinir rejenerasyonunda periferik sinir ve yag dokusu kdkenli mezenkimal kok hiicre

uygulamalari ile birlikte ve tek basina nasil bir rol oynadigi arastirildi. Bu amagla sigan siyatik
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sinirinde ezilme tipi hasar olusturuldu ve devaminda meydana gelen rejenerasyon dereceleri

gbzlemlendi.

Daha onceki caligmalarda periferik sinir rejenerasyonunda Schwann hiicrelerinin
primer rolleri yaninda, eksojen olarak uygulanan nérotropinler, nérokinler ve bazi biiyliime
faktorlerinin de yararhi etkileri agiklanmistir. Bu hiicrelerin rejenerasyon esnasinda sinir
bliylime faktorii (NGF) gibi pek ¢ok norotropik faktoriin sentezlenerek retrograd iletimle
perikaryona ulastirildig1 ve ndronda iyilestirici etkiyi baglattiklar kabul edilmektedir (Sencar,
2007). Normalde, akson hasar1 sonrasi perikaryonda bazi degisiklikler meydana gelir. Bu
degisiklilerden biri kromatolizdir ( Stoll ve Miiller, 1999; Zochodne, 2000; Stoll ve ark., 2002;
Ross ve Pawlina, 2006). Kromatolizde noronlar ‘sinyal iletim’ modundan ‘biiyiime’ moduna
gegmeye baglarlar. Yani protein sentezi, ndrotransmiter yapisina katilacak maddelerin tiretimi
yerine, aksonal yeniden yapilandirma igin gerekli maddelerin iiretimi yoniine kayar. Ornegin;
bliylime-iliskili protein 45 (growth-associated protein 45) aksonal biiylimede 6nemli bir role
sahiptir ve aksonal transportla hizlica taginan bir fosfoproteindir. Akson hasar1 sonrasi
reinnervasyondaki bir azalma, arka kok gangliyonunda bulunan biiytime-iligkili protein 45’ in
seviyesinde 100 kata kadar bir atisa neden olur (Lundborg, 2004). Bir sinir hasari sonrasi,
ozellikle hasar alaninda olmak tizere, hasar alaninin proksimal ve distal uglar ile perikaryonda
morfolojik ve metabolik degisimlere bagli kompleks patofizyolojik degisiklikler meydana
gelir (Geuna ve ark., 2009). Schwann hiicreleri ve makrofajlar, dejenere miyelin kilif ve akson
yikintilarin1 fagosite ederek, yaralanma bolgesini bir haftadan bir aya kadar degisebilen bir
stire igerisinde temizlerler (Jones ve ark.,2001; Pagnotta ve ark., 2002; Hirata ve Kawabuchi,
2002; Burnett ve Zager, 2004). Schwann hiicreleri tarafindan iiretilen bir bazal membran sinir
lifini sarar ve bu membran rejenerasyonda Onemli bir rol oynar. Periferik sinir
rejenerasyonunda, aksonun proksimal ucunun hasara yakin kismi kisa bir alanda bozunur ve
daha sonrasinda artiklar, makrofajlar ve Schwann hiicreleri tarafindan temizlenir temizlenmez
biiyiime baglar. Makrofajlar, interlokin-1’i iiretirler. Interlokin-1 ise Schwann hiicrelerini,
sinir biiylimesini kolaylastirici maddeler salgilamaya iten bir maddedir. Sinir rejenerasyonu
proksimal ugtan disa dogru biiyiime seklinde olur. Yaklasik bir giin sonunda aksonun
proksimal kesit ucu biitylime konisi seklinde ¢ikint1 yapar. Biiyiime konisi, aksonun proksimal
kesit ucundaki aksoplazmik biiyiime alanidir. Internal aktin filamentler ve miyozin igerir,
membrani disa ¢ikint1 yapan ameboid tarzda kasilan pekgok filopod icerir (Tennyson, 1970;
Selzer, 1980; Letourneau, 1981). ileri dogru hareket bununla saglanir. Filopod tarafindan
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uygun bir tutunacak madde algilandiginda yapigsma olur ve distal segmente ulasip baglanti

yapmis olunur.

Son ¢aligmalar gostermistir ki, Schwann hiicreleri, sinir rejenerasyonunda 6zellikle
hasar alaninda bu aksonal filizlere 6nemli Olgiide fiziksel rehberlik yaparlar. Bu fiziksel
rehberlik filizlerin distal segmente ulasmasini saglar. Oyle ki aksonal rejenerasyon orani
aksonal bliylimeden ziyade Schwann hiicrelerinin bu fiziksel rehberlikleri tarafindan
belirlenmektedir (Son ve Thompson, 1995). Dejenarasyon sirasinda Schwann hiicreleri
miyelin ve aksonal artiklarin yikiminda basrolii oynar ve kalan endonodral bag dokusu

tabakasinin bazal laminasi icerisinde polifere olurlar (Satinsky ve ark., 1964).

