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OZET

SICAN SIYATIK SINIR ZEDELENMESINDE FARKLI ZAMANLARDA
MEZANKIMAL KOK HUCRE UYGULAMA ETKILERININ
KARSILASTIRILMASI
Dr. C. Teoman KARAHASANOGLU, Doktora Tezi

Giliniimiizde iilkemizde ve diinyada ciddi saglik problemlerinden birisi de
periferik sinir yaralanmalaridir. Bu yaralanmalar sinirde gerilme, ezilme ve kesilme
nedeniyle meydana gelmektedir.

Periferik sinir yaralanmalarinin tedavisinde kullanilan yontemlerden birisi de
mezenkimal kok hiicre (MKH) uygulamasidir. Mezenkimal kok hiicreler kemik,
kikirdak, kas, tendon ve astrosit gibi hiicrelere farklilagabilen ayni1 zamanda kendini
yenileme potansiyeline sahip non-hematopoietik hiicrelerdir.

Sinir rejenerasyonunda; olusan yaralanmanin siddeti, skar dokusunun biiyiikligii
ve aksonun yarali bolgeye ulasmasindan once gegen siire gibi bir ¢cok faktor etkilidir.
Biz MKH uygulama zamanmin iyilesme iizerindeki etkilerini arastirdigimiz bu
calismada dort grup sican kullandik. Siyatik sinirleri zedelendikten sonra sicanlar dort
gruba ayrildi. 1. grup sicanlara zedelenmeden hemen sonra sadece doku yapistirict
uyguladik. Erkek si¢anlardan elde ettigimiz MKH’leri II. gruba zedelenmeden hemen
sonra,Ill. gruba zedelenmeden sonra iicilincii giin, IV. ve son gruba da zedelenmeden
yedi giin sonra doku yapistiricisi ile beraber uyguladik. Yiirtime testlerinde 1. grup ile II.
grup arasinda Siyatik Fonksiyon Indeksi (Sciatic Functional Index; SFI) 6lciimleri
acisindan anlamli diizeyde fark tespit edildi. Diger gruplar arasindaki farklar anlamli
degildi. Histolojik ve immiinohistokimyasal boyamalar sonucunda ise II. grup ile diger
gruplar arasinda anlaml fark gorildii.

Elde ettigimiz veriler 1s18inda MKH’nin periferik sinir yaralanmalarinda
uygulanma zamanlariin tedavi lizerinde etkili olabilecegi sonucuna varildi. Sinir
zedelenmesi ile MKH uygulanmasi arasinda gegen siirenin sinir rejenerasyonu iizerinde
etkili oldugu sonucu ile bizim ve yapilacak diger ¢alismalarin insan caligmalarina
onciiliik edebilecegi diislintildi. MKH’nin periferik sinir rejenerasyonu iizerine farkli
zamanlarda uygulanmasiin etkilerinin ve sonuglariin degerlendirilebilmesi i¢in daha
detayli caligsmalara ihtiya¢ vardir.

Ondokuz May:s iiniversitesi Samsun, Ocak-2012



ABSTRACT
THE COMPARISON OF THE EFFECT OF MESENCHYMAL STEM CELL
APPLIED IN DIFFERENT TIMES ON RAT’S SCIATIC NERVE INJURY
C. Teoman KARAHASANOGLU, Doctoral Thesis

Presently, one of the serious health problems in our country and in the world is
peripheral nerve injuries. These injuries occur because of distention, crush and cut on
nerves.

One of the methods used in the treatment of peripheral nerve injuries is the
application of mesenchymal stem cell (MSC). Mesenchymal stem cells are non-
hematopoietic cells that can differentiate into cells such as bone, cartilage, muscle,
tendon, and astrocyte and have the potential to regenerate themselves at the same time.

A lots of factors such as the severity of the injury, the size of the scar tissue, and
the time passed before arrival of the axon to the injuried area are effective on nerve
regeneration. In this study, we searched the effect of application time of MSCs on
healing of nerve in experimentalmodel. After the sciatic nerves of rats were injuried,
rats were divided into four groups. We just applied fibrin glue to the rats after the
injuryin group L. In group II, the MSCs with fibrin glue were just applied to the rats
after the injury. The MSCs with fibrin glue were applied to the rats at the 3rd and 7th
day after the injury in group III and IV, respectively.

We found a significant difference in the measurements of Sciatic Functional
Index (SFI) between the first and the second groups with walking track analyses.
However, significant difference was not detected among the other groups. There was
significant difference between the second and the other groups in the result of
histological and immunohistochemical stainings.

In the light of our results, we concluded that there may be a correlation between
application time of MSCsand healing of peripheral nerve injuries. Our and additional
studies can pioneer to the human studies in future. More detailed studies are needed to
evaluate the effect and results of the application of MSC on peripheral nerve injury in
different times.

Ondokuz MayisUniversity, Samsun, January-2012
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I.GIRIS
Giliniimilizde tedavi ile diizeltilemeyen bir¢ok hastalikta tedaviyi olumsuz

etkileyenen Onemli sebep yasam ig¢in gerekli olan bazi hiicrelerde, dokularda ve
organlardaki geri doniislimli olmayan hasarlanmalardir. Bu hastaliklarin kesin tedavisi
hasarlanmis olan hiicrenin, dokunun ya da organlarin biyolojik fonksiyonlarini
yenilemek veya diizeltmek ile saglanabilir. Bu amaca ulasabilmek i¢in hasarlanarak
fonksiyonunu kaybetmis doku veya organa kaybettigi fonksiyonlarimi tekrar
yapabilmesini saglayacak, ozellikleri iyi belirlenmis, yeterli say1 ve kalitede hiicrelerin
nakledilmesi gerekir (Bayik, 2004; Karaz ve Ovali, 2004).

Kok hiicre aragtirmalar1 giiniimiiziin bilim ve teknoloji giindeminin en énemli
konularindan birini olusturmaktadir. Doku ve organlar1 yenilemedeki iistiin potansiyeli
sayesinde hiicre-doku ve organ harabiyeti veya fonksiyon kaybi sonucunda olugan pek
cok hastaligin tedavisinde tip diinyasinda biiylik beklentiler dogurmaktadir. Kok hiicre
arastirmalart istenildigi dogrultuda gelisirse bazi hastaliklarin  hiicre diizeyinde
tedavileri yapilabilecegi gibi hiicre ve organlarin nakli i¢in de yeni bir kaynak
olusturulabilecektir. Boylece kendini yenileme ve onarma kapasitesi olmayan hiicre ve
dokularin kaybina bagli gelisen hastaliklar tedavi edilebilecektir(Beksag ve ark., 2005).

Erigkin kok hiicre tiplerinden biri olan mezenkimal kok hiicreler (MKH) basta
hematopoietik kok hiicre nakilleri, doku miihendisligi ve gen tedavileri olmak {izere
bircok alanda klinik potansiyeli olmasi nedeniyle gittikge artan bir ilgi ile takip
edilmektedir(Karadz ve Ovali, 2004).

Mezenkimal kok hiicreler basta kemik, yag, tendon, kikirdak, stroma gibi doku
kokenli hiicreler olmak iizere sinir, kalp, karaciger, pankreas gibi degisik bir¢ok farkli
doku hiicresine de farklilasabilirler.Mezenkimal kok hiicreler c¢oziiniir faktorler
sentezleyerek doku ve organ yenilenmesine katkida bulunurlar. In-vitro ortamda kok
hiicre 6zelliklerini kaybetmeden kolayca ¢ogaltilabilmeleri, hematopoezi destekleyerek
kemik iligi kok hiicre grefti reddini Onlemeleri, immiinosupresyon 6&zellikleri
nedeniyleGraft Versus Host Hastaligi(GVHH) n1 engellemeleri nedeniyle hiicresel
tedavi ve bir¢ok klinik alanda uygulama potansiyeline sahiptirler (Kili¢ ve ark., 2006;
Ucgkan, 2009).

Periferik sinir yaralanmalari, sinirde gerilme, ezilme ve kesilme nedeniyle
meydana gelir. Yaralanmayla beraber sinirin distal ve proksimalinde énemli histolojik

degisiklikler ortaya c¢ikar. Yaralanma sonrasi ilk 6 saat igerisinde ndronun



perikaryonunda (govdesi) c¢ekirdek perifere dogru go¢ eder. Yarali bolgenin distalinde
ise aksonal yapinin tamamen bozulmasi ile karakterize olan Wallerian dejenerasyonu
meydana gelir(Quan, 1999).

Hiicresel cevaplarin biiytlikliiglindeki degiskenlik sinir ve onu saran
dokulardaki travmanin siddetiyle paralel bir iliski igerisindedir. Sinir rejenerasyonu,
olusan yaralanmanin siddeti, skar dokusunun biiylikliigii ve aksonun yarali bolgeye
ulagsmasindan 6nce gecen siire gibi pek ¢ok faktore bagli olarak degisiklik gdsterir
(Quan, 1999; Burnett ve Zager, 2004).

Periferik sinirler, ndronlar ve Schwan hiicrelerinden meydana gelirler. Schwan
hiicreleri periferik sinir rejenerasyonunu destekler. Molekiiler yolaklar ve onlarin
fizyolojik rollerinin anlasilmasindaki son gelismeler ndrotrofik faktorlerin sinir sistemi
rejenerasyonu ve onariminda 6nemli rol oynadigin1 géstermektedir. MKH’ler norotrofik
faktorlerin sekresyonunu artirma 6zelliklerinden dolayi sinir harabiyetinde farkli tedavi
secenekleri olabilirler. MKH’ler sinir hasarmin diizeltilmesinde artirici etkiye sahiptirler.
Bu etkilerini norotrofik faktorlerin salintmini arttirmalarinin yanmi sira Schwan hiicre
etkilesimleri yolu ile de saglayabilirler(Pan ve ark., 2006; Shimizu ve ark., 2007; Pan ve
ark., 2007; Wang ve ark., 2009; Cheng ve ark., 2010).

Biz de calismamizda siyatik sinir zedelenmesindeMKH lerinyerel olarak farkl
zamanlarda uygulanmasinin sinir rejenerasyonu iizerindeki etkilerinin arastirilmasini

hedefledik.



II. GENEL BILGILER
II.A. Kok Hiicrenin Tanimi:

Organizmay1r meydana getiren hiicreler c¢ogalma, biliyiime ve bdliinme
Ozellikleri bakimindan birbirlerinden farkliliklar gostermektedir. Bu farkliliklar
organizmada gerekli olan fonksiyonlarin diizgiin sekilde yerine getirilebilmesini saglar.
Bunun i¢in, ¢ogalma, olgunlagma, go¢ etme ve faklilasma 6zellikleri bir arada ve belirli
bir diizen igerisinde olmalidir. Organ ve dokularin ihtiyaci olan hiicrelerin iiretilmesini
ve bu iretimin siirekliliginin olmasini organizmada kok hiicreler saglar (Minguell ve
ark., 2001; Inan ve Ozbilgin, 2009).

Kok hiicreler uzun siire farklilasmadan bdliinebilen, kendisini yenileme
kapasitesine sahip, gerektiginde baska hiicre tiplerine doniisebilen ve hasarli dokuya
transplante edildiklerinde o dokunun islevselligini kazanabilen hiicrelerdir. Doku ve
organlardaki olgun hiicrelerin boliinmesi sonucu yine bu hiicrelerin benzerleri olusurken
kok hiicreler aldiklart sinyallere gore farkli hiicrelere farklilasabilirler (Can ve
Karahiiseyinoglu, 2009).

Laboratuvarda hiicre calismalar1 1968 yilinda Edwards ve arkadaslar
tarafindan insan ovumunun In Vitro Fertilizasyon-Embriyo Transferi (IVF-ET) ile
baslamis, 1981 yilinda Evans ve Kaufman’in fare embriyonik kok hiicrelerini elde
etmeleriyle hiz kazanmistir. Thomson ve arkadaslarinin bagiglanmis embriyolardan ilk
insan embriyo kok hiicre serilerini elde etmesi ise bu alanda ¢i1gir agmistir (Edwards ve
ark., 1969; Evans ve Kaufman, 1981; Thomson ve ark., 1998; Cetiner, 2006; Inan ve
Ozbilgin, 2009).

Bir hiicrenin kok hiicre olarak tanimlanabilmesi i¢in belirli kriterlere sahip
olmas1 gerekir. Bu kriterlerin saptanabilmesi i¢in 2001 yilinda “Doku Kok Hiicreleri
Calisma Grubu” tarafindan bir toplant1 yapilmistir. Bu toplantida mevcut tanimlamalar
ve Ozellikler gozden gegirilerek tanimlama ve kriterler i¢in ortak karar alinmistir
(Verfaillie ve ark., 2002; Karadz ve Ovali, 2004; Karadz, 2010a). Bu tanimlamaya gore
kok hiicreler:

1. Fonksiyonel olarak 6zellesmemistir.

2. Potansiyel olarak heterojendir.

3. Uygun bir mikrogevre (niche)’ye yerlesebilir.

4

Cogalabilme 6zellikleri vardir.



5. Cok sayida farklilagmis yeni hiicre olusturabilir.

6. Uzun zaman dilimleri boyunca boliinebilme ve kendilerini yenileyebilme
yetenegine sahiptir.

7. Hasarli dokuyu fonksiyonel olarak tekrar olusturabilir.

8. In vivo olarak doku hasar1 yokken bile farklilasmis kusaklara katki
saglayabilir.

9. Bu 6zelliklerini esnek ve geri dontisiimlii olarak kullanir.

Kok hiicreler bulunduklar1 dokudaki fonksiyonel hiicreler gibi gorev
yapamazlar. Ancak ihtiya¢ durumunda kendileri cogalamayan bu hiicrelere (kan, kalp,
kas, sinir vb.) doniiserek kaynaklik edebilme Ozelliklerine sahiptirler. Biitiin kok
hiicrelerin diger islevsel doku hiicrelerinden farkli olarak ¢ok sayida bdliinebilme,
cogalabilme ve kendini yedekleyebilme yetenegi vardir. Bu o6zelliklerini durdurup
sessiz hale geldiklerindepotansiyel kok hiicre olarak adlandirilirlar. Bu potansiyel kok
hiicreler tekrar dongiiye girerek ¢ogalabilme ozelliklerini geri kazandiklarinda gercek
kok hiicre olarak isimlendirilirler. Kok hiicreler sahip olduklar1 bu 6zellikler ile
bulunduklar1 dokulardaki sayilarini belli bir oranda tutup gerekli oldugu hallerde
cogalarak doku veya organin ihtiyaci olan hiicreleri olusturabilirler(Loeffler ve Roeder,
2002; Karadz ve Ovali, 2004; Bayik, 2009; Karaoz, 2010a).

Kendini yenileme ve g¢ogaltabilme 6zelligine sahip olmayan ve sadece tanimli
bir veya iki hiicreye doniisebilme ozelliginde olan hiicrelere ise Onciil (prekiirsor,
progenitor) hiicre denilir. Bu hiicrelerin kok hiicrelerden farki bir kez boliindiikten sonra
kaynak hiicre 6zelliklerinin sadece sinirli bir kismini gosterebilmeleridir (Loeffler ve

Roeder, 2002; Karadz ve Ovali, 2004; Bayik, 2009; Karaoz, 2010a) (Sekil 1).

Progenitor Hucre
{Orn. Myeloid
progenitd r hucre)

Farklilasmis hucre
(Orn. no trofil

S

Farklilasmis hicre
(Orn. eritrosit)
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Sekil 1: Progenitdr hiicreden farklilagmis hiicrelerin olugsmasi (The National Institutes of Health resource

for Stem Cell Research’den uyarlanarak, 2001)

Kok hiicreler kendilerini yedekleyebilmelerini asimetrik boliinme ile saglarlar.
Asimetrik boliinme kok hiicre 6zelliginin devamliliginin saglanmasinda 6nemlidir.
Asimetrik boliinmede kok hiicrenin béliinerek meydana getirdigi iki kardes hiicreden bir
tanesi kok hiicre olarak kalip kendi 6zelliklerini siirdiirmeye devam ederken, diger
kardes hiicre hizla dokuya ait olan 6nciil hiicreye ve buradan da farklilasarak islevsel

hiicreye doniisiir (Oktem ve Altay, 2009) (Sekil 2).

Kok Hucre

Kok Hucre
{(Orn. hematopoietik /

kok hucre)

Farklilasmis hucre
\ (Orn. noron)

Sekil 2: Asimetrik boliinmeyle kendini yenileme ve farklilasmis hiicre eldesi (The National Institutes of

Health resource for stem cell research’den uyarlanarak, 2001)

Kok hiicrelerin farklilasip yasamlarini devam ettirdikleri mikrogevre ya da yatak
anlamina gelen siirh fizyolojik ¢evreye “niche”(nis) denir. Giinlimiizde mikrogevrenin
sadece kok hiicrelere degil ortamdaki diger hiicrelere de yataklik ettigi ve kok hiicrelerin
farklilagmasin1 da igeren bir ¢ok iletim sinyallerini i¢ceren komplike bir yap1 oldugu
bilinmektedir (Can, 2007; Karadz, 2009). Mikrogevreler kok hiicrelerin korunmasinin
yani sira doku homeostazini ve onarimini saglamak i¢in gerekli olan kok hiicre
aktivitesini diizenlemeye yardimci olan molekiiler sinyallerin {iretiminde de rol alirlar
(De Bari ve ark., 2006).

Memelilerdeki kok hiicre mikrogevreleri gesitlidir (Sekil 3). Mikrogevre

hiicreleri ile fiziksel etkilesimler, kok hiicre mitozu sirasindaki boliinme diizlemi ve



mikrogevrelerde aktif olan yolaklar (Wnt, Notch), kok hiicrenin simetrik ve asimetrik
boliinme arasindaki dengeyi ve bunun sonuglarin1 kontrol altinda tutar. Bu olaylardaki
eksiklik veya fazlalik doku onariminda yetersizlik veya tiimor ile sonuglanabilir (De

Bari ve ark., 2006).

(a) (b) (c)
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Sekil 3:a. Kemik iligindeki hematopoietik kok hiicre (HSC) mikrogevreleri. Trabekiiler kemik (TB) b.
Ince barsakkok hiicre mikrogevresi. Bazal lamina (BL) ¢. Deride, kil follikiilii Mikrogevresi. Yag
bezleri (SG), derma papilla (DP) sinir lifleri (NF) epidermis (EP) kan damarlar1 (BV) (De Bari
ve ark.’dan, 2006)

Kok hiicrelerinin de ¢ogalma ve bdliinebilme kapasiteleri sinirsiz degildir.
Organizmadaki hiicrelerin boliinme kapasitelerini belirleyen faktorlerin  basinda
dogrusal kromozomlarin ucunda bulunan ve “telomer” olarak adlandirilan kisa DNA
tekrar dizileri ve birlikte bulunduklar1 protein yapilar gelir. Telomerler;

1. Normal bir yasam dongiisii igerisinde gerekli olan hiicresel fonksiyonlarin

yerine getirilebilmesi i¢in yeterince bdliinebilmeyi saglarken

2. Aym zamanda kontrolsiiz sekilde asir1 hiicre ¢ogalmasini ve timor

olusumunu engellemek i¢in gerekli olan secgici baskiy1 olustururlar.