Bu calismada da bu bilgilerin 1s51¢inda daha dnce hi¢ c¢alisilmamis bir uygulama
olarak deneklere sinir hasarinin hemen ardindan Imm sinir igerisine, perindryuma periferik
sinirden elde edilen sinir homejenati1 ve yag doku homejenati enjekte edilerek ameliyat bolgesi
kapatildi ve rejenerasyon siirecine birakildi. ilgili parametreler acisindan, siyatik sinirden ve
yag dokudan elde edilen homejanatlarin, periferik sinir rejenerasyonuna etkileri ve obezitenin
bu rejenerasyon modelindeki yeri ile ilgili bulgular, litaratiir bilgileri 1s181inda asagidaki

sekilde agiklanabilir;

Bu c¢aligmada, rejenerasyon siirecinden sonra tedavi gruplarindaki miyelinli akson
sayilar karsilastirildiginda; KH-KPS gruplar1 arasinda rejenerasyon siirecinde kontrollerde
miyelinli akson sayisinin artan yonde istatistiksel bir artis gostermesi kontrollerde periferik
sinir homejenatindan elde edilen kok hiicrelerin rejenerasyon siirecine olumlu bir etki
yaptigin1  gostermektedir. KH-KY gruplart kiyaslandiginda rejenerasyon siirecinde
kontrollerde daha fazla artan yonde istatistiksel bir artis gostermesi yag dokusu
homejenatlarindan elde edilen kok hiicrelerin kontrollerde rejenerasyon siirecine ¢ok daha
olumlu bir etki yaptigin1 gostermektedir. OH-OPS gruplar1 kiyaslandiginda rejenerasyon
stirecinde obezlerde artan yonde istatistiksel bir artis gostermesi obezlerde periferik sinir
homejenatindan elde edilen kok hiicrelerin rejenerasyon siirecine olumlu bir etki yaptigini
gostermektedir. OH-OY gruplar1 arasinda; obezlerde artan yonde istatistiksel bir artig
gostermesi obezlerde yag dokusu homejenatlarindan elde edilen kdk hiicrelerin rejenerasyon
stirecine olumlu bir etki yaptigin1 gostermektedir.

KPS ile KY birbirleriyle kiyaslandiginda ise; KPS ile KY arasinda ileri derecede

anlamli fark bulundu (p<0,01). Kontrol hasarlilarda yag homejenatinin, periferik sinir
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homejenatina gore daha basarili sonug verdigi bulunmustur. Kontrol sicanlarin viicutlarinda
yag doku kiitlesi obez sicanlara gore daha azdir. Bundan dolayi, kontrol hayvanlarin
rejenerasyon siirecine obez hayvanlara gore hazirliksiz diyebilecegimiz bir noktadan veya
geri bir seviyeden bagladigini diistinmekteyiz. Gruplardaki periferik sinir ve yag homejanati
uygulamalar1 kiyaslandiginda; kontrollerde yag homejenati uygulamasiin periferik sinir
homejenati uygulamasina gore daha olumlu bir etki gdstermesi, biinyelerinde halihazirda
bulunmayan yag dokusunu disaridan bir miidahale ile direkt olarak hasarli bolgeye vererek
tedavi edici bir sok etkisi meydana getirilmesi ile agiklanabilir. Soyle ki; obez hayvanlarin
epindryum ve endondryumunda zaten halihazirda bir yag kiitlesi var ve dolayisiyla fibroblast
sayist ¢oktur. Ciinkii, yag dokudaki kok hiicre yogunlugu kemik iligindeki kok hiicre
yogunlugundan 100 ila 1000 kat daha fazladir (Terenghi ve ark., 2009). Bu bilgiden yola
cikarak diyebiliriz ki zaten obezlerin kendi biinyelerinde bir kok hiicre potansiyeli vardir.
Obezitedeki bu yaglanma epindryum ve endonoryumlarini da etkileyerek bu bag dokularinin
da bir kok hiicre potansiyeli tasimasina olanak saglamaktadir.

Obezlerde periferik sinir homejenatr uygulamasinin yag homejenati uygulamasina
gore daha olumlu bir etki gostermesi ise; obez hayvanlarin epinéryum ve endondryumunda
zaten halihazirda bir yag dokusu var ve dolayisiyla fibroblast sayisi yeterli diizeyde olabilir.
Buna tekrar yag homejanati verildiginde ¢ok anlamli derecede tedavi edici bir sok etki
meydana getirmemis olabilir. Zaten kendi biinyesindeki koruyucu etki ile sifir seviyesinden
yiiksek ve iyi bir seviyede kalmay1 basaran metabolik ve mekanik mekanizmaya, tekrar ayni
etkiyi vererek ¢ok anlamli olmayacak sekilde az bir iyilesme saglanmis oldugu soylenebilir.
Ayrica; yapilan calismalarda; Schwann hiicrelerinin, periferik sinirlerde miyelin kilifin
bilesenlerinden olan protein sifir (PO) ve periferal miyelin protein (PMP) 22’nin
expresyonunu yaptiklari gosterilmistir (Mantovani ve ark., 2010). Bu ¢aligmada uygulanan
periferik sinir homejenat ile direkt olarak Schwann hiicresi, fibroblast hiicresi ve miyelin kilif
proteinleri (PO, P22) enjekte etme olanagi buluruz; adipoz doku kokenli kok hiicrelerin ise
farklanma stiresi uzundur. Periferik sinir kok hiicreleri i¢in ise farklanma siiresi beklemeden,
yani zaman kaybetmeden, yitirilen Schwann hiicrelerinin, fibroblast hiicrelerinin ve miyelin
kilif proteinlerinin hizli bir sekilde yerine temin etmis olabiliriz. Ilaveten; saglam siyatik sinir
Schwann hiicrelerinde CNTF (Ciliary neurotrophic factor)’ nin yiiksek yogunlukta bulundugu
gosterilmistir (Terenghi, 1999; Makwana ve Raivich, 2005). CNTF normal periferik

sinirlerde bol miktarda bulundugu, baslica Schwann hiicre stoplazmasinda yer aldiklart
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bildirilmistir (Friedman ve ark., 1992; Rende ve ark., 1992). CNTF’nin duyu ve sempatik
noronlarda sinir biiylimesini ilerlettigi ve in vitro kosullarda, motor noronlarin yasamini
destekledigi ve motor ndronlarin apopitozunu engelledigi gosterilmistir. Ek olarak, si¢anlarda
yapilan ¢alismalarda da, CNTF’nin aksotomi sonrast motor ndéron 6liimiinii engelledigi,
aksotomiden sonra CNTF mRNA diizeylerinin belirgin olarak azaldigi, aksonlarin rejenere
olmasindan sonra ise tekrar yiikseldigi gézlenmistir. Boylece CNTF’ nin PSS’ nin akson
rejencrasyonuna yardim ettigi kanaatine varilmistir (Newman, 1996). Ayrica, normal siyatik
sinir yapisinda bulunan Schwann hiicrelerinin sitoplazmalarinda TGF-B1 ile TGF-B3 ve az
miktarda TGF-B2 mevcut oldugu bildirilmistir (Scherer ve ark., 1993; Shah ve ark., 1995).
TGF-B tiirii sitokinler hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi, matriks olusumu ve
immiinoreaktivite lizerine 6nemli etkileri olan ¢ok fonksiyonlu diizenleyici proteinlerdir
(Wang ve ark., 2000; Sulaiman ve Gordon, 2002; Davison ve ark., 1999). Yapilan
caligmalarda, TGF-f’nin Schwann hiicre proliferasyonunda rol oynadig ileri siiriilmiistiir
(Guenard ve ark., 1995; Stark ve ark., 2001). Bu kanaatlerin 1s18inda; saglam bir siyatik
sinirden elde edilen homojenatin enjekte edilmesi sonucu zaten homejanat igerisinde dogal
olarak bulunan bu norotrofik maddelerin de hasar1 tedavi edici bir etki gostermis olabilecegi
diistiniilmektedir. Tedavi dncesi ve sonrasi periferik sinir 6rneklerinin MKH potansiyelleri
acisindan flow sitometrik profillerine bakildiginda ise; 6zetle, kontrol grupta CD 45 pozitif
kok hiicrelerin rejenerasyondan sonra azaldigi belkide differensiye olarak rejenerasyona katki
sagladig1 diistiniildii. Obez gruplarda ise kontrol gruplara kiyasla CD45 pozitif hiicrelerin yanm
sira CD 90 pozitif hiicrelerin de rejenerasyon siirecinin ardindan sayilarinin azaldigi ve
boylece obez deneklerde hem CD 45 hem de CD 90 pozitif kok hiicrelerin rejenerasyona katki
saglayabilecegi belirlendi.

Obezite konusunda ise Ozellikle PSS iizerine olan olasi etkileri hakkinda bir
caligmaya litaratiir kayitlarinda rastlanilmamstir. Fakat obezitenin birgok saglik sorununa yol
actig1 bilinen bir gercektir (Annagiir, 2010). Obezite ve sinir sistemi ile yapilan ¢aligmalarda,
obezitenin periferal noéropatiye neden olabilecegi, MSS aktivitesini diisiirdiigii, yiiksek yagh
diyetle beslenerek obez ve prediyabet olusturulan farelerde noropati olustugu gézlenmistir
(Colak ve ark., 1997; Okutan, 2001; Miscio ve ark., 2005). Gebelikte obezitenin, fetiis
iizerinde konjenital MSS defektleri ile iliskisi degerlendirilmistir (Watkins ve ark., 2003).