Bu iki olusum arasindaki dengeyi saglamak i¢in telomerin sahip oldugu asgari
uzunlugu korumaya yetecek seviyede tutulmasi gerekmektedir (Karadz, 2010a).

Kok hiicreler fonksiyon olarak 6zellesmis hiicrelere kaynaklik edebilirler. Bu

olaya farklilasma (diferansiyasyon) denir. Kok hiicreler birden fazla hiicre tipine



farklilasabilirler. Farklilasabilme yeteneklerinin derecelerine ve kok hiicrelerin
ozelliklerine gore; totipotent, pluripotent ve multipotent olarak adlandirilirlar (Karadz
ve Ovali, 2004; Bongso ve lee, 2005; Can, 2009; Karadz, 2010a) (Sekil 4).

Totipotent kok hiicreler: Smirsiz farklilasma ve farkli yonlere gidebilme
ozelliginde olan kok hiicrelerdir. Bu kok hiicreler embriyo, embriyo disi membranlar ile
embriyo sonrasi tiim doku ve organlar1 olusturabilecek kapasitededirler. Tek totipotent
kok hiicre tam bir birey olusturabilir. Bu hiicreler, erken embriyonik dénemdeki ilk

sekiz hiicredir ve blastomer olarak adlandirilirlar (Tablo 1).

Cesitli kdk hidcre tipleri
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Sekil 4:Cesitli kok hiicre tipleri (Karadz ve Ovali’dan, 2004)

Pluripotent kok hiicreler: Erken embriyonik donemin yaklasik 5. giinlinde
blastomerler blastokist adi verilen i¢ bosluklu mikroskobik hiicre topluluklarina
doniismeye baslarlar. Blastokist ii¢ ana yapidan meydana gelir. Ilki dis tabakayi
olusturarak blastokisti ¢evreleyen trofoblast olarak adlandirilan hiicrelerdir. ikincisi
trofoblastlarin i¢ kisminda kalan blastosol olarak adlandirilan bosluk ve son olarak da
embriyoblast olarak adlandirilan I¢ Hiicre Kitlesi (Inner Cell Mass; ICM)’dir. Iste bu i¢
hiicre kitlesinden olusan hiicreler viicudun endoderm, ektoderm ve mezoderm denilen
ii¢ embriyonik tabakasindan koken alan yaklasik 270 farkli tiir hiicreye doniisebilecek
kapasitededir. Bu o6zellige sahip olan kok hiicreler pluripotent kok hiicre olarak

adlandirilirlar. Pluripotent kok hiicreler gebeligin devamini saglayan hiicrelere



kaynaklik edebildikleri halde tek baslarina yeni bir birey meydana getiremezler (Tablo
1).

Multipotent kok hiicreler: Gelisimin ilerledigi fetal donemde daha o6zel
gorevlere sahip eriskin kok hiicreler olusur. Bu hiicreler sadece i¢inde bulunduklari
dokunun hiicre tiplerini olusturabilirler. Boyle kok hiicreler multipotent kok hiicre
olarak adlandirilirlar. Kemik iliginde bulunan kirmizi ve beyaz hiicrelere kaynaklik
eden Hematopoietik Kok Hiicreler (HKH) ile fibroblastlara, osteoblastlara, tenositlere
kaynaklik eden Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH) bu gruba 6rnek olarak verilebilir
(Kansu, 2005; Bongso ve Lee, 2005; Can, 2009; Karadz, 2010a) (Tablo 1).

Tablo 1: Kokenlerine, farklanma etkinliklerine veya farklanma yonlerine goére kdk hiicre tiirleri

Embriyonik kok hiicreler (EKH), Yetiskin kok hiicreler (YKH) (Can’dan, 2009)

Isim | Hiicre Tipi (Yerlesim) E?lzmﬁgrla Farklanma Yénu

EKH | Morula agamasindaki hiicreler Totipotent Embriyon ve embriyon digi tabakalar
Blastokist asamasindaki i¢ hucre kitlesi ‘ Embriyon gévdesi (tim somatik ve

EKH | hicreler Pluripotent | gorm hijcraler

Pluripotent Endoderm, mezoderm ve ektoderm

EKH | Gastrula agamasindaki epiblast hicreleri hicrelerd

EKH Ekloderm, endoderm ve mezoderm Pluripotent

. ) Tam somatik hiicreler
hiicreleri

) Hucrenin bulundugu dokuya gore bir
YKH | Gzgin doku hicrele Mutipotent | Veya daha fazla tiirde hiicre
(6rn. hematopoetik kok hiicre)

Bir hiicre tipi (0rn. kas dokusundaki
uydu hlcreler)

YKH | Birdokudaki yerlesik hiicreler Unipotent

Son yillardaki caligmalara kadar kok hiicrelerin sadece iginde bulunduklar
dokuya ait fonksiyonel hiicreleri olusturabildigi sanilirdi. Ancak son yillarda yapilan
caligmalarda kok hiicrelerin sadece bulunduklar1 dokudaki hiicrelere degil uygun ortam
ve uyaranlar ile baska doku hiicrelerine de déniisebildikleri gdsterilmistir. Iste kok
hiicrelerin uygun mikrogevre ortamlarinda farkli hiicre tiplerine doniisebilme 6zelligine
dontisim  (plastisite) adi1 verilir. Kok hiicrelerin bu doniislim yetenegini
gerceklestirebilmeleri icin ya degisik dokularda bulunan kok hiicrelerin baska
dokulardabulunan kok hiicreler ile ayni 6zelliklere sahip multipotent hiicre olmalari ya

da daha sonraki donemlerde kullanilabilmeleri i¢in yedekte tutulmalar1 gerekir. Bir



diger yol ise gereksinim duyuldugunda farkli gorevler yapabilecek in-vivo
programlanma yeteneginde olmalaridir (Avcu, 2006; Bayik, 2009).

Kok hiicrelerin plastisiteyi gerceklestirebildigini sdyleyebilmek igin,

e Hiicrelerin tanimlanmalarin1 saglayan hiicre belirteglerinin degismis olan
hiicrenin kokeni hakkinda bilgi verebilmesi,

e Farklilasan hiicrenin farklilastigi doku hiicrelerinin fenotipik ve morfolojik
Ozelliklerini gosterebilmesi,

e Doniistiigli dokunun islevsel olarak tiim gorevlerini yerine getirebilmesi
gerekmektedir(Wurmser ve Gage, 2002; Verfaillie ve ark., 2002; Karadéz ve
Ovali, 2004; Bayik, 2004; Avcu, 2006; Kansu, 2007).

Kok hiicrenin temel biyolojisini anlamak i¢in, kendini yenileme (self-renewal),
cogalma (proliferasyon) ve farklilasma (diferansiyasyon) fonksiyonlarini agiklayan
mekanizmalarin  anlasilmasi  gerekmektedir. Bu mekanizmalarin  basamaklari
sOyledir(Quesenberry ve ark., 2002; Giines, 2005; Bongso ve Lee, 2005) (Sekil 5):

e Baslatial sinyal: Yazilim(transkripsiyon) faktorlerinin farklilasmay1 baglatmasi
icin gerekli olan sitokin, kemokin veya adezyon reseptorlerinin eksternal olarak
uyar1 olusturmasi,

e Kromatinin yeniden yapilanmasi (remodelling): Kok hiicre c¢ekirdek
kromatininde transkripsiyon faktorlerinin etkisiyle yeniden yapilanmanin
olusturulmasi,

e Transkripsiyon aktivasyonu (uyarilma): Kok hiicre ¢ekirdek DNA’sina daha
fazla transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi,

e Yeni gen ekspresyonu (ifadelenme): Kok hiicrenin DNA’sindaki bu
degisiklikler sonucunda yeni gen veya genlerin ekspresyonu ile kok hiicreden
ilgili dokuya 6zgii yeni hiicre olugsmasi.

Bu olaylarin tamami hiicre dongilisii  icerinde farkli zamanlarda
gerceklesmektedir. Kok hiicrenin farklilagmasinin saglanabilmesiancak bu ddéngiiniin
degisik fazlarina etki eden adezyon reseptdrleri ve sitokinler gibi faktorlerin etkisi ile

gerceklesir.
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Sekil 5:Ko6k hiicre farklilasmasiniagiklayan teori (Giines’ten, 2005)

Kok hiicrelerin plastisite yetenegini agiklayan mekanizmalar ise sOyle

siralanabilir (Sekil 6):

1) Yetiskinlerdeki ¢cogu dokuda (beyin, kemik iligi, goz, akciger, burun, pankreas,
deri vb.) potansiyel kok hiicreler vardir. Bu kok hiicreler farkli 6zelliklere sahip
olabilirler. Hasarlanma ve zedelenme gibi gereklilik hallerinde doku ve organin
islevsel hiicrelerine farklilasirlar. Buna 6rnek olarak HKH verilebilir (Bayik,
2004; Ural, 2006a)

2) Doku ve organlarda hem pluripotent hem de multipotent kok hiicreler vardir. Bu
kok hiicreler farkli bir doku veya organa ait kok hiicre fenotipini kazanabilir ve
bazi durumlarda mezoderm, ektoderm ve endoderm hiicreleri birbirine
degisebilir. Gelisimini tamamlamis bir doku veya organdaki hiicrelerin ¢ogu
belirli bir gorev icin farklilasmis ve fenotipik Ozellikler olarak benzer
fonksiyonel hiicrelerdir. Bu hiicrelere olan gereksinim artinca ya mitojenlerin
salinimiyla hiicre boliinmesi uyarilir (karaciger hiicreleri, damar endotel

hiicreleri, iskelet kasi hiicreleri) ya da kok hiicrelerden gelen yeni nesil hiicreler
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3)

4)

bu islevsel hiicrelerin (kan hiicreleri) yerini alir. Bu mekanizmaya 6rnek olarak
olarak da bircok farkli doku hiicresine doniisebilen Multipotent Eriskin Onciil
Hiicre (Multipotent Adult Progenitor Cell; MAPC) verilebilir (Pinarli, 2009;
Karaoz, 2010b).

Transdiferansiyasyon, farklilasmis bir hiicrenin farkli bir dokuya ait baska bir
hiicrenin fenotipini kazanmasidir. Ornek olarak normal gelisim sirasinda yemek
borusundaki diiz kaslardan iskelet kaslarinin  olusumu verilebilir.
Transdeterminasyon ise bir kok hiicrenin farkli bir dokuya ait kok hiicreye
doniistimiidiir. Hiicrelerin gelisimsel sinirhiliklarindan bagimsiz olarak onceki
fenotiplerine donlismesi geri yonde farklilasma(dediferansiyasyon) olarak
tanimlanirken bu 6nceki ilkel formdaki hiicrenin uygun ¢evresel sartlar, humoral
ve hiicresel sinyallerle ileri yonde tekrar farklilasmasina da rediferansiyasyon
denilir. Bu tanimlamalara 6rnek olarak semenderlerde bir ekstremitenin
kesilmesi sonucunda o bolgedeki kas hiicrelerinin dnce dediferansiye olarak
ilkel Onciil hiicre haline gelmesi ve sonra bu durumdan rediferansiyasyon ile
kesilen ekstremitenin kemik, kikirdak, kas ve deri dokusunu olusturmasi
verilebilir (Loeffler ve Roeder, 2002; Giines, 2005; Karaoz, 2010b).

Kok hiicre plastisitesini agiklamaya ¢alisan bir bagka kavram ise hiicre fiizyonu
(kaynasma) dur. Verici hiicrelerin, alict hiicreler ile fiizyona ugramasi sonucu
her iki hiicrenin 6zelliklerine sahip olan tetraploid (4n) hiicreler olusur. Hiicre
flizyonu sadece tetraploidiyi kaldirabilecek hiicrelerde (kas, hepatosit,
kardiyomiyosit, purkinje hiicreleri vb.) olusabilir. Hiicre flizyonu hem in vitro
hem de in vivo olarak g¢alismalarla gosterilmistir (Wurmser ve Gage, 2002;

Alvarez-Dolado ve ark., 2003; Verfaillie, 2009)
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Sekil 6: Kok hiicre plastisitesini agiklayan hipotezler (Karadz’den, 2010b)

Yapilan ¢alismalarda, kullanilan kok hiicrelerin plastisitesinin kanitlanabilmesi
i¢cin degisik yontemler ve yaklasimlar kullanilmistir. Kullanilan bu yontemlere bakacak

olursak in-vitro ve in-vivo olarak iki alt baglik halinde toplandiklarini goriiriiz (Kotton

ve ark., 2001; Jiang ve ark., 2002; Karaoz, 2009; 2010b).

1) In-vitro yéntemler:

¢ Kiiltiire kosullarinin diizenlenmesine yonelik,

e Genomu degistirmeye yonelik (genetik modifikasyonlar),

e Farkli hiicre ve dokular ile yapilan ko-kiiltiirlere yonelik.

2) In-vivo yéntemler:

e Genotipik fakliligi olan bireyler (XX, XY) arasindaki doku ve organ
nakilleri sonrasinda verici genotipinin (Y+) alict doku ya da organda
laboratuar islemleri [Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain
Reaction; PCR), Floresan In Situ Hibridizasyon(Fluorescence In Situ
Hybridization; FISH)]ile gosterilmesi,

e Yine genotipik faklilig1 olan bireyler (XX, XY') arasindaki kordon kani,

periferik kan ve kemik iligi nakilleri sonrasinda verici genotipinin (Y+)

alicinin degisik doku ya da organlarinda kimerik olarak gosterilmesi,

e In-vitro olarak hiicre iseretleyicilerle [Yesil Floresan Protein (Green

Fluorescent Protein; GFP)] isaretlenen kok hiicrelerin ilgili doku ya da

organa nakillerinden sonra nakledilen dokuya doniisiimiin gosterilmesi,
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GFP veya LacZ genini ekspresse eden erigkin kok hiicrelerin hasarli ya
da saglikl alicilara nakli sonrasinda nakledilen dokularda takip edilmesi
Eriskin kok hiicrelerin (kemik iligi kok hiicre) mobilizasyonu yapilarak
kaynaklandigi dokudan farkli dokulara doniigiimiiniin kimerizm ile
beraber gosterilmesi,

Degisik hiicre isaretleyicileri (GFP, LacZ) ile isaretlenen kok hiicrelerin,
alic1 doku veya organdaki son durumlarinin izlenmesi,

Farkli tiirler arasindaki (insandan hayvana) nakiller sonrasi, verici
hiicreye ait antijenik yapilarin alicinin dokularinda gosterilmesi,

Anne dokularinda genotip uyumsuz fetal hiicrelerin gosterilmesidir.

I1. B. Kok Hiicrelerin Elde Edilme Kaynaklar: veCesitleri

Kok hiicrelerin elde edilmesi i¢in kullanilan iki temel kaynak vardir. Bunlar
(Verfaillie ve ark., 2002; Karaz ve Ovali, 2004; Bongso ve Lee, 2005; Inan ve
Ozbilgin, 2009) (Sekil 7):

Gelisimin erken donemlerinde blastokistin ICM’den elde edilen
Embriyonik Kok Hiicreler (EKH) ve
Dogum sonrast donemlerde elde edilen embriyonik olmayankdk

hiicrelerdir.

1) Embriyonik kok hiicre kaynaklari:

IVFamaciyla elde edilen ve kullanilmayan embriyolar,
EKH elde edebilmek amaciyla olusturulmus embriyolar,

Diisiik materyalinden elde edilen fetal doku.

2) Embriyonik olmayan kok hiicre kaynaklari:

Aseksiiel ireme (parteogenez) ile elde edilen partenot hiicreleri,
Plasenta ve gobek kordonu kok hiicreleri,
Fetus kok hiicreleri,
Dokulara 6zgii kok hiicreler (eriskin kok hiicre).
A. Germ hiicrelerinden kaynakli kok hiicreler,
a. Oogonial kok hiicre,
b. Spermatogonial kok hiicre.

B. Somatik hiicrelerden kaynakli kok hiicreler,
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a. Mezenkimal kok hiicre,
— Kemik iligi stromasindan koken alan MKH
(KIMKH),
— Kemik iligi disindaki organ ve dokularin
stromasindan koken alan MKH.
b. Hematopoietik kok hiicre,
— Kemik iliginden koken alan HKH,
— Kordon kanindan koken alan HKH,
— Periferik kandan koken alan HKH.
Epidermal kok hiicre,

e o

Karaciger kok hiicreleri,
Adiposit (yag dokusu) kok hiicreleri,
Kardiomiyosit (kalp kas1) kok hiicreleri,

Noronal kok hiicreler,

5= @ oo

GO0z kok hiicreleri,

—

Bagirsak kok hiicreleri,
j. Pankreas kok hiicreleri,

k. Diger doku kok hiicreleri.
e Kadavra kaynakl kok hiicrelerdir.

iNSAN KOK HUCRELERI

l I

Embriyonik Embriyonik olmayan
Blastosit Gonadal ridge Fetal Siit Cocugu Eriski
(5-7 giin) (6 hafta)
| | - . Germ hilcre Somatik
Embriyonik Embriyonik Abortus Umbilikal ‘Wharton jeli
kik hiicreler  germ hiicreler  (Fetal dokular) kordon kam

Fetal kik hiicreler Umbilikal kordon Umbilikal kordon  Spermatogon  Qogon
kam: kitk hiicreleri  matriks kok hiicreleri

Hematopoetik Mezenkimal Karaciger  Epidermal Nironal Giz Bagirsak Pankreas
I (cilt, sag)
) Kemik iligi
Kemik iligi Periferik kan  gp00a0)
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Sekil 7: Insan kok hiicre kaynaklari (Bongso ve Lee’den, 2005)

I1. B. 1. Embriyonik Kok Hiicre

Embriyonik kok hiicreler erken embriyonik gelisimin blastokist asamasindaki i¢
hiicre kitlesinden elde edilirler. EKH arastirmalarinin baslangicini teratoma ve
teratokarsinoma calismalar1 olusturur. Bu tiimdrlerden elde edilen kendini yenileme
ozelligi bulunan hiicrelerin bagisiklik sistemi baskilanmis deney hayvanlarinda tiim
dokular1 olusturabildigi ve in-vitro olarak da ¢ogaltilabildikleri goriilmiistiir (Martin ve
Ewans, 1975). Daha sonraki ¢alismalarda fare blastokistlerinin i¢ hiicre kitlesinden elde
edilen hiicrelerin tanimlanmasiyla EKH caligmalar1 hizlanmistir (Evans ve Kaufman,
1981; Martin, 1981). 1998 yilinda ise potansiyel olarak sinirsiz sekilde ¢ogalabilen,
istenilen her hiicre tipine déniisebilen insan Embriyonik Kok Hiicreleri (iEKH)
Thomson ve arkadaslar1 tarafindan elde edilmislerdir. Elde edilen EKH’ler in-vitro
ortamda kararli bir sekilde ve uygun sartlar altinda yiiksek oranlarda ve hizla her ii¢
germ tabakasindaki hiicre tiplerine farklilagabilmislerdir (Thomson ve ark., 1998; Elg¢in,
2009) (Sekil 8).