Maternal obezitenin neden oldugu sinir sistemi defektlerinde; spina bifida, anensefali,
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hidrosefali, holopronsefali, noral tiip defektlerininyer aldig bildirilmistir (Watkins ve ark.,
2003).

Aksotomi sonrasi niikleusun yeni mRNA ve bu sayede aktin, tubulin gibi hiicre
iskeleti proteinlerini tiretmesi gerektigi ve bu durumda iiretimi artan GAPs (growth-
associated proteins) (biiyiime ile iliskili proteinler) grubu bir protein oldugu agiklanmistir
(Shen ve ark., 2002). Rejenerasyonda akson gelisirken biiyiime konisi yakininda, membranda
GAP 43 fosfoproteininin bulundugu ve bu proteinin iiretiminin aksotomi sonrasinda yaklasik
100 katina c¢iktig1 agiklanmistir. Biiyiliyen ve rejenere olan néral membranin i¢ yilizeyinde
bulunan ve aksonal transportu saglayan bu fosfoproteinlerin protein kinaz C’nin substratini
olusturduklart ve biiyiime bolgesinin ilerlemesinde rol aldiklar1 bildirilmistir (Fawcett ve
Keynes, 1990). Obezlerde, obeziteden dolay1 biiylime faktorlerinden biri olan GAP-43 iin
azaldig1 ve bu ylizden rejenerasyona cevabin obezlerde diisiik oldugu bildirilmistir (Bekar,
2011).

Rejenerasyon siirecinden sonraki miyelinsiz akson sayilar1 karsilastirildiginda; K-
KH gruplart arasinda ileri derecede anlamli fark mevcuttu (p<0,01) ve hasardan sonra
miyelinsiz akson sayilarinin azaldig1 goriilmiistiir. OK-OH grubu arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamliydi (p<0,05) ve hasardan sonra miyelinsiz akson sayilarinin azaldigi
goriilmiistiir. KH-KPS gruplari arasinda anlaml bir fark yoktu (p>0,05). KH-KY gruplari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,05) ve hasardan sonra uygulanan yag
homejenatinin kontrollerde miyelinsiz akson sayisini artirdigi goriilmiistiir. OH-OPS gruplari
arasinda anlaml bir fark yoktu (p>0,05). OH-OY gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
ileri derecede anlamliydi (p<<0,01) ve hasardan sonra uygulanan yag homejenatinin obezlerde
miyelinsiz akson sayisini artirdigr goriilmiistiir. Gruplardaki periferik sinir ve yag homejanati
uygulamalar1 kiyaslandiginda; yag homejenatt uygulamasi periferik sinir homejenati
uygulamasina gore miyelinsiz akson sayilarinda bir artis meydana getirdigi bulunmustur.
Miyelinsiz akson sayisinda meydana gelen bu artis olumlu yondedir. Miyelinsiz akson
sayisindaki artis ile tedavinin olumlu olmasi arasinda dogru bir oranti bulunur. Ciinkd;
yapilan ¢alismalarda rejenerasyon siirecinde miyelinli bir sinirden filizlenen akson kendisini
cevreleyen distal segmentteki Schwann hiicresini miyelin kilif olusturmasi yoniinde
tetiklerken, miyelinsiz aksonlarin baslangicta miyelinli olan bir distal sinir lifine dogru
rejenere olsalar dahi miyelinsiz olarak kalabildikleri bildirilmistir (Lundborg, 2004; Onger,

2013). Gap olusumu sonrasi ¢ok sayida miyelinsiz aksonun dejenere olmasi, bir kisminin

117



distal kisma ulagsamamasi ve ulasanlarin da bahsedildigi sekilde miyelinsiz olarak kalmasi
miyelinsiz akson sayisini rejenerasyon oOncesi duruma gore oldukca azaltmis oldugu
bildirilmistir (Onger, 2013). Bu azalis; tipki K-KH ve OK-OH gruplar1 arasinda oldugu gibi,
hasar verilen ve higbir tedavi uygulanmayan gruplar i¢in normaldir. Bu bilgilerin 1s18inda
miyelinsiz akson sayisinin fazla olmasi; baslangigta proksimal segmentte bulunan miyelinsiz
aksonlarin hasar sonrasinda bahsedildigi sekilde distal sinir lifine dogru rejenere
olabildiklerini ve miyelinsiz olarak kaldiklari gdstermektedir. Bu yiizden hasardan sonra
kontrol ve obez gruplara uygulanan yag homejanatinin hasar sonrast miyelinsiz aksonlarin
distal uca dogru rejenere olabilme potansiyelini artirdigina isaret etmektedir. Hasardan sonra
kontrol ve obez gruplarda uygulanan periferik sinir homejanati ise hasar sonras1 miyelinsiz
aksonlarin distal uca dogru rejenere olabilme potansiyelinde hicbir fark olusturmadigina
isaret etmektedir. Fakat; bu sonuclar degerlendirilirken miyelinsiz akson sayisinin
belirlenmesindeki bazi dezavantajlar g6z Oniinde bulundurulmalidir. Histomorfometrik
incelemelerde saglikl verilere ulasabilmek icin 6rnekleme teknigi biiyiik 5nem tasir. Geuna
ve arkadaslarina gore histomorfometrik analizlerde altin kural tiim sinir liflerinin 6rnek
igerisinde bulunmasi ve degerlendirmede benzer firsat esitligine sahip olmalaridir. Sinir lifleri
genellikle kesit alaninda heterojen bir dagilim gdosterir, yani bir alanda olduk¢a yogun
bulunurlarken, baska bir alanda seyrek olarak izlenebilirler. Ek olarak, alanlar arasinda aynm
sinir fasikiilinde de degisken c¢aplarda lifler bulunabilmektedir. Sonug olarak, histolojik
olarak incelenen ornekleme alanina gore sonuglar ¢ok farkli bulunabilir. Bu nedenle
histomorfometrik analiz yapilacak bolgeler ve her bir 6rnekleme alani icerisinde bulunan sinir
lifleri titizlikle secilmelidir (Geuna ve ark., 2004; Kirag, 2014).

Elektrofizyolojik analizler hasar sonrasi periferik sinir rejenerasyonunu
degerlendirmede sik¢a kullanilirlar. Sinir liflerinin kas liflerini uyarmalar1 ile olusan aksiyon
potansiyellerinin, bir amplifikator araciligi ile biiyiitiilerek incelenmesi esasina dayanir. Elde
edilen aksiyon potansiyelleri bilesik kas aksiyon potansiyelleri olup, bunlarin iizerinden
cesitli parametreler dlgiilerek degerlendirmede kullanilabilir (Kirag, 2014).

Elektrofizyolojik testler, sinir onarim hattini gegen aksonlarla ilgili bilgi sunmus olsa
da, bu aksonlarin yeterli sayida distal baglanti yapip yapamadiklari hakkinda bilgi
sunamayabilir. Myelinli aksonlarca olusturulan elektrik voltajini, amplitiidi gosterir. Tim
sinir liflerindeki aktiviteyi gostermekte yetersiz kalir; en hizli ve en ¢ok miyelinize olmus

olan sinir lifi populasyonu hakkinda bilgi verir. Yani bu parametre de total sinir fonksiyonunu
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analiz etmekte yetersizdir (Kanaya ve ark., 1996). Varejao ve ark.” min 2004 yilinda
belirttiklerine gore, Cragg ve Thomas isimli arastirmacilarin 1964 yilinda yapmis olduklar:
ezilme hasari sonrasi uzun doénem takipli ¢alismalarinda, rejenere olan liflerin
elektrofizyolojik o6l¢timlerinin higbir zaman tam olarak normale donemedigini ortaya
koymuslardir. Zaten elektrofizyolojik clgtimlerin total sinir fonksiyonunu 6l¢mekten ziyade,
lif cap1 ve myelinizasyon derecesi ile iliskili olarak, en hizli sinir liflerinin fonksiyonlar:
hakkinda bilgi verebildigi, sonuglar yorumlanirken akilda tutulmasi gereken 6nemli bir Ktadir
(Kirag, 2014).

Mpyelinizasyon derecesi ve akson alani aksonun olgunlugu ile iliskilidir (Varejao ve
ark., 2004). Olusan hasardan sonra rejenerasyon asamasinda yeni akson filizleri olusur.
Olusan bu yeni filizler distal kisma ulagmay1 bagsarmis aksonlardir. Proksimaldeki akson alan1
ve miyelin kilif kalinlig: ile distale ulasan yeni akson filizlerinin akson alan1 ve miyelin kilif
kalinlig1 birbirinden farklidir. Haliyle yeni filizlenen aksonlarin akson alani ve kilif
kalinliklar1 proksimaldeki durumlarina gére daha az ve daha incedir. Rejenerasyon devam
ettikce distal kisma ulasabilen akson filizleri genisleyip olgunlasarak baslangigtaki normal
caplarina yakin bir boyuta ulasirlar (Lundborg, 2004). Bu ac¢idan bakildiginda calisma
gruplarindan K ve OK grubuna gére KH ve OH gruplarinda hem akson alan1t hem de myelin
kilif kalinlig1 bakimindan azalan yondeki istatistiksel farkin; aksonal rejenerasyonda yeni
olusan akson filizlerinin hem alanlar1 hem de miyelin kilif kalinliklarinin baslangigtaki
duruma gore kiiciik olusu ve tam bir olgunlasma gergeklesmeyisi ile a¢iklanabilmektedir. KH
ile KPS kiyaslandiginda; myelin kilif kalinliklar1 bakimindan anlamli bir fark olmasa da, KPS
grubunda KH grubuna gore miyelin kilif kalinliklarinda bir artis meydana gelmistir. KH-KPS
gruplar1 kiyaslandiginda rejenerasyon siirecinde kontrollerde artan yonde istatistiksel bir artig
gostermesi kontrollerde periferik sinir homejenatindan elde edilen kok hiicrelerin
rejenerasyon siirecine olumlu bir etki yaptig1 sdylenebilir. KH ile KY kiyaslandiginda; myelin
kilif kalinliklar1 bakimindan anlamli bir fark olmasa da, KY grubunun rejenerasyon siirecine
olumlu yonde istatistiksel bir artis gostermesi kontrollerde yag dokusu homejenatlarindan
elde edilen kok hiicrelerin rejenerasyon siirecine olumlu bir etki yaptigini gostermektedir.