Thomson ve arkadaslarimin yaptiklar1 bu ¢alismaya gore iEKH’ler mutlaka
gomiilme Oncesi (preimplantasyon) donemdeki embriyodan alinmali, farklilasmadan
uzun siireli ¢ogalabilmeli ve uzun kiiltiir stirelerinde bile {i¢ germ yapragina

farklilagsabilme yeteneklerini kaybetmemelidirler.

Normal Gelisim/ IVF |

Tigod Blastokist

| “Erl.H Dizilerinin ﬂluq‘luu.'ulm.“l

l

Fiun
bk
hdiers liibeH

Sekil 8: iEKH dizilerinin elde edilmesi (El¢in’den 2009)
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iIEKH bir¢ok hiicre tipini olusturabilir. Bunlar arasinda kardiyomiyositler,
epitelyum hiicreleri, hematopoietik hiicreler ve sinir hiicreleri sayilabilir. Ama ¢ogu
hiicre tipine farklilasma heniiz gosterilememistir. Farklilagsmis hiicrelerin fonksiyonel
oldugu ise ¢ok az ¢alismada kanitlanabilmistir (Smith, 2001; Verfaillie ve ark., 2002).

iEKH’lerin somatik hiicrelere oranla ¢ekirdek/stoplazma orani daha yiiksektir ve
bu hiicrelerde birden fazla ¢ekirdek¢ik bulunabilir. iEKH’leri 6zel kiiltiir ortamlarinda
ve uygun sartlarda farklilasmadan uzun siire ¢ogalabilirler. Farklilasmay1 engelleyen
sartlar ortadan kalktiginda ise hizla organizmayr olusturan tiim hiicre tiplerine
farklilagmaya baglarlar(Smith, 2001).

EKH’lerin kendilerini yenileyebilmeleri ve farklilasmadan ¢ogalabilmeleri temel
molekiiler programlar ve sinyal yolaklar1 ile kontrol edilir. Insan i¢ hiicre kiitlesinden
farkli olarak fare i¢ hiicre kiitlesi embriyon dis1 endoderm, mezoderm ve amniyona da
kaynaklik eder. Fare EKH’lerinin bulundugu ortama Losemi Inhibitér Faktor
(Leukemia Inhibitory Factor; LIF) veya bununla iligkili sitokinler eklendiginde
farklilagsmadan ¢ogalabilirler. LIF fare EKH’lerinin yiizeyindeki LIF reseptor ve gp 130
kompleksine baglandiginda Janus’a Bagli Tirozin Kinazi (Janus kinase;JAK)
aktiflestirir. Bundan sonra Sinyal iletimi ve Transkripsiyon Aktivatorii(Signal
Transducer and Activator of Transcription;STAT) fosforile olur. Bu yolagin aktive
olmasi fare EKH’lerinin ¢ekirdegini etkileyerek farklilagmadan c¢ogalmalarini saglar
(Smith, 2001; Cheung ve ark., 2003; O’Shea, 2004; Karadz, 2006; Vatansever, 2009;
Findikli, 2009) (Sekil 9).
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Sekil 9:Jak/STAT3 aktivasyon yolu ve RAS-Raf, MEK ve ERK yolu iizerinden farklilasmanin
veproliferasyonun kontroliif The National Institutes of Health resource for stem cell

research(http://stemcells.nih.gov/info/2001report/chapter4.asp.)’den, 2001]

Farklilagsmanin saglanmasi ise ortamda LIF’in olmamasi ile RAS/MEK/ERK
yolag1 iizerinden gerceklesir (Smith, 2001; Cheung ve ark., 2003; O’Shea, 2004;
Karadz, 2006; Vatansever, 2009; Findikli, 2009) (Sekil 9).
Tim EKH’lerin ortak baz1 6zellikleri vardir. Bunlar (Baharvand, 2004; Tiirksen,
2006; Karaoz, 2006):
e Kokenleri i¢ hiicre kiitlesidir.
e Telomeraz aktivasyonlar1 oldukg¢a yiiksektir. Bu sayede sinirsizca (pasajlar
boyunca) 6lmeden ve farklilagsmadan ¢ogalabilirler.
e Pasajlamalar (alt kiiltiir) sliresince kromozomal stabiliteye sahiptirler.
e Tek germ hiicresinden ¢ogalma (klonalite) 6zellikleri vardir.
e Eksternal olarak LIF verilmesi farklilasmanin engellenmesini saglar.
e Kendilerini yenileme (self renewal) kapasiteleri fazladir.
e Her ii¢ germ yapragina da doniisebilme yetenekleri vardir.

e In vitro olarak uygun sartlar saglandiginda somatik hiicrelere doniistiiriilebilirler.
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e in vitro farklilastirma yapilmadan kullamldiklarinda teratom olusumuna yol
acarlar.

e Pluripotentligin belirtegleri olan Stage-Spesifik Embriyonik Antijen-3(Stage
Specific Embriyonic Antigen-3; SSEA-3), Stage-Spesifik Embriyonik Antijen-
4(Stage Specific Embriyonic Antigen-4; SSEA-4), TRA-1-60, TRA-1-81,
Nanog, Sox-2, Rex-1, FGF-4 ekspresyonlarini saglarlar.

e Hiicre dongiisiinde G1 kontrol noktast yoktur ve émriiniin ¢ogunu S sathasinda
gecirirler.

Embryoid cisim (EB) olusturmak EKH’lerin farklilasmasin1  saglayan
yontemlerden birisidir. Bunun saglanabilmesi i¢in LIF eklenmemis kiiltiir ortam1 veya
kiiltiir ortaminin besleyici tabakadan uzaklastirilmasi gereklidir. Olugan EB’ler kiire
seklindedirler ve ii¢ germ tabakasindan da hiicre icerirler. EKH’lerin pluripotent
oldugunun gosterilmesinin en iyi yolu organizmaya verildiginde bu hiicrelerin ¢esitli
dokulara doniisebildiginin gosterilmesidir. Ahlaki ve yasal nedenlerden dolay1r bu
islemin insanlar lizerinde uygulanmasi miimkiin degildir. EKH’ler immiin yetersiz bir
fareye verildiginde, her lic germ tabakasini da olusturan teratomlar gozlenmistir.
(Thomson ve ark., 1998; Ural, 2006b).

EKH’ler ile ilgili olarak yapilan bu aragtirmalar 1s18inda glinlimiizde ve ileriye
yonelik olarak elde edilen bazi ¢ikarimlar vardir. Bunlar arasinda (Petersen ve Terada,
2001; Daley ve ark., 2003; Baharvand, 2004; Karadz ve Ovali, 2004; Bongso ve Lee,
2005):

e Insan gelisimi sirasinda meydana gelen olaylara ait bilgilerin agiklanabilmesi,

e Kisirlik ve konjenital defektlerin saptanmasinda yardimci olmasi,

e Gen tedavisi ve gen miithendisliginde kdk hiicre avantajlarindan yararlanilmasi,

e Kanser hiicreleri ile kok hiicreler arasindaki benzerlikler nedeni ile kanser
mekanizmasinin anlasilmasinda katki saglayarak ileride kansere yonelik tedavi
protokollerinin olusturulmasina yardimci olmast,

e Hiicre kaynakli tedavide faydalanilmak iizere doku ve hiicrelerin elde edilmesine
olanak saglamasi (omurilik zedelenmesi, kalp krizi, Parkinson vb.),

e Istenilen hiicre ve dokularin kolay elde edilebilmesi ile bu doku ve hiicrelere ait
hastaliklara kars1 yeni ilag ve tedavi arastirmalarinin kolaylikla yapilabilmesine

1zin vermesi sayilabilir.
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Biitlin bu gelismelerin ve beklentilerin yerine getirilebilmesi i¢cin EKH ile
baglantili bazi sorunlarin ¢oziilmesi gerekmektedir. Bu sorunlar arasinda; istenilen
hiicre tiliriinii yeterli say1 ve kalitede elde edebilmek icin kiiltiir sartlarinin standart hale
getirilememis olmasi, bagisiklik reddi problemine karsi stratejilerin  hala tam
sonuglanamamig olmasi, bu hiicrelerin teratom yapict etkilerinin ¢oziilememesi ve
tedavilerde istenilmeyen durumlarla karsilasildiginda uygulamaya son verilmesi

sayilabilir (Karadz ve Ovali, 2004; Tiirksen, 2006).

I1.B.2 Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler
I1.B.2.a. Eriskin Kok Hiicreler

Somatik kok hiicre olarak da adlandirilan Eriskin K6k Hiicre (ERKH)’ler eriskin
dokularda bulunan farklilasmamis hiicrelerdir. ERKH’ler gereksinim durumunda
bulundugu dokulardaki oncli hiicrelere ve farklilasmis fonksiyonel hiicrelere
doniisebilme potansiyeline sahip multipotent kok hiicrelerdir. EKH’lere nazaran
gelisimin  daha sonraki donemlerinde goriliirler ve kendilerini yenileyebilme
kapasiteleri de daha siirhidir. Alict immiin  sistemine uyum gosterirler ve
teratokarsinom olusturmazlar. ERKH’ler laboratuarlarda uygun ortam ve sinyaller ile
farkli hiicre tiplerine dontisebilirler (Karadz ve Ovali, 2004; Caplan, 2009; Inan ve
Ozbilgin, 2009).

ERKH’lerin fizyolojik asil islevi biyolojik, molekiiler ve genetik 6zellikleri ile
doku homeostasisini ve hasarlanmalardan sonra doku rejenerasyonunu saglamaktir.
Organizma olgunlasirken dokulardaki kok ve onciil hiicrelerin sayist da giderek azalir.
Bu yiizden ilerleyen yasla birlikte viicudun kendini onarabilme kapasitesi gittikce diiser.
Organizmada dokularin yenilenmesi (rejenerasyon) ve tamir edilmesi (reparasyon) iki
yolla saglanir. ilk yol, doku biinyesinde bulunan 6zellesmis hiicrelerin cogalmasini
(proliferasyon) uyarmaktir. Karaciger, endotel hiicreleri ve iskelet kaslart bu gruba
ornek olarak gosterilebilir. ikinci yol ise, dokularda bulunan kdk hiicrelerin 6zellesmis
doku hiicrelerine farklilagsmasidir. Bu hiicrelere en iyi 6rnek HKH’lerdir (Can ve
Karahiiseyinoglu, 2009; Camurdanoglu ve Kansu, 2009).

I1.B.2.b. Hematopoietik Kok Hiicreler
HKH eriskinlerden elde edilebilen az sayidaki kok hiicrelerdendir. Kan kdk

hiicrelerinin gereksinim durumunda kendini yenilemesi, ¢ogalmasi ve periferik kan
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hiicrelerine doniismesi islemine hematopoez denir. HKH’ler embriyogenezde
mezodermden koken alir ve embriyo kemik iligi, karacigeri gibi bolgelerde bulunur.
HKH’ler kemik iliginde mezenkimal kdkenli kok hiicreler ile beraber bulunurlar.
Eriskinlerde ise oncelikle kemik iligi olmak iizere kordon kanindan ve periferik kandan
elde edilebilirler. Kemik iliginden elde edilen kok hiicreler multipotentdirler ve farkl
bir¢ok hiicre tipine farklilasabilirler (Karaéz ve Ovali, 2004; Kansu, 2007; Zovein ve
ark, 2008; Camurdanoglu ve Kansu, 2009; Unal, 2009).

Kemik iliginde yerlesik olarak bulunan HKH’ler sorumluluklarini yasam
stiresince devam ettirirler. HKH’lerin tiim fonksiyonlarmi yerine getirebilmeleri
icerisinde bulunduklart HKH mikrogevresi tarafindan saglanir. Parankim ve stromadan
olusan kemik iliginde HKH’lerin farkli fonksiyonlarini diizenleyen iki ¢esit mikrogevre

vardir (Sekil 10).

Sekil 10: HKH’lerin fonksiyonlarin1 diizenleyen mikrogevredeki farkli etkilesimler (Camurdanoglu ve
Kansu’dan, 2009)

Kemik iligi stroma hiicreleri hiicreler arasi sinyallerle HKH’lerin kendilerini
yenileme ve farklilagsmasini diizenlerler. Bu hiicreler arasinda osteoblastlar, endosteal
mikrocevreyi olustururken endotel hiicreleri ise vaskiiler mikrogevreyi olusturlar.

Endosteal mikrogevre kemik yiizeyinde lokalize iken vaskiiler mikrogevre kemik iligi
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sinilizoitleri bodlgesindedir. Kok hiicre mikrogevre etkilesimleri HKH’lerin sessiz
kalmasi, kendini yenilemesi ve farklilagmasi arasinda bir denge saglar (Can, 2007;

Caplan, 2009; Ural, 2010).

I1.B.2.c. Karaciger Kok Hiicreleri

Karaciger viicudun diger organlarindan farkli olarak, %55-65 oranma ulasan
doku kayiplarinda bile rejenere olarak hayatin devamina olanak tanir. Bu
rejenerasyonda degisik mekanizmalar ve farkli kok hiicreler rol oynar (Tanaka ve ark.,

2011).

I1.B.2.d. Adiposit Kok Hiicreleri

Adiposit kok hiicreleri yag dokusundan elde edilen fibroblast benzeri
hiicrelerdir. In-vitro kosullarda adipojenik (yag), kondrojenik (kikirdak), osteojenik
(kemik) ve myojenik (kas) hiicrelere doniisebilirler. Doku miihendisliginde ve farkli

rejeneratif tedavide kullanilirlar (Yamada ve ark., 2007; Inan ve Ozbilgin, 2009).

I1.B.2.e. Kikirdak ve Kemik Kok Hiicreleri

Kemik dokusunda olugsan defektlerde kemikte bulunan osteoprogenitor
hiicrelerin katkis1 yeterince agiklanamamigtir. Kemik stromasinda yer alan MKH’ler
sartlar uygun oldugunda kemik ve kikirdak hiicrelerine doniisebilirler. Kikirdak
hasarlanmalarinda kikirdak kok hiicrelerinin sayillarinin  az ve rejenerasyona
katilimlarinin sinirli olmasi nedeniyle diger ¢evre doku kok hiicrelerinin de bu onarim

isleminde yer aldig1 sanilmaktadir (Kémiircii ve Ozkan, 2006).

I1.B.2.f. Sindirim Sistemi Epitel Kok Hiicreleri

Sindirim sistemi epitel hiicre yenilenmesi bag dokusu ile epitel arasindaki
etkilesim ile saglanir. Bu etkilesimde ve kontrolde kok hiicrelerin etrafindaki
mikrogevrenin etkisi biiyiiktiir. Yenilenme igsleminde yer alan sinyal yolaklari; Wnt/T-
Hiicre Faktorii-B-Katenin (TCF/-B-katenin), Notch, Sonic Hedgehog (SHH) ve Kemik
Morfogenetik Protein (Bone morphogenetic protein; BMP)’dir (Inan ve Ozbilgin,
2009).
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I1.B.2.g. Epidermal Kok Hiicreler

Erigkin derisindeki kil follikiilleri epidermis tabakasinda bulunur. Kil
follikiillerinin her birinde kok hiicreler bulunur. Bu kok hiicreler multipotentdirler.
Kendini yenileme 6zellikleri sayesinde hayat boyunca dokiilen deri hiicrelerinin yerine
yeni deri hiicre yapiminda, yara iyilesmesinde, her kil dongiisiinde ve follikiil

rejenerasyonunda énemli rol oynarlar(Inan ve Ozbilgin, 2009).

I1.B.2.h. Kardiyomiyosit (kalp kas1) Kok Hiicreler

Myokardin hasarlanmasi (myokard infarktiisli, iskemik kalp hastaliklar1 vb.)
durumunda kardiak progenitor hiicreler rejenerasyonu saglarlar. MKH’ler, HKH’ler ve
kahverengi yag dokusundaki kok hiicreler kardiyomiyositlere farklilasabilirler (Beltrami

ve ark., 2003).

I1.B.2.i. Mezenkimal Kok Hiicreler

MKH’ler konnektif (bag) dokunun temel hiicreleridir. ilk olarak 1976 yilinda
Friedenstein tarafindan tanimlanmislardir (Friedenstein ve ark., 1976). Tiim dokularda
destek hiicre gorevini iistlenen stromal hiicrelerin kdkenini olustururlar. Onceleri,
Koloni Olusturan Birim-Fibroblast (Colony Forming Units-Fibroblast; CFU-F) veya
kemik iligi stromal fibroblastlar1 olarak isimlendirirken giiniimiizde Uluslararasi
Hiicresel Tedavi Dernegi (International Society for Cellular Therapy; ISCT) tarafindan
mezenkimal stromal hiicreveya multipotent mezenkimal stromal hiicre olarak
tanimlanmalar1 6nerilmektedir. MKH’ler konnektif dokularin yani sira endodermal ve
ektodermal kokenli farkli dokulara doniisebilme yeteneklerinden dolay1 bir¢ok
aragtirmaci tarafindan halen mezenkimal kok hiicre olarak adlandirilmaktadirlar
(Karadz ve Ovali, 2004; Ural, 2009; Cetinkaya, 2009a; Karadz, 2010c; Can, 2010).

MKH’ler mezoderm kdkenlidirler ve bircok dokudaki bag ve destek hiicrelerine
(fibroblast, adiposit, tenosit, osteosit, kondrosit) doniisebilme 6zelligindedirler. Bunun
disinda in-vivo ve in-vitro ¢alismalarda uygun uyaranlarla hematopoietik olmayan
dokularin (karaciger, kalp, beyin, bobrek, akciger vb) parankim hiicrelerine
farklilagabildikleri de gosterilmistir (Kopen ve ark., 1999; Bianco ve ark., 2001;
Minguell ve ark., 2001; Kotton ve ark., 2001; Jiang ve ark., 2002; Verfaillie ve ark.,
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2002; Preston ve ark., 2003; Muraglia ve ark., 2003; Karadz ve Ovali, 2004; Can,
2010).

MKH’lerin elde edildigi en dnemli kaynak kemik iligidir. Bunun yani sira diger
doku ve organlarin stromalarindan (yag, tendon, snovyal membran, plasenta, amniyon
materyali, karaciger, umblikal kord, dis) da elde edilebilmektedirler (Karadz ve Ovali,
2004; Ovali, 2008a; 2008b; Karadz, 2010c).