ENMG sonuglarindan P(max) ve P-P arasi mesafe degerlerinin latans degerleri ile
ortismese de rejenere olan aksonlarin miyelin kilif kalinliklart ile ilgili goriislerimizi
desteklemektedir. Miyelinizasyon derecesi ile ilgili olarak, latans degerleri bakimindan

calisma gruplarimizdan, KH ile KPS ve KH ile KY gruplar1 arasinda ileri derecede anlamli
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fark bulundu (p<0,01). OH ile OPS ve OH ile OY gruplari arasinda ileri derecede anlaml
fark bulundu (p<0,01). KH ile KPSve KH ile KY gruplari kiyaslandiginda; hasar verilen ama
tedavi uygulanmayan grupta (KH) latans degerleri daha yiiksek seviyelerde yani iletinin kasa
ulagma siiresi daha uzun oldugu goriiliirken, hasar verilen ve periferik sinir ve yag homejenati
ile tedavi uygulanan gruplarda latans degerlerinde 6nemli derecede bir azalis meydana
gelmistir. Yani ileti daha kisa siirede iletilmeye baslanmistir. Bu sonuglar; rejenerasyon
stirecinde, periferik sinir ve yag homejenati uygulamalarinin miyelin kilif kalinliklarin1 da
arttirmasi ile ortiismektedir. Yani tedaviye olumlu yanitin olustugunu desteklemektedir. Bir
de gruplardaki periferik sinir ve yag homejanati uygulamalarini, latans degerlerindeki
degisim acisindan kiyaslandigimizda, periferik sinir homejanati uygulamasinin yag
homejenat1 uygulamasina gore latans degerlerini daha fazla azaltmasi yani diger bir ifade ile
iletinin hizl iletilmesinde daha olumlu bir etki gostermistir.

Elektrofizyolojik dlgtimler total sinir fonksiyonunu dlgmekten ziyade, lif capi1 ve
myelinizasyon derecesi ile iligkili olarak, en hizli sinir liflerinin fonksiyonlar: hakkinda bilgi
vermektedir. Bu nedenle, sonuglar yorumlanirken bu durumun akilda tutulmas: énemlidir
(Kirag, 2014). Bu baglamda latans degerlerinde gézlenen degisimler, periferik sinirden elde
edilen homejanatin Schwann hiicresi ve myelin kilif proteinleri agisindan potansiyelinin diger

homejanata gore hazir ve yiiksek oldugu goz oniinde tutularak agiklanabilir.
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6. SONUC VE ONERILER
Deneysel siyatik sinir yaralanmasinda, periferik sinir ve adipoz kokenli kok hiicre
uygulamalarinin etkilerinin stereolojik, elektrofizyolojik, 1s1tk ve elektron mikroskobik

yontemlerle arastirilmasinin amaglandigi bu ¢alisma sonucunda;

1- Siyatik sinir hasar1 yapilan ve obezite modeli olusturulmayan KH deneklerinde K

grubuna gore; epindryum bag doku yapilanmasinin olagan goriiniimiinii kaybettigi,

2- KH deneklerinde K grubuna gore; rejenerasyon siirecinden sonra miyelinli, miyelinsiz
akson sayilarinda ve miyelin kilif kalinliklarinda bir azalisin meydana geldigi, bu
azalisin istatistiksel olarak ileri derecede anlamli oldugu (p<0,01), latans degerlerinin
de bu azalis ile ters orantili olarak artis gosterdigi, elde edilen histopatolojik bulgular,

stereolojik bulgular ile latans bulgularinin birbirlerini destekledikleri,

3- Obezite modeli olusturulan fakat siyatik sinir hasar1 yapilmayan OK deneklerinde;
sinire ait bag doku yapilanmasinin diizgiin oldugu, miyelinli aksonlarin ve miyelin
kiliflarin diizenli bir goriiniime sahip oldugu, miyelinsiz akson kiimelerinin de belirgin