Kok hiicreler i¢cin ana kaynak olan kemik iliginde MKH’lerin yami sira
mezoderm kokenli hematopoietik ve endotel hiicreleri de bulunmaktadir.Kemik iligi
aspirasyonunda 1x 10° mononiikleer hiicreye karsilik 2-100 arasinda degisen oranlarda
MKH bulunmaktadir (Ko¢ ve Lazarus, 2001; Chamberlain ve ark., 2007; Cetinkaya,
2009a; Karadz, 2010c).

ISCT tarafindan MKH’lerin tanimlayici 6zellikleri olarak (Dominici ve ark.,
2006; Yilmaz, 2008):

e Standart kiiltiir ortaminda plastige yapisabilmeleri,

e Belirli yiizey antijenlerini (CD105, CD73, CD90) tasirken bazi yiizey
antijenlerini (CD45, CD34, CD14 veya CDI11b/c, CD79, CD19, HLA-
DR) tasimamalar1 (Tablo 2),

e in-vitro  kosullarda kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine
farklilagabilmelerinin gosterilmesi dnerilmektedir.

MKH’ler goriintim olarak 1g seklinde ve fibroblast benzeri hiicre topluluklaridir.
Fibroblastlardan farkli olarak ¢ekirdekleri asimetrik degil simetrikdir (Dominici ve ark.,
2006; Yilmaz, 2008).

MKH’lerin fonksiyonlar1 arasinda, HKH’lerin stromaya tutunmasi, salgiladiklar
cesitli faktorler ile hematopoietik onciil hiicrenin islevsel olgun hiicreye farklilagsmast,
bu faktorlerin salinmasinin engellenmesi ile Go fazinda kalarak kok hiicre havuzunu
olusturmas1 ve diger dokulara hareketin (mobilizasyonun) ve gogiin (migrasyonun)
saglanmasi sayilabilir (Wilson ve Trumpp, 2006; Ugkan, 2007).

MKH’ler antijenik olarak kendilerine has bir belirte¢ tasimazlar. Fenotipleri ile
ilgili caligmalar daha c¢ok kiiltiir ortamlarinda c¢ogaltilmis hiicreler {izerinde
aragtirilmistir. Bu hiicreler hematopoietik hiicre belirtecleri (CD45, CD34, CDI14,
CDl11b/c) ve ko-stimiilatér molekiilleri (CD80, CD86, CD40) eksprese etmezler.
MKH’ler i¢in pozitif olan belirtecler ise; CD44 (HCAM-1), CD105 (SH2-endoglin),
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CD106 (VCAM-1), CD73 (SH3/4), Stro-1 (fibroblast ylizey belirteci), CD71
(transferin reseptor) ve CD90 (thy-1)’dir (Karadz ve Ovali, 2004; Yilmaz, 2008; Ovaly,
2008b; Cetinkaya, 2009a)(Tablo 2).

Tablo 2:MKH’lerin antijenik 6zellikleri ve tasidiklar1 adezyon molekiilleri (Yilmaz’dan, 2008)

Antijan (D numarasy  Eksprasyan Adazyon molakild 0 numarasz Eksprasyon
Hematopaietk kek hcre befirec (D34 Negatf ALCAN Cote8 Poritf
Leukocyte common anfigen CD45 Negat ICAM-1 (054 Pz
LPS reseptdr Co14 Nega ICAN-2 CO102 Pozitf
T lenfosit belirteci C03 Negallf E-Selektin COB2E Nggatif
B lenfosit elitec C18 Negat P-Selekth (D62P Negaf
HLA-DR Negatf -Selektin CDR2L Pozitif
Lewis X C015 Negallf VCAM C0106 Pozitf
T6 (D1a Negal Hyaluronats Reseptr G044 Poitf
Endoglin (SH2) (0108 Poif NGAM CD56 Potf
5'terminal nikleofidaz (SH3) C073 Poitf LFA3 (D38 Poitf
SHd 073 Poziif LFA! @ C011a Negati
Thy-1 090 Pozitif LFA-T B (018 Negatif
Buyume fakioru ve sitakin reseptorleri Cadherin 5 CO144 Negatit
Ierleukin-1 reseptte D121 Pt PECAN Co3t Nagat
Deukin2rsept 0025 Negal Ll D4t Po
ki esep o3 P hal (i P
Interlgukin-4 reseptdr (0124 Poitif Lrad Lot rulf

VL A-cd CD49d Negatif
Interl ukin-6 resaptdr (D126 Poziti

VLA (029 Poaitf
Interlgukin-7 reseptdr 0127 Poitif Beadngrh O -
Interfaron y reseptir COwi1g Poziti
TUmar ngkrcz ekt alfa resgplty (0120 Pl ALCAM : Actvated leukoeyte cell adhesion molecu
Fibroblast bilylme fakidr reseptdr Poziti AWM Intercellular adhesion molecule
Platelet kaynakl blyCme faddr resepter  CD1402 Pt VCA - Vascular cell achesion moleculs

VLA  Very late antigen
Transterin resepta o7t P y ey
LFA  : Lymphocyte function-associated antigen-1

PECAM :  Platelst endothelial cell adhesion molecule
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MKH’ler bir¢ok dokuda destek hiicresi olarak bulunurlar. Bu o&zellikleri
cercevesinde birgok molekiil sentezlerler. Bunlar arasinda; Graniilosit-Monosit Koloni
Uyarict  Faktor(Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor; GM-CSF),
Makrofaj Koloni Uyaric1 Faktor (Macrophage Colony-Stimulating Factor; M-CSF),
GraniilositKoloniUyarict Faktor (Granulocyte-Colony Stimulating Factor; G-CSF)gibi
biiylime faktorleri, reseptdrleri, sitokin olarak bazi interlokinler (IL-6, IL-7, IL-8, IL-11,
IL-12, 1IL-14 wv.b.), reseptorleri, adezyon molekiilleri, ekstraselliiler matriks
proteinlerinden bazilar1 (fibronektin, laminin, kollegen) ve bazi kemokinler [Stromal
Kaynakl1 Faktor (Stromal Derived Factor a-1; SDFa-1), Monosit Kemoatraktan Protein
(Monocyte Chemoattractant Protein;MCP-1) vb.] sayilabilir (Minguell ve ark.,
2001;Y1lmaz, 2008; Cetinkaya, 2009a)(Tablo 2).

MKH’lerin hasarli dokunun iyilestirilmesinde etkili olabilmesi i¢in Oncelikle
icinde bulunduklar1 kendi mikrogevrelerinden hasarli dokuya hareketi ve goci
gereklidir. Bunu saglayan uyar1 ise hasarli dokunun degisen mikrogevresidir. Hasarli
dokudan salinan SDFa-1, MCP-1 gibi solubl faktorler ve kompleman C3 bu olayda
onemli fonksiyona sahiptir. MKH’ler birka¢ farkli mekanizma ile hasarli dokunun
tamirine katkida bulunurlar. Bu mekanizmalar (Cetinkaya; 2009a; Bernardo ve ark.,
2009):

e Farklilagsarak dokuya 6zgii fonksiyonel hiicreye doniligmesi,

e MKH-hasarli hiicre flizyonu sonucu doku hiicresinin fonksiyonunu
yeniden kazanmasi,

e Hasarli dokuda hiicre-hiicre, hiicre-ekstraseliiler matriks iliskileri ve
solubl faktorlerin (biiyiime faktorleri, kemokinler, sitokinler v.b.),
parakrin faktorlerin ve enzimlerin salinmasi,

¢ Antiinflamatuar, antiapopitotik, immiinmodiilatuar ve anjiogenik etki ile
hasarin diizeltilmesine katk1 saglamasidir.

MKH kiiltiirlerinde 2002 yilinda yapilan bir ¢aligmada, MKH’lerden farkli
olarak sadece mezenkimal hiicre serilerine degil ayni1 zamanda her {i¢ germ hiicrelerine
de doniisebilen Multipotent Eriskin Progenitor Hiicreler (Multipotent Adult
Progenitor Cell; MAPC) olarak tanimlanan hiicreler tespit edildi. Multipotent olan bu
hiicrelerin blastokist i¢cine enjekte edildiginde kimerik farenin tiim somatik dokularna

fonksiyonel olarak katkida bulunduklari, hasarsiz dokulara verildiginde direngli ve
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erken bir yerlesme yetenegine sahip olduklar1 ve in-vitro olarak ii¢ germ yapragina ait
hiicrelere dontisebildigi gosterildi. Her {i¢ germ yapragina doniisebilme yetenekleri ile
EKH’lere benzeyen MAPC’ler, EKH’lerin bazi belirteglerini de tasimaktadirlar.
MAPC’leri EKH’lerden ayiran en biiyiik farklilik ise bagisiklik sistemi baskilanmis
farelerde damar i¢i verilmesi sonrasinda timor gozlenmemis olmasidir (Jiang ve ark.,
2002; Serafini ve Verfaillie, 2006).

Insan pluripotent mezenkimal hiicrelerin yeni kesfedilen bir sinifi da MAPC’leri
andiran Eriskin Kemik 1ligi Kaynakh Indiiklenebilir Multilineage Hiicreler
(Marrow-Isolated ~ Adult Multilineagelnducible; MIAMI)’dir. Daha  yiiksek
yogunluktaFetal Bovin Serum (FBS) ve daha diisiik yogunlukta oksijen iceren
kiiltiirlerde elde edilmistir. Bu hiicrelerin MKH’lerden farklar1 ise ikiye katlanma
siirelerinin kisa olmas1 ve EKH’ler gibi oct-4 ve rex-lgenlerini i¢cermesidir (Jiang ve
ark., 2002; Serafini ve Verfaillie, 20006).

MKH’lerin farkli uyaranlar kullanilarak in-vivo olarak cesitli hiicre tiplerine
farklilasabildigi ve elde edilen hiicrelerin fonksiyonel oldugunun gosterildigi calismalar
vardir (Galmiche ve ark., 1993; Kotton ve ark., 2001; Minguell ve ark., 2001; Loeffler
ve Roeder, 2002; Jiang ve ark., 2002; Caplan, 2009; Zovein ve ark., 2008).

MKH’lerin adiposit, osteoblast ve kondroblast farklilasmalarinda belirleyici olan
sinyal yolaklar1 vardir. Askorbik asit, B-gliserofosfat ve deksametazon destegiyle
MKH’ler osteoblastlara doniigiir (Baksh ve ark., 2004). BMP’nin osteoblast
dontisiimiine etkisi ise yogunluguna baghdir. Osteojenik farklilasmanin inhibitorii olan
Wnt sinyali kemik iligi kaynakli MKH’lerde etkili iken diger sartlarda bu inhibitor
etkisinigdstermez. Wnt inhibitorii olan Dickkopf-1 (Dkk-1)’de osteojenik farklanmay1
inhibe ederek MKH c¢ogalmasim1 artirmaktadir (Tuan ve ark., 2003; Can ve
Karahiiseyinoglu, 2009) (Sekil 11).

MKH’lerin kondrojenik farklilasmasi ortamda Transforme Edici Biiylime
Faktorii (Transforming growth factor; TGF) niin bulunmas: ile karakterizedir. TGF,
kinaz 1, p38, protein kinaz A, protein kinaz C ve jun kinaz gibi ¢esitli protein kinazlar
uyararak Wnt ekspresyonunu artirlar. Uyarilmis Wnt ekspresyonu N-cadherin
sentezinin artisina neden olur.N-cadherin kondrogenez i¢in gereklidir (Tuli ve ark.,

2003; Can ve Karahiiseyinoglu, 2009) (Sekil 11).

26



MKH’nin deksametazon, Izobutil Metil Ksantin (IBMX) ve indometasin ile
kiiltiire edilmesiyle adipojenik farklilagma saglanir. Fosfodiesteraz inhibitorii olan
IBMX cAMP’nin 5’AMP’ye doniisiimiinii engelleyerek protein kinaz A’nin artisini
saglar. Protein kinaz A’nin artisi, Hormona Duyarli Lipaz (Hormone-Sensitive Lipase;
HSL)’m diizenleyici molekiilii olan perilipini artirarak HSL’ nin artigin1 saglar. HSL de
trigliseridleri gliserole ve serbest yag asitlerine ¢evirir. Adipogenez i¢cin Wnt sinyali
baskilanmalidir. Adipogenezde rol alan Peroksizom Proliferasyonunu Aktive Eden
Reseptor-y (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-y;PPAR)’nin ligandi olan
indometasin, PPAR iizerinden Wnt/ katenin molekiiliiniin parcalanmasini artirarak
adipogenezi uyarir. MKH’nin kemik ya da yag hiicresine farklilasmasinda Wnt/3
katenin etkin bir rol oynar (Liu ve Farmer, 2004; Can ve Karahiiseyinoglu, 2009) (Sekil
11).
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Sekil 11:MKH ve uygun modilatorler ile doku miihendisliginde kullanimi (Tuan ve ark.’dan

diizenlenerek, 2003)
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MKH’lerin immiinojenitesi  diisiiktiir ve immiinsupresif o6zelliktedirler.
MKH’lerin yiizeyinde HLA-DR ve ko-stimiilator molekiil ekspresyonlarinin olmamasi
immiin reaksiyon olarak in-vivo kullanimda doku grubu uyumu gerekliligini ortadan
kaldirmaktadir. MKH’ler oOzellikle T lenfosit cevabini ve allojenik reaksiyonlari
baskilayarak immiin yeniden diizenlemeye katkida bulunurlar. MKH’ler Dogal
Oldiiriicii (Natural Killer; NK) lenfositler ile T lenfositlerinin dogal immiin cevabina
kars1 etkisizdirler. Solubl faktorler araciligi ile uyarilmis B hiicre proliferasyonunu
baskilarlar. HLA-G ekspresyonunun olmasi da yine immiinsupresyon etkisinde
onemlidir (Corcione ve ark., 2006; Avcu, 2008; Cetinkaya, 2009a; Karadz, 2010d).

MKH’lerin immiinmodulatuar etkili faktorlerinin yan1 sira antifibrotik,
anjiojenik ve antiapoptotik 6zellikleri de bulunmaktadir. MKH’lerin sahip olduklar1 bu
Ozellikler bu hiicrelerin hasarin diizeltilmesindeki etkilerini agiklamaktadir (Cetinkaya,
2009a).

MKH’lerin go¢ ve hareket yetileri olduk¢a fazladir. Hasarli dokularda biyoaktif
maddeler ve ¢oziiniir maddeler salgilarlar ve onarim yapabilirler. Hasarli hiicre ile
flizyon yapabilme yetenegindedirler. Dayanikliliklar1 ve hizli ¢ogalabilmeleri ile gen
tedavilerinde kullanilabilirler. Bu 6zellikler MKH’leri klinik ¢aligmalar i¢in diger kok
hiicrelere gore iistiin kilmaktadir (Ugkan, 2007; Caplan, 2009; Cetinkaya, 2009b;
Karadz, 2010c).

Tiim bu dstin ve avantajli Ozelliklerinin yaninda MKH’lerin bazi
yetersizliklikleri ve zayif noktalar1 da vardir. Say1 olarak yetersizliklerinin giderilmesi
icin kiiltiir ortaminda uzun siireli maniplasyonlar ile {iretilmelerinin gerekmesi
bunlardan bir tanesidir. Kiiltlir ortamindan olumsuz etkilenme riskinin bulunmasi (hiicre
yaslanmasi, bulas,onkojenik  doniistim), verildikleri dokularda canliliklarinin
devamliligin1 saglamak icin tekrarlayan dozlar gerekmesi, verilis zamani ve yeri ile
ilgili konularda hala tam netlik kazanilamamis olunmasi ise MKH’lerin diger zayif
yonleridir (Ugkan, 2007; Caplan, 2009; Cetinkaya, 2009a; 2009b).

Tedavi siirecinde MKH’lerin rejenerasyon, doku onarimi potansiyelleri, go¢ ve
immiinsupresyon Ozellikleri bu hiicrelerin tedavideki etkinligini artirmaktadir (Tiirkoz,

2008).MKH’lerin klinikte kullanimu ile ilgili yapilmis bir¢ok ¢alisma vardir:
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Hematolojik hastaliklarda; HKH’lerin kemik iligine yerlesimlerini artirmalari ve
sitokinler salgilayarak HKH’lerin ¢ogalmalarini ve farklilagmalarini saglamalari
asil etki yollaridir (Le Blanc ve Ringden, 2007).
Graft Versus Host hastaliginda MKH kullanimi ile ilgili yapilan caligmalar
vardir (Le Blanc ve ark., 2008).
Kas-iskelet sistemi hastaliklarinda:
— Osteoblastik aktivitede ve kemik iyilesmesine olan katkilariin
gosterildigi (Shirley ve ark., 2005),
— Kartilaj tamir ve rejenerasyonunda kullanilan MKH’ler ile ilgili
(Mizuta ve ark., 2004; Tatebe ve ark., 2005),
— Osteogenezis imperfektada (Horwitz ve ark., 2002)
yapilan ¢aligmalar vardir.
Gastroenterolojik hastaliklarda da MKH kullanimi ile ilgili ¢alismalar
yapilmistir (Kantarcioglu ve Bagci, 2008).
Norolojik hastaliklarin  tedavisi i¢in MKH kullaniminin denendigi bir¢ok
hastalik vardir. Bunlar arasinda:
— Sinir rejenerasyonu ve travmatik spinal kord yaralanmalar1 (Park
ve ark., 2005; Bareyre, 2008),
— Parkinson (Sahin ve Kirik, 2009),
— Alzheimer (Oliveira ve Hodges, 2005),
— Multiple Sklerozis (Altintas ve Benbir, 2006)
gosterilebilir.
Cocuklarda goriilen genetik hastaliklardan 16kodistrofiler ve lipozomal depo
hastaliklar1 sayilabilir (Hess ve Borlongan, 2008).
Kalp hastaliklarinda 6zellikle Akut Myokard Enfarktiisiinde (AMI) yapilmis
calismalarda fonksiyonel kardiyomiyositlere doniisiim gosterilmistir (Akar,

2009).

I1.B.2.j. Noronal Kok Hiicreler

On yil Oncesine kadar sinir hiicrelerinin yenilenme kapasitesinin olmadigina

inaniliyordu. Son on yil igerisinde yapilan ¢aligmalarla yetigkin insan santral sinir

sisteminde noronal kok hiicrelerin ve progenitér hiicrelerin noronal farklilasma

potansiyeline sahip olduklarini ortaya koymustur (Hess ve Borlongan, 2008). Memeli
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eriskin beynindeventrikiiler,subventrikiiler bolge ve hipokampiiste bulunan bu
hiicrelerin ii¢ ana hiicre soyunu (oligodendrosit, astrosit ve ndron) iiretebildikleri ve
kendini yenileme kapasitelerinin oldugu gosterilmistir(Gage ve ark., 1995; Temple ve

Alvarez-Buylla, 1999; Bongso ve Lee, 2005)

II. C. Periferik Sinir Sistemi
II. C. 1.Periferik Sinir Anatomisi

Periferik sinirlerin fibr6z bag dokusu yapisi disaridan igeriye dogru olmak {izere
epindryum, perindryum ve endondryum’dur. Vaskiiler yapilarin sinire giris tabakasi
olan epinéryumda bulunan fibroblastlar inflamasyona cevap verirler. I¢ ve dis
epindryum olarak ikiye ayrilan bu tabaka dis etkenlere karsi destek ve hareket
yeteneginin artirilmasinda gorev alir. Fasikiilleri saran perinéryum kollojen ve elastin
lifler igerir. Sinir iyonik g¢evresinin devamliligini korur. Perinéryumun i¢ tarafinda
bulunan, aksonlar1 saran endonériyum ise kollajendz yapidadir ve elastin lifler
icermez. Endonériyum tarafindan sarilmis olan ve cerrahi olarak miidahale edilebilen en
kiiciik sinir birimine fasikiil denir. Ug ila alt:1 fasikiiliin bir araya gelmesi ile olusan yapi

fasikiil gruplaridir (Akbay, 2005; Tirelioglu, 2005) (Sekil 12).

Fasikil

Endondrium

Eksternal
epindrium

Internal
epindrium

Fasikal grubu

Sekil 12: Periferik sinir anatomisi (Tirelioglu’ndan, 2005)

Noral krestten gelisen Schwan hiicreleri Periferik Sinir Sisteminin (PSS)
destekleyici hiicreleridir. Schwan hiicrelerinin asil goérevleri miyelinli ve miyelinsiz

sinir liflerini desteklemektir (Sencar, 2007).
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PSS’de miyelin kilif, Schwann hiicre membraninin akson etrafin1 bir¢ok kez
sarmasi ileolusur. Aksonlar hiicre stoplazmasina gomiilii haldedir. Akson boyunca
myelin kilifyaklagik her 1mm de bir kesintiye ugrar. Kesintiye ugrayan bdéliimlerde
akson etrafinda Schwan hiicre katlantis1 bulunmaz Bu bélgelere ranvier bogumlari
denir. iki ranvier nodu arasindaki miyelin kilifla kapl bdlgeye de internodal segment
denilmektedir. Schwann hiicresinin tek ndéronun aksonunu sarmasi ile miyelinli néronlar
olusurken Schwan hiicresinin birka¢ néronun aksonunu ayni anda sarmasi ile miyelinsiz
noronlar olusur. Ayrica periferik sinir sistemindeki yaralanma, hasarlanma veya kesilme
sonrasi meydana gelen artiklar1 ve yikintilar1 temizleyerek aksonlarin yeniden

biiylimesine rehberlik ederler (Burnett ve Zager, 2004; Makwana ve Raivich, 2005).

II. C. 2.Periferik Sinir Yaralanmalar1 ve Derecelendirilmeleri

Periferik sinirlerin yaralanma etiyolojilerinde travmatik, termal, kimyasal, konjenital ve
patolojik etkenler sayilabilir. Periferik sinir yaralanma etiyolojileri ile ilgili yapilan
caligmalarda trafik kazalari, kesici alet yaralari, iatrojenik nedenler gibi bir¢ok neden
sayilabilir. Yaralanmaya en ¢ok maruz kalan periferik sinirler ise siyatik, radial, median,

peroneal ve ulnar sinirlerdir (Bulut ve ark., 2003; Topuz ve ark., 2011) (Tablo 3).

Tablo 3: Periferik sinir lezyon etiyolojisi ve dagilimi (Topuz ve ark.’dan, 2011)

Kesici alet yaralanmasi Siyatik sinir 8

Disme 4 | 16 Peroneal sinir 8 32

Enjeksiyon yaralanmasi 2 8 Median 3 12

Trafik kazasi 2 8 Ulnar 2 8

Kemik fraktiiru 3 12 Radial 2 8

Ateslisilah yaralanmasi 2 8 Aksesuar 1 4
Brakial pleksus 1 4

Sinir yaralanmalarini siniflandirilmasi ilk olarak Seddon tarafindan néropraksi,
aksonotmesis ve ndrotmesis olarak yapilmistir (Seddon, 1942). Bu simiflamayi
Sunderland birden bese kadar derecelendirerek agiklamistir. Sunderland’in birinci ve

ikinci gruplart Seddon’un siniflamasi ile aymi ozelliklere sahipken iiglincli grupta
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endondral tlip disindaki yapilar saglamdir. Dordiincii grupta endondral tiip ve
perindrium hasarli iken epinérium saglamdir. Saglam epindrium sinirin devamliligini
saglamaya calisir. Besinci grup ise norotmezise esdegerdir (Sunderland, 1951).
Yaralanma derecesi tedavi planlanmasinda yol gostericidir. Dordiincii ve besinci derece
yaralanmalarin tedavisi cerrahi olmadan yapilamazken birinci, ikinci ve {igiincii derece
yaralanmalarda cerrahi yapilmadan da geri donilisim saglanilabilir.(Aver ve ark.,

2002;Aytac, 2005) (Tablo 4).

Tablo 4: Periferik sinir yaralanmalarinda siniflandirma (Avci ve ark.,’dan, 2002)

SEDDON SUNDERLAND

Noropraksia | .derece yaralanma Segmental demiyelinizasyon,
lokalize iletim blogu

Aksonotmezis 2.derece varalanma Aksonal varalanma, distalde

Wallerian dejenerasyon
3. derece varalanma  Wallerian dejenerasyon
endondriumda fibrozis ile

birliktedir
4. derece yaralanma  Intakt olan tek yap1 eksternal
epindriumdur.
Ndorotmezis 5. derece varalama Sinir tamamen ayrilmmstir.
6.derece yvaralanma Tiim yaralanmalarin
kombinasyonudur.

II. C. 3.Periferik Sinir Dejenerasyonu ve Rejenerasyonu

Periferik sinir hiicresinde segmental demiyelinizasyon, aksonal dejenerasyon ve
alt tipi olan Wallerian dejenerasyondan bahsedilebilir (Oz Atalay ve Ustiin, 2004).

Yalnizca iletim blogunun oldugu birinci derece yaralanmalarda patolojik
degisiklikler ya hi¢ yoktur ya da cok hafiftir.ikinci derece yaralanmalarda yaralanma
bolgesinde veya bu bolgenin proksimalinde hafif histolojik degisiklikler olusurken
yaralanma bolgesinin distalinde ise Wallerian dejenerasyonu meydana gelmektedir.
Walleriandejenerasyonunda primer histolojik degisiklik akson ve miyelin kilifta olusan
yapisal bozukluklardir. Dejenerasyon sonucu noronda gozlenen ndrotiibiil ve
norofilamanlarin diizensiz hale gelmesi, akson ve miyelin kilifin birbirlerinden
ayrilmalari, aksonda varikoz siskinliklerin olusmasi baslica yapisal degisiklerdir.

Miyelin kilif dejenerasyonu oOzellikle 36-48 saat iginde belirgin hale gelir.
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Yaralanmadan sonra 48-96 saatte genellikle akson devamliligi kaybolur ve impuls
iletimi bozulur.

Wallerian dejenerasyonunda Schwann hiicrelerinin anahtar rol oynadiklar1 kabul
edilmektedir. Bu hiicreler yaralanmadan sonra 24 saat i¢inde aktif hale gecer. Cekirdek
ve sitoplazmik biiylime gdsteren hiicreler hizla boliinerek dejenerasyon ve tamir yoluna
yardim edecek bir ¢ok molekiilii eksprese ederler. Schwann hiicreleri dejenerasyon
sonrasi akson ve miyelin artiklarin1 ortadan kaldirir. Periferik kandan gbé¢ eden
makrofajlar ile Schwann hiicreleri fagositoz yaparak yaralanma bolgesini 1 haftadan
birkag aya ulasan bir siirede temizlerler (Evans, 2001; Avci ve ark., 2002; Oz Atalay ve
Ustiin, 2004; Tirelioglu, 2005; Balik, 2008; Radtke ve Vogt, 2009).

Olusacak aksonlara yol gosterici olarak Schwan hiicreleri tarafindan meydana
getirilen rehber yollara Biingner Bandlar1 denilir. Bu bandlar sinir yaralanmasindan
sonraakson bilylimesi i¢in Schwann hiicrelerinin noronlar1 destekleyici etkilerinin
Oonemli bir gostergesidir. Schwann hiicreleri periferik sinir hasar1 sonrasinda aksonal
rejenerasyonun saglanmasi i¢in bazi faktdrlerin sentezini ve saliniminiorganize ederler.
Bu faktorler arasinda Sinir Biiyiime Faktorii (Nerve Growth Factor; NGF),insiilin
Benzeri Biiyiime Faktorii (Insulin-Like Growth Factor; ILGF),Silier Norotrofik Faktor
(Ciliary Neurotrophic Factor;CNTF), Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor (Brain Derived
Neurotrophic Factor; BDNF), Fibroblast Biiyiime Faktorii (Fibroblast Growth Factor;
FGF) sayilabilir. Ayn1 zamanda bazi ekstraselliiler proteinleri (laminin, fibronektin) de

sentezlerler (Avci ve ark., 2002; Tirelioglu, 2005; Klimaschewski, 2009) (Tablo 5).
Tablo 5:Norotrofik faktorler (Avcer ve ark.,’dan diizenlenerek, 2002)

Ndorotropinler Sinir Biiylime Faktorii (Nerve Growth Factor; NGF)
Beyin Kaynakh Norotrofik Faktor (Brain Derived Neurotrophic Factor; BDNF)
Norotrofin 3/4/5/6

Noropoetik Sitokinler Interlokin-6 (Interleukin-6; IL-6)
Siliar Norotrofik Faktor (Ciliary Neurotrophic Factor; CNTF)

Fibroblast Biiyiime Faktorii Asidik

(Fibroblast Growth Factor; FGF) Bazk

Digerleri Insiilin Benzeri Bityiime Faktorii (Insulin-Like Growth Factor; IGF)

Epidermal Biiyiime Faktorii (Epidermal Growth Factor; EGF)

Lokemi Inhibe Edici Faktor ( Leukemia-Inhibiting Factor; LIF)

Glial Kaynakl Norotrofik Faktor (Glial-derived neurotrophic factor; GDNF)
Platelet Kaynakh Biiytime Faktorii (Platelet-derived growth factor; PDGF)
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Hasarlanmadan sonraki ilk 6 saat icerisinde aksonun proksimal ucundan distale
dogru 50-100 kadar filizlenme seklinde kollateral uzanmaya baslar. Bu sekilde baglayan
rejenerasyonun baslangic noktasi sinirin proksimal kismindaki en distalde yer alan
ranvier bogumudur. Sinirin distal boliimiinde bulunan Schwan hiicresi ve bazal laminasi
akson rejenerasyonu ig¢in temel gerekliliktir. Bu gerekliligin nedeni distal ugtan
serbestlenen norotrofik faktdrler ve Schwann hiicrelerinin gogiidiir. Filizlenen yeni
aksonlardan periferik baglantiy1 saglayabilenler olgunlasirlar. Baglanti saglayamayanlar
ise rezorbe olmaktadirlar. Akson rejenerasyon hizi kemirgenlerde 2-3,5mm/giin iken

insanlarda sadece 1-2 mm/giindiir (Avci ve ark., 2002; Tirelioglu, 2005; Balik, 2008).

II. C. 4.Periferik Sinir Yaralanmalar1 ve Mezenkimal Kok Hiicre

MKH’lerin ndéron, astrosit, oligodendrosit, mikroglia ve Schwann hiicresi
benzeri gibi noral kokenli hiicrelere in-vitro olarak doniisebildiklerini gosteren
calismalar vardir (Woodbury ve ark., 2000; Munoz-Elias ve ark., 2003; Wislet-
Gendebien ve ark., 2005; Chen ve ark., 2006; Wang ve ark., 2009).

In-vitro calismalar disinda, MKH’lerin in-vivo olarak da kullanildiklarinda
hasarl1 alanlarda noral fenotipik degisikliklere sebep olduklar1 gosterilmistir (Kopen ve
ark., 1999; Kocsis ve ark., 2002; Coyne ve ark., 2006; Wang ve ark., 2009).

Hasarlanmig doku ve organlarda kullanilacak olan kok hiicreler etkilerini
fonksiyonel hiicreye farklilasarak hasarli bolgelerde yeni dokular yaratmaktan ¢ok trofik
katkilar saglayarak ve endojen kok hiicreleri uyararak doku iyilesmesini ve miyelin
onariminthizlandirarak yaparlar (Chen ve ark., 2003; Deda, 2008; Bareyre, 2008;
Matsuse ve ark., 2010).

Periferik sinir sistemi rejenerasyonu genellikle aktive edilmis Schwann hiicreleri
tarafindan meydana getirilen seri islemler sonucu olusur. Sinir proksimalinden
tomurcuklanan aksonlara yol gosteren Schwan hiicreleri endojen tamirde de etkilidir.
Boylece proksimal sinir kokiindeki aksonlar distal kok boyunca Schwann hiicre bandina
yakin temas ile biiyiir. Tiim bu islemler sonucunda sinir rejenerasyonu indiiklenebilir ve
yeniden innerve edilen Schwann hiicreleri akson iliskili fenotipe doniisebilir (Agius ve

Cochard, 1998; Chen ve ark., 2007; Shimizu ve ark., 2007; Matsuse ve ark., 2010).
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Calismalar in-vitro farklhilastirilmis KIMKH’nin siyatik sinirlerin ucuna
transplantasyonunun sinir lif rejenerasyonunu destekleyebildigini gostermistir (Dezawa
ve ark., 2001).

MKH’ler noral hiicre yasamini ve nérogenezisi olumlu olarak etkileyen bir¢ok
sitokin ve biliyiime faktdrlerini iiretir (Kopen ve ark., 1999; Kocsis ve ark., 2002; Coyne
ve ark., 2006). Bunlara ek olarak ayni zamanda MKH’ler Schwan hiicrelerini indirekt
olarak etkileyerek de hasarin onarimina katkida bulunur. MKH’ler, Schwan hiicre
jenerasyonunu artirarak Schwan hiicre aracili norotropik fonksiyonlar1 desteklerler.
Kullanilan MKH’ler aksonal rejenerasyonu artirarak periferik sinir iyilesmesine katkida
bulunurlar. Bu katkiyr onarim hattinin hem distal hem de proksimalinde saglarlar
(Wang ve ark., 2009; Matsuse ve ark., 2010;Cifci ve ark., 2010).

MKH’ler in-vitro farklilastirilip (Schwan hiicre benzeri hiicreler) transplante
edilebildigi gibi farklilastirilmadan da hasarli dokuya verilebilirler. Her iki durumda da
sinir rejenerasyonunu uyarabilmislerdir (Tohill ve ark., 2004; Keilhoff ve ark., 2006a).

Kemik iligi kaynakli kok hiicreler ile yapilan ¢aligsmalarin 1s18inda bu hiicrelerin
etki mekanizmalarini asagidaki gibi siralayabiliriz (Ryan ve ark., 2005; Ohori ve ark.,
2006; Deda, 2008):

e Transplantasyonu yapilan bu kok hiicreler miyelin olusturan hiicrelere
dontisebilmektedirler.

¢ Bu hiicreler néronlara doniismekten daha ¢ok aksonal rejenerasyona etki
eden ekstraselliiler matriksde diizenlemeler olusturabilmektedirler.

e En Onemlisi mekanizma ise bu hiicreler ndral ag ve iletisim sistemini
yeniden organize edebilme yetenegine sahip ve dokuda var olan endojen
kok hiicreleri tamir i¢in uyarabilmektedirler.

e Ayrica bu kok hiicreler bir¢ok sitokini sentezleyebilmekte ve bu etkileri
ile noronal progenitor hiicrelerin farklilasmalarina ve yasamlarini idame
ettirmelerine olanak saglamaktadirlar.

Biz de tezimizde siyatik sinir hasarinda farkli zamanlarda MKH uygulanmasi ile
iyilesme arasinda bir iligki olup olmadigini belirlemeye ¢alistik. Bulacagimiz sonuglarla
bir terapotik pencere varliginin tespit edilmesi ilerideki insan calismalarina 1s1k

tutabilecektir.
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III. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Ondokuz Mayis
Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi ve Ondokuz Mayis Universitesi Tibbi ve Cerrahi
Aragtirmalar Merkezinde gerceklestirildi.

Hayvan ¢alismalarimiz Tibbi ve Cerrahi Arastirmalar Merkezinde, hiicre kiiltiirii
calismalar1 T1bbi Biyoloji Anabilim Dali Doku Kiiltiirii Laboratuarinda, akim sitometri
caligmalari Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali Cocuk Hematoloji
Laboratuarinda, molekiiler genetik analiz caligmalar1 Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Molekiiler Genetik Laboratuarinda, patolojik incelemeler Veterinerlik Fakiiltesi Patoloji
Laboratuarinda gercgeklestirildi.

Calismamizda kemik iligi vericisi olarak ikisi 6n ¢alismada kullanilan yirmi adet
erkek sican ve caligma planinda bulunan dort grup i¢in sekizer adet disi olmak iizere
toplamda 52 tane 150-200 gram arasinda “Sprague Dawley” cinsi si¢an kullanildu.

Tez calismalarina baslamadan énce Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi

Hayvan Etik Kurul Baskanligi’nin Hadyek/14 numarali yazis1 ile izin alindi.

ITII.A. Mezenkimal Kok Hiicre Elde Edilmesi

Kemik iligi vericisi olarak kullanilan erkek deney hayvanlarindan eter
inhalasyonu ile anestezi altinda her bir hayvandan 8-10 ml olmak iizere eksternal
intrakardiyak yol ile kan alindi. Bu kanlardan daha sonra 4000 devir/dakika (rpm)’da 10
dakika santrifiij edilerek otolog serum elde edildi. Eter inhalasyonuna devam edilerek
Oldiiriilen deney hayvanlarinin femur, tibia ve humeruslarinin mediiller kavitelerinden
yikama yontemi kullanilarak kemik iligi alindi. Bu islem sirasinda dnceden heparinle
yikanmis Dulbecco’s Modified Eeagle’s Medium-Low Glucose (DMEM-LG) ¢ekilmis
insiilin enjektorleri kullanildi. Her kemik i¢in 1ml toplamda ise hayvan basina 8-12 ml
DMEM-LG kullanildi. DMEM-LG igerisindeki kemik iligi materyali laboratuarda tiip
icerisindeki Ficoll soliisyonunun iizerine damla damla olarak 1:1 oraninda olacak
sekilde konuldu. Olusan soliisyon Mononiikleer Hiicreleri (MNH) ayirmak amaci ile
dansite gradiyent yontemi kullanilarak 900 devir/dakika’da 30 dakika santrifiij edildi
(Sahin, 2006; Pinarli, 2009).