sitoplazmik sinirlar1 ve mitokondri igerikleriyle bulundugu,

4- OK grubunda K grubuna kiyasla daha fazla sayida fakat daha kii¢iik ¢apli miyelinli
aksonlarin bulundugu, miyelin kilif kalinlig1 acisindan bakildiginda ise stereolojik
bulgular1 destekler nitelikte aralarinda anlaml bir fark olmadiginin histolojik olarak
da gozlendigi, yine histolojik olarak miyelinsiz aksonlarin dagilimmin stereolojik
bulgular1 destekler nitelikte aralarinda anlamli bir fark olmadigi, Schwann
hiicrelerinin, aksonlarin etrafinda belirgin fakat diizensiz sitoplazmik simirlar1 ve
heterokromatik cekirdekleriyle izlendigi, endondryumda yerlesik damarlarda

diizensiz cap ve biiziismelerin meydana geldigi,

5- Obezite modeli olusturulan ve siyatik sinir hasar1 yapilan OH deneklerin
derejenerasyon siirecinin ardindan; siniri olusturan aksonlarin OK grubuna kiyasla
kii¢iik boyutlu olduklari, daha az sayida genis ¢apli akson oldugu, bu genis caph
aksonlarin ise miyelin kiliflarinin dejenere olarak miyelin y1gin1 haline geldigi,
endondryuma bakildiginda; kontrol grubundakine kiyasla daha yogun igerikli oldugu

ve i¢erisinde bulunan mast hiicrelerinin sayica fazla oldugu, Schwann hiicrelerinin ise
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10-

koyu boyanmig sitoplazmalar1 ve diizensiz sinirlari ve heterokromazi gosteren

cekirdekleri ile hasarli goriiniimde olduklari,

OH deneklerinde OK grubuna gore; rejenerasyon siirecinden sonra OH grubunda
miyelinli, miyelinsiz akson sayilarinda ve miyelin kilif kalinliklarinda bir azalisin
meydana geldigi, bu azalisin istatistiksel olarak ileri derecede anlamli oldugu
(p<0,01), latans degerlerinin de bu azalis ile ters orantili olarak artis gosterdigi elde
edilen histopatolojik bulgular, stereolojik bulgular ile 06zellikli olarak latans
bulgulariin birbirlerini destekledikleri,

Kontrol olan ve hasar uygulandiktan sonra periferik sinir kokenli kok hiicre
homejanati enjekte edilen deneklere (KPS) rejenerasyon siirecinden sonra
bakildiginda; sinire ait bag doku yapilanmasinin verilen hasar tolere edecek diizeyde
normale yakin goriinlimde izlendigi, KH grubuna kiyasla bakildiginda, genel olarak
miyelinli aksonlarin ve miyelin kiliflarin tedaviyi destekler nitelikte normale yakin,

diizgiin bir goriiniime sahip olduklari,

KPS deneklerinde KH grubuna gore; miyelinli, miyelinsiz akson sayilarinda ve
miyelin kilif kalinliklarinda bir artisin meydana geldigi, bu artisin istatistiksel olarak
ileri derecede anlamli oldugu (p<0,01), latans degerlerinin de bu artis ile ters orantili
olarak azalis gosterdigi, elde edilen histopatolojik bulgular ve stereolojik bulgular ile
ozellikli olarak latans bulgularinin birbirlerini destekledikleri, bu sonuglar baglaminda
kontrollerde periferik sinir homojenatindan elde edilen kok hiicrelerin rejenerasyon

stirecine olumlu bir etki gosterdigi,

Kontrol olan ve hasar uygulandiktan sonra adipoz doku kokenli kok hiicre homejanati
enjekte edilen deneklere (KY) rejenerasyon siirecinden sonra bakildiginda; sinire ait
bag doku yapilanmasinin verilen hasar1 tolere edecek diizeyde normale yakin

goriiniimde gozlendigi,

KY deneklerinde KH grubuna gore; rejenerasyon siirecinden sonra miyelinli,
miyelinsiz akson sayilarinda ve miyelin kilif kalinliklarinda bir artisin meydana
geldigi, bu artisin istatistiksel olarak ileri derecede anlamli oldugu (p<0,01), latans

degerlerinin de bu artig ile ters orantili olarak azalis gosterdigi, elde edilen
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11-

12-

histopatolojik bulgular ve stereolojik bulgular ile 6zellikli olarak latans bulgularinin
birbirlerini destekledikleri, bu sonuglar baglaminda kontrol deneklerde yag
homojenatindan elde edilen kok hiicrelerin rejenerasyon siirecine olumlu bir etki
gosterdigi, KY deneklerinde KPS grubuna kiyasla; daha fazla miyelinli ve miyelinsiz
akson yogunlugunun oldugu, fakat; KY grubunda daha kiigiik capta ve daha ince
miyelin kilif yapisina sahip miyelinli aksonlarin olmasindan &tiirii de latans

degerlerinin yliksek ¢iktigi,

Obez olan ve hasar uygulandiktan sonra periferik sinir kokenli kok hiicre homejanati
enjekte edilen deneklere (OPS) rejenerasyon siirecinden sonra bakildiginda; sinire ait
bag doku yapilanmasinin verilen hasar1 tolere edecek diizeyde normale yakin
goriinimde oldugu, OH grubuna kiyasla bakildiginda, genel olarak miyelinli
aksonlarin ve miyelin kiliflarin tedaviyi destekler nitelikte normale yakin, diizgiin bir