Interfazdan toplanan mononiikleer hiicrelerden 3ml’si akim sitometri ¢alismasi
icin Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Cocuk Hematoloji Laboratuaria
gotlrtldi.

Geride kalan kisim 3ml’lik daha 6nceden 200 ml/L FBS, 100 U/ml penisilin,
100 U/ml streptomisin ve 20 ml/L L-glutamin eklenerek hazirlanmis olan DMEM-LG
besiyeri i¢inde 25 cm’lik (T25) hiicre kiiltiir kaplarina 10%mlyogunlugunda yayilarak
ekildi. Hiicreler 37°C ve 50 ml/L CO, iceren % 95 nem oranina sahip
COginkiibatdriinde inkiibe edildi. Ilk ii¢ giin besiyerleri hergiin sonrasinda ise miktar1 5
ml’ye ¢ikarilarak ii¢ giinde bir degistirildi. Invert mikroskopta hiicrelerin kiiltiir kabinin
%75’1n1 kapladiginin goriildiigii 14. giinde hiicreler pasajlandi. Pasaj islemi icin kiiltiir
kaplarina igerisindeki besiyerini aldiktan sonra 1,5 ml Tripsin-EDTA-C konuldu. 2-3
dakikalik elle perkiisyon sonrasinda 37°C’lik inkiibatérde 3-5 dakika arasi tutuldu ve
tekrar elle iki dakika kadar perkiite edilen hiicrelerin mikroskopta yapistiklart plastik
ylizeyden kalktiklar1 goriildii. Hiicreler bu sekilde toplam ti¢ kez pasajlandi. Pasajlanan
12 kiltiir kabindan tripsin-EDTA-C ile kaldirilan hiicreler siispansiyon haline getirilip
akim sitometri ¢alismasi i¢in Cocuk Sagligi ve Hastaliklart Anabilim Dali Cocuk
Hematoloji Laboratuarina gotiirtildii.

Pasajlanarak c¢ogaltilan diger hiicre kiiltlirleri yine aymi ydntem kullanilarak
tripsin-EDTA-C 1ile kaldirildi. %10 Dimetil Sulfoksit (DMSO) ve %20 FBS iceren
DMEM-LG’den 1,5ml eklenerek 2ml’lik kriyotiiplerde daha sonra deneyde kullanilmak
iizere —80 °C” ye kaldirildu.

III.A.1.T1bbi ve Cerrahi Arastirmalar Merkezinde Kullanilan Cihazlar

e Mikrocerrahide kullanilan cerrahi araglar ve gerecler

IT11.A.2.T1bbi ve Cerrahi Arastirmalar Merkezinde Kullanilan Kimyasal maddeler
e Eter ( Merck, Almanya)

IT1.A.3. Hiicre ve Doku Kiiltiirii Laboratuarinda Kullanilan Cihazlar
e Santrifiij (Heraeus, Almanya)
e Hiicre Kiiltiir Kabini (Nuaire, Almanya)
e CO,lInkiibatorii (Hera-cell, Almanya)
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e Invert Mikroskop (Zeiss-Axiovert 100, Almanya)
e Vorteks (Niive, Tiirkiye)

IT1.A.4. Hiicre ve Doku kiiltiirii Laboratuarinda Kullanilan Kimyasal maddeler
e Ficoll soliisyonu (1.077 g/ml) ( Merck, Almanya)
e DMEM-LG ( Biological Industry, Israil)
e Penisilin (Sigma-Aldrich, ABD)
e Streptomisin (Sigma-Aldrich, ABD)
e Fetal bovin serum (FBS) (Hyclone, ABD)
e L-Glutamin (Sigma-Aldrich, ABD)
e Tripsin-EDTA C (Sigma-Aldrich, ABD)
e DMSO (Sigma-Aldrich, ABD)

ITI.A.5. Hiicre ve Doku Kiiltiirii Laboratuarinda Kullamilan Calisma Soliisyonlari
e MKH besiyeri: 1000 ml besiyeri i¢in;
— 200 ml FBS
— 20 ml L-glutamin
— 5 ml penisilin
— 5 ml streptomisin
— 770 ml DMEM-LG
e 80 "C kriyotiip saklama besi yeri: 10 ml besiyeri icin;
— 7 ml DMEM-LG
- 2ml FCS
— 1 ml DMSO

II1.B. Akim Sitometri ile MKH’lerin Tanimlanmasi

Interfazda toplanan mononiikleer hiicrelerden olusan ekim yapilmadan &nce

tizerleri sirasiyla ylizey belirteglerinin adlar1 ve kontrol grubu (yiizey belirte¢siz) olarak
yazildi. Sonra her tiipe hiicre yogunlugulxl0°olacak sekilde getirilen hiicre

siispansiyonundan 100’er pl konuldu. Birden bese kadar olan tiiplere ylizey belirtegleri
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strast ile 10’ar pl eklendi. Alticr tiipe belirteg konulmadi. Tiipler vortekslendi. 4°C’de
karanlik ortamda 15 dakika inkiibe edildikten sonra iizerine daha 6nceden hazirlanmis
olan yikama soliisyonundan 1 ml eklendi ve 1400 devir/dakikada 5 dakika boyunca
santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra kalan hiicre c¢okeltisine tekrar 0,5 ml
yikama soliisyonu eklenerek akim sitometri cihazinda tanimlandi. Bu islemde HKH ve
MKH hiicre belirtegleri (CDI11b/c, CD44, CD45, CD90, CD106)’nin kullanimi
sonucunda CD11b/c [%98,6 (+)], CD44 [% 0,4 ([1)], CD45 [%99,7 (+)], CD90 [% 11,2
([1)] ve CD106 [%14,1 (L1)] oldugu gosterildi.

Ayni islemler, pasajlanan kiiltiir kabindan tripsin-EDTA-C ile kaldirilarak
toplanan hiicrelerden olusan o©rnekle de tekrarlandi. Ayni belirteglerin  kullanimi
sonucunda CD11b/c [%1,3 ([1)], CD44 [9%99,5 (+)], CD45 [% 0,7 ([1)], CD90 [% 80,8
(+)] ve CD106 [% 63,6 (+)]olarak tanimlandi.

I11I.B.1.Cocuk Hematoloji Laboratuarinda Kullamlan Cihazlar
e FACSCalibur TM (Becton Dickinson and Company)
e Cell Quest Software (Becton Dickinson and Company, immiinsitometri sistemi,
Mac OS X10.3.6/7R28)
e Santriflij (Niive, Tiirkiye)
e Vorteks (Niive, Tiirkiye)

I11.B.2.Cocuk Hematoloji Laboratuarinda Kullamilan Kimyasal Maddeler

e C(CDIllb/c [Integrin aym-ax chains/OX-42, R-Phycoerythrin (R-PE)] (BD
Pharmingen, ABD)

e (D44 [Hyaluronate Receptor Cell Adhesion Molecule/H-CAM, (FITC) | (BD
Pharmingen, ABD)

e (D45 [Leukocyte Common Antigen/Ly-5 (LCA), (FITC)] (BD Pharmingen,
ABD)

e (D90 [Thy-1, Flurescein Isothiocyanate (FITC) ] (BD Pharmingen, ABD)

e (CDI106 [Vascular Cell Adhesion Molecule-1/VCAM-1, (R-PE)] (BD
Pharmingen, ABD)
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II1.B.3.Cocuk Hematoloji Laboratuarinda Kullamilan Calisma Soliisyonlar1
e Yikama Soliisyonu: 100 ml i¢in;
— 0.1 ml Na azid
— 99.9 ml Fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi (Phosphate Buffered Saline; PBS)

II.C. Yiiriime Koridorunun Olusturulmasi ve Yiiriime Testi

Yiiriime koridoru diizeneginin hazilanmasi i¢in dort tane 10x100 cm ebatlarinda
seffaf cam ortalarinda yiirtime koridoru olacak sekilde silikonla birbirlerine yapistirildi.
Olusan koridorun sonuna kartondan karanlik oda yapildi. Bu diizenegin 2 metre kadar
karsisina video kamera yerlestirildi. Her sican icin yiirime koridoru tabanina emici
kagitlar yerlestirildi. Ilk yiiriime testi sicanlar deneye baslamadan birinci giin yapildi.
Arka ayaklar1 mirekkepli stampaya bastirilan hayvanlar yiirime koridorunun agik
tarafindan birakilip kapali odaya gitmeleri beklendi. Kuyruk hareketlerinden ve
{irinasyondan kaynaklanan iz bozulmalarinda yiiriime tekrar edildi. Ornek video
cekimleri yapildi. Yiirlime testi tiim hayvanlara deneyin iiclincii giinii, yedincigiinii ve

yirmi sekizinci giinii tekrarland1 (Sekil 13).

II1.C.1. Yiiriime Testi i¢cin Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar
e Yiirlime koridoru
e Emici kagitlar
e Stampa ve miirekkep

e Video kamera (JVC)

Sekil 13: Olusturulan yiiriime
koridorunda SFI o6l¢limii igin

sicanlarin yiiriitiilmesi
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IIL.D. Sican Siyatik Sinirlerinde Hasar olusturulmasi

32 tane disi hayvan sirastyla 50 mg/kgketamin [Ketasol (Interhas)] ve 10 mg/kg
ksilazin [Alfazyne %2 (Ege-Vet)]intraperitoneal uygulanarak anestezi altina alindi. Sag
uyluk bolgeleri tiras edildi. Yiiziikoyun yatirilarak tespit edilen hayvanlarin femoral ve
gluteal kaslarinin arasindan longitiidinal insizyonlacilt, ciltalti, kas dokular1 gegilerek
siyatik sinire ulasildi ve sinir ¢evre dokulardan serbestlestirildi. Siyatik sinir internal
obturator kanaldan 10 mm uzaklikta anevrizma klibi (Aesculap, Yasargil standart
anevrizma klibi, 1.5 g/mm’basincl) ile 20 dakika siiresince sikistirildi (Pan ve ark.,

2006; 2007; 2009). 20 dakika sonra klemp ¢ikarildi ve hasarlanan bolgenin 1 mm kadar

proksimaline epindriumdan 9/ cerrahi iplikle isaret konuldu. Daha sonra hayvanlar dort

gruba ayrild1 (Sekil 14).

Sekil 14: Sican siyatik sinirinin anevrizma klibi ile 20 dk boyunca sikistirilarak zedelenme yaratilmast
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IILE. Arastirma Gruplarinin Olusturulmasi ve ozellikleri
Sicanlarddrt gruba ayrildi (n=8):

¢ 1.Grup: Zedelenmeden hemen sonra sadece 100 pl fibrin glue [Beriplast-P
Combi Set (Farma-Tek ilag)] yerelolarak transplante edildi.

e 2.Grup: Zedelenmeden hemen sonra 100 pl fibrin glue [Beriplast-P Combi Set
(Farma-Tek ilac)] i¢inde, 50 pl MKH (3X10° hiicre/ml) yerel olarak transplante
edildi.

e 3.Grup: Zedelenmeden ii¢ giin sonra (3. giin) 100 ul fibrin glue [Beriplast-P
Combi Set (Farma-Tek ila¢)] icinde, 50 pl MKH (3X10° hiicre/ml) yerel olarak
transplante edildi.

e 4.Grup: Zedelenmeden yedi giin sonra 100 pl fibrin glue [Beriplast-P Combi
Set (Farma-Tek ilag)] icinde, 50 nul MKH (3X10° hiicre/ml) yerelolarak

transplante edildi.

III.F. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Zedelenmis Siyatik Sinire Transplantasyonu

Zedelenmis siyatik sinir bdlgesine 1. grup siganlarda sadece Doku Yapistiric
(DY) olarak Beriplast-P Combi Set (Farma-Tek Ilag) hayvan basina 100ul yerel olarak
uygulandi. Daha sonra zedeli bolge cerrahi kumas olarak kullanilan Surgicelile sarildi.
Tim dokular usuliine uygun olarak 7/y iplikle cilt ise 4/y iplikle kapatildi (Pan ve ark.,
2006; 2007; 2009). II. grup sicanlarda zedelenmeden hemen sonra zedeli bolgeye 50 pl
3X10° hiicre/ml yogunluktaki MKH, 100 pl Beriplast-P Combi Set ile beraber
uygulandi. Sonrasinda zedeli alan Surgicel ile sarildi. Tiim dokular usuliine uygun
olarak 7/ iplikle cilt ise 4/ iplikle kapatild1 (Pan ve ark., 2006; 2007). II. grup siganlara
yapilan islemlerin aynis1 zedelenmeden ii¢ giin sonra III. gup si¢anlara yapildi. IV. grup
sicanlara ise ayni islemler zedelenmenin olusturulmasindan yedi giin sonra uygulandi.
Tim gruplarda siitlir yaralarinin iizerine antibakteriyel olarak oksitetrasiklin HCI [(Neo-
Caf (Intervet)]sprey seklinde yerel uyguland.

28. gilinde tiim gruplardaki hayvanlar eter inhalasyonu ile anesteziye alindi.
Insizyon skarlarmin iizerinden girilerek siyatik sinire ulasildi. Siyatik sinir proksimalde
epindrium iizerinden 9/y cerrahi iplikle isaretlenmis bolgeden toplamda 1,5-2 cm
uzunlukta olacak sekilde ¢ikartildi. Hayvanlar bu islemden sonra yiiksek eter

inhalasyonu ile 6ldiirtildii. Cikarilan sinir dokularmin % liik kism1 Veterinerlik Fakiiltesi
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Patoloji Laboratuarina génderilmek {izere 10 ml’lik 6nceden etiketlenmis tiiplerde %10
tamponlu formaldehit igerisinde tespit edildi. Geri kalan kismi ise yine Onceden
etiketlenmis tiiplerde DMEM-LG igerisinde Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Molekiiler

Genetik Laboratuarina gétiiriilmek iizere 4 °C’de beklemeye alind1.

IIL.F.1.Tibbi ve Cerrahi Arastirmalar Merkezinde Kullanilan Cihazlar
e Mikrocerrahide kullanilan cerrahi araglar
e Biomikroskop [(cerrahi mikroskop) (Zeiss, Almanya)]
e 9/, 7/o, 4/ cerrahi iplikler (Medex A.S., Dogsan Tibbi Malzeme Sanayi A.S.)
e Anevrizma klibi (Aesculap, Yasargil anevrizma klibi, 1.5 g/mm?basingli)
e Surgicel

e Video kamera (JVC)

IIL.F.2. Tibbi ve Cerrahi Arastirmalar Merkezinde Kullanilan Kimyasal Maddeler
e Ketasol (Interhas)
e Alfazyne %2 (Ege-Vet)
e Beriplast-P Combi Set (Farma-Tek ilag)
e Neo-Caf (Intervet)
e Eter ( Merck, Almanya)

ILF.3. Tibbi ve Cerrahi Arastirmalar Merkezinde Kullanllan Cahsma
Soliisyonlar

e DMEM-LG ( Biological Industry, Israil)

e Formaldehit (Merck, Almanya)

I11.G. Siyatik Sinirden DNA izolasyonu

Sinir dokusundan DNA elde etmek i¢in doku DNA kiti olarak Purelink Genomic
DNA mini Kit (Invitrogen) kullamldi. izolasyona baslamadan &n hazirlik olarak kit
icerisindeki genomik yikama tamponu I’e 15 ml ve genomik yikama tamponull’ye
ise 17,5 ml etanol absolu ekledik. Absolu alkol oda 1s1sinda muhafaza edildi. DNA’nin

izole edilebilmesi i¢in asagidaki islemler sirasi ile uygulandi.
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10.
11.
12.

13

20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.

+4 °C DMEM-LG i¢inde bekleyen siyatik sinir dokularmi pastor pipeti ile
Eppendorf tiiptine alindilar.

Dokularin {izerine tiip basina 180 ul “genomik parcalama tamponu” konuldu.
Kisa siireli vorteks uygulandi.

Her tiipe 20 pl “proteinaz K” eklendi.

Dokular 55 °C lik su banyosuna yatirildilar.

Her yarim saatte bir kisa vorteks uygulandi.

Dokular 3 saat 20 dakika sonra banyodan alindilar.

Maksimum hizda (15.000 rpm) 3 dk. siiresince santrifiij edildiler.

Stipernatant1 alinarak baska Eppendorf tlipine konuldular. Kalan pelet kismi1
atild.

Tiiplere 20 ul “RNA’az” soliisyonu eklendi.

Kisa vorteks uygulandi.

Oda 1s1sinda 2 dk. inkiibe edildiler.

. Uzerlerine 200 ul “genomik lizis / baglanma tamponu” eklendi.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

Iyice vortekslendiler.

Uzerlerine 200 pl “absolu alkol” eklendi (Kit igerisinde yok).

5 sn siiresince iyice vorteks uygulandi.

Ornekler “¢cevirme kolon” larin (tiip) igerisine bosaltildilar.

8200 rpm (10.000 g) de 1 dk. siiresince oda 1s1sinda santrifiij edildiler.
Cevirme kolonlarin filtreli {ist boliimii alinarak “toplama tiip” lerin igine
koyuldular.

Bunun iizerine “genomik yikama tamponu I’ den 500 pl koyuldu.

8200 rpm (10.000 g) de 1 dk. siiresince oda 1sisinda tekrar santrifiij edildiler.
Filtreli boliim yeni temiz “toplama tiip” lerin i¢ine alindilar.

Uzerlerine “genomik yikama tamponu II” den 500 ul koyuldu.

Maksimum hizda (16.000 rpm) 3 dk. siiresince oda 1sisinda santrifiij edildiler.
Filtreli boliim alinarak 1,5 ml’lik Eppendorf tiiplerine yerlestirildiler.

50 ul (25-200 pl aras1 olabilir) “genomik eliisyon tamponu” eklendi.
Maksimum hizda (16.000 rpm) 1 dk. siiresince oda 1sisinda santrifiij edildiler.
Uzerlerine tekrar 20 pl “genomik eliisyon tamponu” eklendi.

Maksimum hizda (16.000 rpm) 2 dk. siiresince oda 1sisinda santrifiij edildiler.
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30. Eppendorf tiipte elde edilen piirifiye DNA daha sonra Cinsiyet Belirleyen
Bolge(Sex-Determining Region Y;SRY) geninin saptanmasinda kullanilmak

tizere -20 °C ye kaldirildi.

IIL.H. SRY Geninin Belirlenmesi
I11.H.1. DNA’larmn ve Primerlerin OD Olgiimlerinin Yapilmas
PCR’da kullanilacak olan primerlerinve siyatik sinirden elde edilmis olan
DNA’larinOptik Yogunluk (Optical Density;OD) ol¢iimleri spektrofotometre cihazi ile
yapildi. DNA’lar i¢in yogunluk hesaplamasinda;
e  Yogunluk= OD260 x 100 (seyreltme faktorii) x 50 (¢ift zincir DNA)
formiilii kullanildi.
Primerlerin yogunluk hesaplamasinda ise;
e Yogunluk = OD260 x 100 (seyreltme faktorii) x 33 (tek zincir DNA)

formiilii uygulandi.

II1.H.2. SRY Gésterimi icin PCR Calismasi
Deneyde kullanilan disi sicanlarin  zedelenen siyatik sinirlerinde Y
kromozomunun iizerinde bulunan SRY geninin gosterilmesi i¢in PCR ¢aligmasi yapildi.
Dokulardaki DNA’nin varligint degerlendirebilmek i¢in internal kontrol olarak S-aktin
geni kullanildi. Hem SRY hem de p-aktin geninin PCR caligmalart i¢in gerekli olan
primer dizileri saptandi.
SRY primeri olarak;
e sense 5’-CAGAGATCAGCAAGCATCTGG-3’
e antisense S’TCTGGTTCTTGGAGGACTGG-3’
P-aktin primeri olarak;
o sense S’AGAGAAGCTGTGCTATGTTG3’
e anti-sense 5’-GTACTCCTGCTTGCTGATCC-3’ kullanild1 (Ise ve ark.,
2004).
PCR icin kullanilacak olan 25ul’lik toplam hacim i¢inde bulunan maddeler ve
oranlari su sekilde oranlandi:
e Reaksiyon buffer —» 1x

e MgCh— 3 mM
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dNTP miks — 200 uM
SRY primeri —0,2 uM

f3-aktin primeri —0,15 uM
Genomik DNA—200 ng

e Tagq polimeraz—1,5 tnite

PCR g¢alisma programi olarak ise, 95°C’de 5 dakika baslangi¢ denetiirasyonu,

94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 57°C’de30 saniye baglanma(annealing) ve 72°C’de 60

saniye uzama(elongasyon) olmak iizere 37 dongii olarak uygulandi.

% 2’lik agaroz jel elde etmek i¢in; 100 ml 1 X TBE (Tris-Borik Asit-

EDTA)’den alinarak iizerine 2 gr. agar eklendi. Karistirildiktan sonra 30’ar saniyede bir

kanistirilarak kaynayana kadar 1sitildi. Berraklasinca mikrodalgadan alinarak sogumaya

birakildi. 75 °C’de 100 pl etidyum bromiir eklenerek calkalandi ve sete dokiilerek

sogumaya birakildi. Soguduktan sonra 4 0C’ye kaldirildi.

Elde edilen PCR materyali %2’lik agaroz jelde brom fenol mavisi ile boyanarak

25 dakika boyunca elektroforezde 135 voltta yiriitiildii. Her ¢alismaya pozitif 6rnek

olarak saglam erkek fare DNA’s1 ve negatif kontrol olarak steril sukullanildi. SRY

negatif ve amplifikasyon olmayan 6rnekler dorder kez calisildilar (Ise ve ark., 2004).

II1.H.3. Molekiiler Genetik Laboratuarinda Kullanilan Cihazlar

Otomatik pipetler (Eppendorf, Almanya; Capp, Danimarka)
Vorteks (Niive, Tiirkiye)

Su banyosu ( Niive, Tiirkiye)

Mikrosanrifiij (Hettich, Almanya)

Spektrofotometre cihazi (Pharmacia Biotech Gene Quant II)
Spektrofotometre kiivetleri

Termal dongii cihaz1 (Techne, Ingiltere)

Hassas terazi (Mettler AJ 100, Almanya)

Mikrodalga (Argelik, Tiirkiye)

Yatay elektroforez sistemi (Scie-Plas, Ingiltere)
Elektroforez gii¢c kaynag1 (Wealtec, Tayvan)

UV transillumunator (Uvitec-BTX-26-M, Ingiltere)
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UV goriintii analiz sistemi (Biolab-UVIPhoto MW, Ingiltere)

I11.H.4. Molekiiler Genetik Laboratuarinda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Absolu alkol (Sigma-Aldrich)

Genomic DNA mini Kit (Purelink, Invitrogen)
10 X PCR buffer (Gen Tag)

SRY primeri (Invitrogen)

B-aktin primeri (Invitrogen)

Magnezyum kloriir (Gen Tag)
Deoksiriboniikleosid trifosfatlar (ANTPs, Fermentas)
Taq DNA polimeraz enzimi (Gen Tag)

Tris (Merck)

Borik asit (Sigma)

EDTA, sodyum tuzu (Merck)

Nii mikropor (Prona)

Etidyum bromdir (Sigma)

Bromo fenol blue

Marker DNA (Gene Ruler 100bp DNA Ladder, Fermentas)

ITI.H.5. Molekiiler Genetik Laboratuarinda Kullanilan Calisma Soliisyonlari

0,5M EDTA
1 M Tris

10 x TBE

1 xXTBE

Etidyum Bromiir soliisyonu

IILI. Histolojik ve Immiinohistokimyasal Boyama

ITL.I.1. IIL.I.1. Histopatolojik inceleme icin doku Kkesitlerinin hazirlanmasi

Ornekler %10’luk tamponlu formalin soliisyonunda tespit edilip 24 saat sonra

trimlendi ve postfiksasyonlar1 yapildi. Doku 6rnekleri bir giin boyunca musluk suyu

altinda yikandiktan sonra alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek parafinde bloklandi.
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Mikrotom (Leica RM2125RT) ile 3-5 pum kalnhginda alinan kesitler, rutin
histopatolojik muayene icin hematoksilen-eozin (HE) ile boyandi. Sonuglarin
degerlendirilmesi Nikon Eclipse E600W 151k mikroskobu yardimiyla yapildi ve Nikon
DS Camera Head DS-5M ile mikroskobik fotograflar1 ¢ekildi.

I11.1.2. Immiinohistokimyasal inceleme icin doku Kesitlerinin hazirlanmasi
Parafinde hazirlanan doku bloklarindan alinan kesitlere Streptoavidin Biotin
Peroksidaz Kompleks Teknigi (Streptavidin Biotin Peroxidase Complex; SABC)
uygulandi. Primer antikorlar, iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda ve daha once
yapilan ©On c¢alismalarla belirlenen oranlarda PBS (pH 7,4) ile sulandirildi.
Immiinohistokimyasal boyamalarda SABC teknik ic¢in alinan hazir kit (Zymed,
Histostain Plus Kit, California, USA) kullanild1 ve tiim uygulamalar 6nerilen standart
isleme gore yapildi. Primer antikorlarin iiretici firmalarinin Onerileri dogrultusunda
pozitif kontroller ile negatif kontrol olarak PBS (pH 7,4) kullanildi. Buna gore kesitler,
aseton-3-etoksipropilamin(Merck, 100 ml aseton, 2 ml 3-etoksipropilamin) ile
kaplanmis lamlara alindi. 30 dakika 58 °C’lik etiivde kurutuldu. Kesitler ksilolde
deparafinize edilip seri alkollerde dehidre edildi. Formalinin dokudaki antijenik yapiy1
maskeleyici etkisini gidermek i¢in kesitler, sitrat tamponlu soliisyonda mikrodalga
firnda 600 vatta 20 dakika kaynatildi. Kesitler, endojen peroksidaz aktivitesini
gidermek i¢in metanolde hazirlanmis %3’lik H»,O,’te 7 dakika bekletildi ve protein
bloke edici serumda 10 dakika tutuldu. Daha sonra primer antikorlar ile oda 1sisinda bir
saat slireyle inkubasyona birakildi. Kesitlere biotinle isaretli sekonder antikor
damlatilarak 30 dakika bekletildikten sonra Streptavidin peroksidaz enzimi (Histostain-
Plus Kits, California, USA) ile 30 dakika inkiibe edildi. Protein bloke edici serumu ile
inkubasyon agsamasi hari¢ tiim islemlerden sonra kesitler 2 kez 5 dakika stireyle PBS ile
yikandi. Son olarak kesitler 3-amino-9-etilkarbazol (AEC) (Zymed AEC RED substrat
kit, ABD) kromojeni ile mikroskop altinda kontrollii olarak 10 dakika siireyle boyandi.
Gill’s hematoksilen ile karsit boyamalar1 yapildi. Su bazli yapistirict (Shandon Immu-

mount) ile kesitler kapatildi ve 151k mikroskobunda {i¢ farkli kisi tarafindan incelendi.
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III.I.3. Veteriner Fakiiltesi Patoloji Laboratuarinda Kullamlan Cihazlar ve
Malzemeler

e Mikrotom (Leica RM2125RT)

e Isik mikroskobu (Nikon Eclipse E6GO0W)

e Fotograf Makinesi (Nikon DS Camera Head DS-5M)

III.I.4. Veteriner Fakiiltesi Patoloji Laboratuarinda Kullanilan Kimyasal
Maddeler ve Calisma Soliisyonlari

e Zymed, Histostain Plus Kit(California, USA)

e GFAP (Chemicon)

e NF-200 (Chemicon)

e S-100 (Chemicon)

e Hematoksilen Eozin

e 3-etoksipropilamin(Merck)

e Fosfat tamponlu tuz ¢dzeltisi (Phosphate Buffered Saline; PBS) (Sigma Aldrich)

e Streptavidin peroksidaz enzimi (Histostain-Plus Kits, California, USA)

e 3-amino-9-etilkarbazol (AEC) (Zymed AEC RED substrat kit, ABD)

e Su bazl yapistirict (Shandon Immumount)

I11.J. incelenen Parametreler
IIL.J.1. Yiiriime Testi

Deneysel sinir iyilesmesini dlgerken uygun degerlendirme metotlarinin se¢imi
cok onemlidir.Periferik sinir rejenerasyonunun degerlendirilmesinde elektrofizyolojik,
morfolojik ve histolojik c¢alismalar fonksiyonel diizelme hakkinda yeterince bilgi
veremeyebilir. 1982 yilinda Medinaceli ve arkadaslaritarafindan tanimi yapilan Siyatik
Fonksiyonel Indeks (Sciatic Functional Index; SFI), sinir rejenerasyonunun fonksiyonel
analizi i¢in kullanilan gilivenilir ve tekrarlanabilir bir yontemdir (de Medinaceli, 1982;
Tetik ve ark., 2000). Yiriiyiis izi analizinin kullanimi siyatik sinirin fonksiyonel
durumunu degerlendiren, ayak izinin Ol¢limiine dayanan non-invaziv  bir
yontemdir.Yiiriime eylemi koordineli fonksiyon gerektirdigindenfonksiyonel sonug
degerlendirme durumunda SFI, akson biiyiikliigii, basit elektrofizyoloji ve

histomorfometri kullanimindan daha iyi sonuglar verebilir (Varejao ve ark., 2001).
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Yiiriime testi yapilmasindaki amag sican arka ayak parmaklar1 arasindaki mesafelerin
oOlgiilerek SFI i¢in veriler elde etmek ve fonksiyonel diizelmenin derecesini saptamaktir.
Siyatik fonksiyonel indeks Ol¢iimleri i¢in veriler klasik ydntemle saglanan ayak
izlerinden elde edildi. Ayak izleri;

e Basi Uzunlugu (Print length; PL): Topuktan parmak ucuna kadar olan mesafe,

e Ayak Parmaklar1 Yayilimi (Toe Spread; TS): 1. ve 5. parmaklar aras1 mesafe,

e Orta Ayak Parmaklar1 Yayilimi (Intermediary Toe Spread; ITS): 2. ve 4.

parmaklar aras1 mesafeler olgiilerek elde edildi (Sekil 15).

Sekil 15: Siyatik sinir zedelenmesinde
ayak izi verileri. ( ITS: 2. ve 4. parmaklar
arast mesafe, PL: Topuktan parmak ucuna
kadar olan mesafe, TS: 1. ve 5. parmaklar

arast mesafe)

Elde edilen veriler daha sonralar1 birgok arastirmaci tarafindan revize edilen SFI
formiiliinde kullanildi. Bu formiil soyledir (Varejao ve ark., 2001; Shimizu ve ark.,

2007; Pan ve ark., 2009; Erbilici ve ark., 2010):

SFI = -38.3(EPL-NPL)/NPL + 109.5(ETS-NTS)/NTS + 13.3(EIT-NIT)/NIT — 8.8

Formiildeki “E” deneydeki alinan Olgiiyii, “N” ise normal Ool¢liyli ifade

etmektedir. Formiil sonucu tam kesilerde —100’e yaklasirken normal sinirde ise —3+4’e

yaklagmaktadir (Chen ve ark., 2006; Pan ve ark., 2009; Matsuse ve ark, 2010).
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I11.J.2. Histolojik Boyama

Etiketlenmis tliplerde %10 tamponlu formaldehit icerisinde Veterinerlik
Fakiiltesi Patoloji Laboratuarina getirilen ornekler parafin bloklar halinde hazirlandi.
Hazirlanan preparatlar Hematoksilen ve Eozin (H&E) ile boyandi. Isik mikroskobunda
degerlendirildi.

H&E ile boyanan materyaller vakuol yoniinden degerlendirildi. Siyatik sinir
zedelenmelerinde histolojik boyamalar sonucunda vakuollerin sayr ve hacim olarak
artmis olmasi sinir harabiyetinin artmis oldugunu gosterirken azalmis vakuol sayisi ve

hacmi ise rejenerasyonun lehinedir (Pan ve ark., 2007; 2009).

I11.J.3. Immiinohistokimyasal Boyama

Etiketlenmis tiiplerde %10 tamponlu formaldehit icerisinde Veterinerlik
Fakiiltesi Patoloji Laboratuarina getirilen O6rnekler uygun protokol yontemleri ile
hazirlandiktan sonra Glial Fibrilar Asidik Protein (Glial Fibrillary Acidic Protein;
GFAP), Noroflament-200 (NF-200) ve S-100 ile boyandi. Isik mikroskobunda
degerlendirildi.

Periferik  sinir  zedelenmelerinde = immiinohistokimyasal = boyamalarla
zedelenmenin oldugu alanda glial, aksonal ve Schwan hiicre varliginin kanitlanmasi igin
kullanilan S-100, GFAP ve NF-200antikorlar1 vardir. Bu antikorlardan Schwan hiicre
markirlar1 olarak kullanilanS-100’lin ekspresyonu Schwan hiicre ve Schwan benzeri
hiicre varligini gosterir. NF-200 ekspresyonu aksonal, GFAP ekspresyonu ise astrosit
pozitif ve Schwan hiicreleri isaret ederler (Dezawa ve ark., 2001; Murakami ve ark.,
2003; Tohill ve ark., 2004; Zhang ve ark., 2004; Radtke ve ark., 2009; di Summa ve
ark., 2010).

I11.J.4. DNA Izolasyonu ve SRY Geninin Gosterilmesi

Sican siyatik sinir dokusundan DNA elde etmek i¢in doku DNA kiti olarak
Purelink Genomic DNA mini Kit (Invitrogen) kullanildi. Deneyde kullanilan disi
siganlarin zedelenen siyatik sinirlerinde Y kromozomunun iizerinde bulunan ve
cinsiyetin belirlenmesini saglayan SRY geninin gosterilmesi i¢in PCR ¢aligmasi yapildi.
Bu islem sonucunda 288 baz ¢ifti uzunlugunda olan SRY ve 488 baz ¢ifti uzunlugunda

olan f-aktin geninin PCR’da ¢ogaltilmis iirlinleri elde edildi. PCR ¢aligma programi
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olarak ise, 95°C’de 5 dakika baglangi¢ denetiirasyonu, 94°C’de 30 saniye denatiirasyon,
57°C’de30 saniye baglanma ve 72°C’de 60 saniye uzama olmak {izere 37 dongii olarak

uygulandi.

I11.J.5. istatistik Yontemi

Verilerin degerlendirilmesinde Sosyal Bilimler I¢in Istatistik Paketi (Statistical
Package for Social Sciences; SPSS) 18.0 programi kullanildi. Veriler aritmetik ortalama
(¥), standart sapma ve sayt (%) seklinde gosterildi. Say1 ile gosterilen verilerin
degerlendirilmesinde Pearson Ki-kare ve Fisher Exact testleri kullanildi. Olgiimlerde
elde edilen verilerin ikili karsilastirilmasinda normal dagilima sahip olanlar i¢in Student
T Testi ve olmayanlar i¢in Mann Whitney U Testi kullanild. Istatistiksel anlamlilik igin
p<0,05 olmas1 kabul edildi.
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IV. BULGULAR

Deneyde, erkek sigan kemik iliklerinden elde edilen ve —80 °C’ye kaldirilarak
bekletilen MKH’ler kullanildi(Sekil 16).

Deney siiresince 0, 3, 7 ve 28. giinde ylirime testleri uygulanarak SFI icin
veriler elde edildi. Deney sonunda o6ldiiriilen hayvanlardan almman siyatik
sinirlerdenPCR 1ile SRYbelirlendi (Sekill7).

I. grup i¢cinSFIve SRY bulgulart Tablo 6°da, histopatolojik ve
immiinohistokimyasal boyama bulgulari ise Tablo 7°de verildi.

II. grup i¢in SFI ve SRY bulgular1 Tablo 8’de, histopatolojik ve
immiinohistokimyasal boyama bulgular1 ise Tablo 9’da verildi.

III. grup i¢in SFI ve SRY bulgulart Tablo 10’da, histopatolojik ve
immiinohistokimyasal bulgular1 ise Tablo11’de verildi.

IV. grup i¢in SFI ve SRY bulgular1 Tablo 12°de, histopatolojik ve
immiinohistokimyasal boyama bulgular1 ise Tablo 13’de verildi.

Tim gruplar i¢in SFI icin aritmetik ortalama (AO), standart sapma (SS)
degerleri ve SRY bulgularinin degerlendirilmesi Tablo 14’de, histopatolojik ve
immiinohistokimyasal boyama bulgularinin degerlendirilmesi ise Tablo15’de verildi.

Grup I-IV hayvanlarin H&E, NF-200, S-100, GFAP boyama ve SRY inceleme
acisindan “p” degerleri yoniinden karsilastirilmasi Tablo 16’da verilitken bu dort
grubun SFI acisindan 0., 3., 7. ve 28. giindeki dl¢iimlerinin karsilastirilmasi ise Tablo
17°de verildi.

SRY gen tespit caligmalar istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli oranda
farkli bulundu (p<0,05). SRY gen tespiti ¢caligmalarinda II., III. ve IV. grup ile I. grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05). II., III. ve IV. gruplar
arasinda ise anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

Toplam dort grupta SFI i¢cin zaman etkilesimini incelemek iizere tekrarli
Ol¢timlerde varyans analizi yapildi. Bu zamanlardaki 6l¢iimler icin I. grup ile II. grup
arasinda 28. giin yapilan SFI testinde anlamli fark bulundu (p=0,016).