goriintime sahip olduklari,

Obez olan ve hasar uygulandiktan sonra adipoz doku kokenli kdk hiicre homejanati
enjekte edilen deneklere (OY) rejenerasyon siirecinden sonra bakildiginda; sinire ait
bag doku yapilanmasinin verilen hasar1 tolere edecek diizeyde normale yakin
goriinimde gozlendigi, OH grubu ile karsilastirildiginda, tedavinin basarili oldugunu
gosteren bigimde OH grubunun mikroskop goriintiilerinden daha saglikli bir goriiniim
elde edildigi, verilen hasari tedavi etmekte KY grubu mu daha basarili OY grubu mu
daha basarili diye bakildiginda ise; ortalama miyelin kilif kalinlig1, miyelinsiz akson
sayist ve latans degerleri bakimindan degerlendirildiginde OY grubunun hasar1 daha
iyi tedavi ettigi, OH grubunda bulgulanan endonéryumdaki genislemis perivaskiiler
bag dokusu alanlarinin OY grubunda bulunmayis1 ve neredeyse normale yakin genel
bir goriintlistinlin olmasimin OY grubunda daha yogun rejenerasyon potansiyelinin
bulundugunu gosterir nitelikte oldugu, OY deneklerinde OPS grubuna kiyasla; daha
az sayida miyelinli akson olmasi ve daha fazla sayida miyelinsiz akson yogunlugunun
olmasi, bunun yaninda da OY grubunda daha kiigiik ¢apta ve daha ince miyelin kilif
yapisina sahip miyelinli aksonlarin bulunmasindan &tiirii de latans degerlerinin

yiiksek ¢ikmasi dikkati ¢ekti.
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13-  Flow sitometrik bulgulara gore; hasar sonrasi uygulanan tedavilerin ardindan
gruplardaki MKH potansiyelleri ilgili markerlara gore kiyaslandiginda diger bulgulari
da destekleyecek sekilde potansiyel bulundurdugu goriilmiistiir. CD34+/CD45+ hiicre
potansiyelleri bakimindan; Obez>Kontrol ve CD90+ bakimindan; Obez<Kontrol
oldugu, yani Obez gruptaki kok hiicre sayilarinin (CD34+/CD45+) Kontrol grubuna
gore daha yiiksek seviyede oldugu; fakat Kontrol gruptaki mezenkimal kok hiicre
farklilasmasi (CD90+) Obez grubundakilere gore daha fazla oldugu bulundu. Buna
gore CD90+ potansiyeline gore; KY >KPS = KH > OH > OPS/OY siralanir ve bu
siralama obezlerde MKH farklilasma potansiyelinin uygulanan kok hiicre
homejenatlarina ragmen diisiikk oranda kaldigi; fakat verilen hasardan sonra enjekte
edilen periferik sinir ve yag homejenatlarinin CD34+/CD45+ potansiyellerine
bakilarak iskemi ve fibrozisin kaldirilmasinda, doku hasarinin morfolojik ve
fonksiyonel tedavi edilmesinde olumlu etki gostermesi dikkati ¢ekti. Kontrollerde ise;
CD34+  bakimindan; KH<KPS/KY<OH<OPS/OY, CD90+  bakimindan;
OPS/OY<OH<KH=KPS<KY siralanir ve bu siralamaya gore Kontrollerde MKH
farklilagma potansiyelinin daha yiiksek oldugu 6zellikle yag homejenati enjekte edilen
grupda, CD34+ markerina bakilarak ise; hasardan sonra enjekte edilen yag ve sinir
doku homejenatlar1 ile EPH ve HKH yogunlugunun arttig1 ve bunun doku hasarinin
morfolojik ve fonksiyonel olarak {istesinden gelinmesinde umut verici etki gostermesi

dikkati ¢ekti.

Biitiin bu sonuclar dikkate alindiginda, kok hiicre homejanatlarinin antienflamatuvar
ve anti-6dematoz etkisiyle, yarali bolgede sinir rejenerasyonuna engel olabilecek fibrozis ve
o0demi azalttig1, periferik sinir kokenli kok hiicrelerin hem kontrollerde hem de obez
deneklerde tedavide daha basarili oldugu; KY ve OY karsilastirildiginda kontrol deneklerde
uygulanan yag homejanatinin daha basarili oldugu ve KPS ve OPS karsilastirildiginda kontrol
deneklerde uygulanan periferik sinir kokenli kok hiicrelerin tedavide daha basarili oldugu
goriildii. Bu nedenle, obez olmayan deneklerde tedavilerin dahabagarili oldugu ve periferik

sinir rejenerasyonunda bu tedavi yontemlerinin dikkate alinabilecegi sonucuna varildi.
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