H&E ve immiinohistokimyasal boyamalardan NF-200 ve GFAP boyama
ozellikleri yoniinden 1. grup ile II. grup arasinda anlamli fark bulundu (p<0,05). S-100

boyama 6zellikleri agisindan bu iki grup arasinda anlamli fark bulunamadi (p<0,05).
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Sekil 16a: Kemik iliginden
alinan mononiikleer hiicrelerin
ayristirthp ekildikten sonraki 1.
giin invert mikroskop goriintiist

(Orijinal biiyiitme: X48)

Sekil 16b:Kemik iliginden
alinan mononiikleer hiicrelerin
ayristirilip ekildikten sonraki 3.
giin invert mikroskop goriintiisi

(Orijinal biiyiitme: X200)

Sekil 16c:Kemik  iliginden
alinan mononiikleer hiicrelerin
ayristirtlip ekildikten sonraki 4.
giin invert mikroskop goriintiisii
(Orijinal biiyiitme: X200)
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Sekil 16d:Kemik iliginden
alman mononiikleer hiicrelerin
ayristirilip ekildikten sonraki 7.
giin invert mikroskop goriintiisi

(Orijinal biiyiitme: X200)

Sekil 16e:Kemik iliginden
alman mononiikleer hiicrelerin
ayristirilip ekildikten sonraki 9.
giin invert mikroskop goriintiisii
(Fibroblastlarin koloni
olusturmaya baslamasi)

(Orijinal biiyiitme: X200)

Sekil 16f:Kemik iliginden alinan
mononiikleer hiicrelerin
ayristirtlip ekildikten sonraki 13.
giin invert mikroskop goriintiisi
(CF-U odaklarinin olusmasi)
(Orijinal biiyiitme: X48)
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Sekil 17: 1, 3, 4, 5, 8, 10, 11, 13, 14, 15 ile numaralandirilan kuyucuklardaki SRY (+) 6rnekler, 17 ve 18
ile numaralandirilan kuyucuklarda pozitif kontroller ve 19 ile numaralandirilan kuyucukta

negatif kontrol.
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Tablo 6: 1. grup icin SFI ve SRY bulgular

Grup | Sican SFI SFI SFI SFI SRY
no no 0.giin 3.giin 7.giin 28.giin

I 1 -6,3 -41,5 -36,7 -29,5 (—
I 2 -7,2 -53,1 -51,5 -44,8 (—
I 3 -6,0 -61,4 -57,0 -44,7 (—)
[ 4 27,2 47,7 -38,3 28,2 (—)
I 5 -8,9 -56,7 -56,7 -55,0 (—
I 6 -6,1 -59,7 -58,9 -52,0 (—
I 7 -5,9 -59,6 -51,6 -41,8 (—
i 8 4,7 -60,5 -55,8 -41.,8 (—)

Tablo 7: L. grup igin histopatolojik ve immiinohistokimyasal boyama bulgulart

Grup | Sican H&E NF-200 GFAP S-100 SRY

no no Boyama

I 1 (++) (++) (++) (+++) (—)
I 2 (+++) (+) () (+++) (—)
I 3 (+++) (++) () ++) —)
I 4 (++) (+++) () (++) (—)
I 5 (+++) (++) () (+++) (—)
I 6 (+++) () () () (—)
I 7 (+++) () ) (+++) —)
I 8 (+++) (++) ++) ++) —)
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Tablo 8: II. grup i¢in SFI ve SRY bulgulart

Grup | Sican SFI SFI SFI SFI SRY
no no 0.giin 3.giin 7.giin 28.giin
I 1 -7,0 -48,7 -41,6 -26,8 (+)
I 2 -7,9 -60,1 -51,6 -41,2 (+)
I 3 -8,0 -47,4 -45,8 -37,7 (+)
I 4 -7,9 -55,5 -46,5 -27,2 (+)
II 5 -7,13 -50,76 -44,66 -34,19 )
I 6 -8,8 -54,7 -46,9 -34,0 (+)
I 7 -3,6 -51,2 -41,6 -19,2 (+)
II 8 -8,0 -47,6 -41,2 -24.0 (+)

Tablo 9: II. grup i¢in histopatolojik ve immiinohistokimyasal boyama bulgulari

Grup | Sican H&E NF-200 GFAP S-100 SRY
no no Boyama
I 1 ) (+++) (++) (+++) )
11 2 (+) (+++) (+++) (+++) (+)
I 3 ) ) +) () )
II 4 (++) (+++) () (+++) (+)
I 5 *) (++) ++) ++) )
I 6 ) (+++) (++) (+++) )
I 7 ) (+++) (++) (+++) )
11 8 (++) (++) (++) (+++) )
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Tablo 10: III. grup i¢in SFI ve SRY bulgulart

Grup | Sican SFI SFI SFI SFI SRY
no no 0.giin 3.giin 7.giin 28.giin
III 1 -4,4 -57,7 -55,1 -30,4 )
III 2 -1,1 -51,4 -48,9 -32,8 )
I 3 -7,8 -51,8 -50,1 -25,0 (+)
I 4 -7,9 -52,3 -25,9 -23,2 (+)
III 5 -9,6 -54,8 -56,4 -35,6 )
III 6 -5,6 -56,0 -42,7 -36,1 )
III 7 -8,8 -52,9 -55,2 -49,0 )
I 8 -9,5 -51,7 -50,2 -41,8 (+)

Tablo 11: III. grup i¢in histopatolojik ve immiinohistokimyasal boyama bulgular1

Grup | Sican H&E NF-200 GFAP S-100 SRY
No no Boyama
111 1 ) ) +) (+) )
111 2 (+++) (+++) (-H-) (+++) (+)
I 3 ) ) ) +) )
1 4 ) ) ++) ) *)
111 5 (+++) (+++) (-H-) (-H-) (+)
111 6 ) ) ) +) )
111 7 (++) (+++) ) (+++) )
1 8 ) ) () (+++) *)
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Tablo 12: IV. grup i¢in SFI ve SRY bulgulari

Grup | Sican SFI SFI SFI SFI SRY
no no 0.giin 3.giin 7.giin 28.giin
v 1 -7,0 -52,6 -45,8 -35,0 (+)
v 2 -7,1 -56,8 -50,6 -33,7 (+)
v 3 -9,5 -56,9 -55,3 -49,1 (+)
v 4 -7,9 -54,8 -47,5 -28,6 (+)
v 5 -7,1 -58,4 -50,8 -45,6 (—
v 6 -7,9 -53,6 -42,6 -333 (+)
v 7 -5,4 -59,9 -50,2 -35,9 (+)
v 8 -6,2 -63,7 -55,1 -39,6 (+)

Tablo 13: IV. grup icin histopatolojik ve immiinohistokimyasal boyama bulgular1

Grup | Sican H&E NF-200 GFAP S-100 SRY
no no Boyama
v 1 (++) (+++) ) (+++) )
v 2 (++) (+++) ) (+++) )
v 3 ) ) ) ) *)
I\ 4 (+++) (+) ) (++) )
v 5 ) ) (++) (+++) —)
v 6 ) ) ) +) )
v 7 () ) ) +) )
v 8 ) () (++) (+++) )
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Tablo 14: Tiim gruplar i¢in SFI, aritmetik ortalamalar1 (AO) ve standartsapmalar (SS)

Grup I Grup 11 Grup I1I Grup IV
DY) (MKH+DY) (MKH+DY) (MKH+DY)
0. giin uygulama | 0.giin uygulama | 3. giin uygulama 7.giin uygulama

AO =SS AO =SS AO =SS AO =SS
SFI
0.giin -6,57+1,24 -7,32+1,59 -6,88+2,95 -7,30+1,21
SFI
3.giin -55,08+7,13 -52,04+4,46 -53,61+2,33 -56,75+3,78
SFI
7.gun -50,85+8,62 -45,0243,53 -48,11+9,99 -49,78+4,35
SFI
28.giin -42,294+9,49 -30,56+7,43 -34,27+8,47 -37,64+6,80

Tablo 15: Tiim gruplarin H&E, NF-200, GFAP, S-100 boyama ve SRY varlig1 yoniinden karsilastiriimasi

Grup I Grup II Grup III Grup IV
DY) (MKH+DY) (MKH+DY) (MKH+DY)
0. giin uygulama | 0.giin uygulama | 3. giin uygulama 7.giin uygulama
(n=8) (%) (n=8) (%) (n=8) (%) (n=8) (%)
H&E
(+++) 6 (% 75,0) 0 (%0) 2 (% 25,0) 2 (% 25,0)
(+t) |2 (% 25,0) 2 (% 25,0) 5 (% 62,5) 6 (% 75,0)
) |0 (%0 6 (% 75,0) 1 (% 12,5) 0 (%0)
NF-200
() |1 (% 12,5) 6 (% 75,0) 3 (% 37,5) 2 (% 25,0)
++) |4 (% 50,0) 2 (% 25,0) 4 (% 50,0) 4 (% 50,0)
) 3 (%37,5) 0 (%0) I (% 12,5) 2 (% 25,0)
GFAP
(+++) | 0 (% 0) 1 (% 12,5) 0 (%0) 0 (%0)
+) |3 (%375 7 (% 87.,5) 4 (% 50,0) 2 (% 25,0)
) |5 (%62)5) 0 (%0) 4 (% 50,0) 6 (% 75,0)
S-100
(+++) | 4 (% 50,0) 7 (% 87,5) 3 (% 37,5) 4 (% 50,0)
(++) (% 37,5) 1 (% 12,5) 5 (% 62,5) 3 (%37,5)
(+) I (% 12.,5) 0 (%0) 0 (%0) I (% 12,5)
SRY
(+) 0 (%0) 8 (% 100) 8 (% 100) 7 (% 87,5)
(1) 8 (% 100) 0 (% 0) 0 (%0) 1 (% 12,5)
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Tablo 16: Grup I-IV hayvanlarin H&E, NF-200, S-100, GFAP boyama ve SRY agisindan karsilastiriimasi

H&E NF-200 S-100 GFAP SRY
Grup I-11 P<0,01 p <0,05 p>0,05 P<0,05 P<0,01
Grup I-111 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 P<0,01
Grup I-1V p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 P<0,05
Grup II-111 P<0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Grup II-1V P<0,01 p>0,05 p>0,05 P<0,01 p>0,05
Grup HI-IV p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

Tablo 17: Grup I-IV hayvanlarin 0., 3., 7. ve 28. giindeki SFI dl¢limleri agisindan karsilastirilmasi

SFI0 SFI 3 SF17 SFI 28
Grup I-1I p>0,05 p>0,05 p>0,05 P<0,05
Grup I-111 p> 0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Grup I-IV p> 0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Grup II-I1T p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Grup II-1V p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Grup HI-1V p>0,05 p>0,05 p> 0,05 p>0,05

Grup I : Doku yapistiricisi 0. glin transplantasyon

Grup II : Doku yapistiricis1 + MKH 0. giin transplantasyon
Grup III : Doku yapistiricisi + MKH 3. giin transplantasyon
Grup IV : Doku yapistiricis1 + MKH 7. giin transplantasyon
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IV.A. Gruplarin Degerlendirilmesi

1. Siyatik Fonksiyon Indeksi degerlendirilmesi sonucunda;

SFI 0. giin degerlendirilmesinde; grup I’de ortalama deger olarak (-6,57)
Olciiliirken, grup II’de (-7,32), grup III’de (-6,88) ve grup IV’de ise (-7,30)
olarak ol¢tldii.

SFI 3. giin degerlendirilmesinde; grup I’de ortalama deger olarak (-55,08)
Olctildii, grup II’de (-52,04), grup III’de (-53,61) ve grup IV’de ise (-56,75)
olarak dlciildii.

SFI 7. giin degerlendirilmesinde; grup I’de ortalama deger olarak (-50,85)
olciildii, grup II’de (-45,02), grup III’de (-48,11) ve grup IV’de ise (-49,78)
olarak dlciildii.

SFI 28. giin degerlendirilmesinde; grup I’de ortalama deger olarak (-42,29)
olciildi, grup II’de (-30,56), grup III’de (-34,27) ve grup IV’de ise (-37,64)
olarak ol¢tldii.

Tiim SFI verileri Sekil 18, Sekil 19 ve Sekil 20°de gosterildi. Ornek ayak
izleri Sekil 21°de gosterildi.
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Sekil 18:Tiim gruplarin SFI 6l¢iim sonuglarina gore karsilastiriimasi
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Sekil 19: Tiim SFI verilerinin gilinlere ve gruplara gore degisimi
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Sekil 20: SFI l¢iim oranlariin giinlerine gore gruplarin dagilimi
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Sekil 21a: SFI 6lgtimii i¢in kullanilan ilk

giin alinan normal sigan ayak izi

Sekil 21b: SFI Glgiimii igin kullanilan 7.
giin alinan zedelenmis siyatik sinirli sigan

ayak izi

Sekil 21¢: SFI 6lgtiimii igin kullanilan 28.
giin alman zedelenmis siyatik sinirli sican

ayak izi
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2. H&E

boyamasi

ile  vakuolizasyon = ve  sinir  dejenerasyonunun

degerlendirilmesinde (Sekil 24);

100, 0%

S0, 0% —

S0,

Yitzde

40,

Sekil 22: H&E boyamanin gruplara gore degerlendirilmesi. (*: p<0,01,

sa,

&0,

Yizde

O% —

O%

0%

=11

a0,

L 0%

e (+++) vakuolizasyon, grup I’de % 75 iken grup II’de % 0, grup III’de %

e (++) vakuolizasyon, grup I’de % 25 iken grup II’de % 25, grup III’de %

e (+) vakuolizasyon, grup I’de % 0 iken grup II’de % 75, grup 1II’de %

25 ve grup IV’°de % 25 bulundu.

62,5 ve grup IV’de % 75 bulundu.

12,5 ve grup IV’de % 0 bulundu (Sekil 22 ve Sekil 23).

- histoloji

kontrol

kSk hhicre 2. kok hwacre 0. kok hacre 7.
gnar gnar gnar

grup
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histoloji

Sekil 23: Tiim gruplarda H&E boyamanin derecelerine gore karsilastirilmast
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Sekil 24a:MKH uygulanmamis gruptaki H&E ile
boyama sonucu sinir dokusunun goriiniimii

(Orijinal biiyiitme: X180)

Sekil 24b: 3. giin MKH uygulanmis gruptaki H&E ile
boyama sonucu sinir dokusunun goriiniimii

(Orijinal biiyiitme: X180)

Sekil 24c:7. giin MKH uygulanmis gruptaki H&E ile
boyama sonucu sinir dokusunun goriiniimii

(Orijinal biiyiitme: X180)

Sekil 24d: 0. giin MKH uygulanmis gruptaki H&E ile
boyama sonucu sinir dokusunun goriinimii

(Orijinal biiyiitme: X180)
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3. NF-200 boyama ile sinir dokusunun degerlendirilmesinde (Sekil 27);
e (+++) boyanma, grup I’de % 12,5 iken grup 1I’de % 75, grup lII’de %
37,5 ve grup IV’de % 25 bulundu.
e (++) boyanma, grup I’de % 50 iken grup II’de % 25, grup III’de % 50 ve
grup IV’de % 50 bulundu.
e (+) boyanma, grup I’de % 37,5 iken grup II’de % 0, grup III’de % 12,5
ve grup IV’de % 25 bulundu (Sekil 25 ve Sekil 26).

1 1 nt oo
S50, 0% — = —
1. o0
H=.00
[ =,.00
40, 0% —
=0, 0%
L&)
=
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=
B
~o, 0%
10, 0%
0, 0%
kontrol ok hibcecre 3. kolk hhmacre 0. ok huacre 7o
gan gun nan
grup

Sekil 25: NF-200 boyamanin gruplara gore degerlendirilmesi. (*: p<0,05)

20, 0% e bl
M i:oncral
Bliakr hitcre 2. gun
[ Jizokx hucre o.gun
Bli:ck hucre 7 gun
E0 . 0% -
)
-]
=
5 40.0%
zo,. 0%
o, 0% —

i1.00 Z,.0o0 2,00
nf 200

Sekil 26: Tiim gruplarda NF-200 boyamanin derecelerine gore karsilastirilmasi
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Sekil 27a:MKH uygulanmamis gruptaki NF-200 ile
boyama sonucu sinir dokusunun goriiniimii

(Orijinal biiyiitme: X180)

Sekil 27b: 3. giin MKH uygulanmis gruptaki NF-200 ile
boyama sonucu sinir dokusunun goriiniimii

(Orijinal biiyiitme: X180)

Sekil 27¢: 7. giin MKH uygulanmig gruptaki NF-200 ile
boyama sonucu sinir dokusunun goériiniimii

(Orijinal bilyiitme: X180)

Sekil 27d: 0. giin MKH uygulanmis gruptaki NF-200 ile
boyama sonucu sinir dokusunun goriiniimii

(Orijinal biiyiitme: X180)
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4. S-100 boyama ile sinir dokusunun degerlendirilmesinde (Sekil 30);

40,

=0,

Yizde

—0,0%

10,

L, 0%

L, 0% —

(+++) boyanma, grup I’de % 50 iken grup II’de % 87,5, grup 1II’de %
37,5 ve grup IV’de % 50 bulundu.

(++) boyanma, grup I’de % 37,5 iken grup II’de % 12,5, grup 1II’de %
62,5 ve grup IV’de % 37,5 bulundu.

(+) boyanma, grup I’de % 12,5 iken grup II’de % 0, grup III’de % 0 ve
grup IV’de % 12,5 bulundu (Sekil 28 ve Sekil 29).

0% —

0% =

0% =

komtraol kak hiacre 3. kok hucre 0. kok hucre 7.
cnan grar gnary

grup

Sekil 28:S-100 boyamanin gruplara gére degerlendirilmesi
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Sekil 29: Tiim gruplarda S-100 boyamanin derecelerine gore karsilastirilmasi
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Sekil 30a:MKH uygulanmamis gruptaki S-100 ile
boyama sonucu sinir dokusunun goriiniimii

(Orijinal biiyiitme: X180)

Sekil 30b:3. giin MKH uygulanmig gruptaki S-100 ile
boyama sonucu sinir dokusunun goriiniimii

(Orijinal biiyiitme: X180)

Sekil 30c:7. giin MKH uygulanmig gruptaki S-100 ile
boyama sonucu sinir dokusunun goriiniimii

(Orijinal biiyiitme: X180)

Sekil 30d:0. giin MKH uygulanmig gruptaki S-100 ile
boyama sonucu sinir dokusunun goériiniimi

(Orijinal biiyiitme: X180)
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5. GFAPboyama ile sinir dokusunun degerlendirilmesinde (Sekil 33);

e (+++) boyanma, grup I’de % 0 iken grup II’de % 12,5, grup 1II’de % 0 ve
grup IV’de % 0 bulundu.

e (++) boyanma, grup I’de % 50 iken grup II’de % 87,5, grup III’de % 50
ve grup IV’de % 25 bulundu.

e (+) boyanma, grup I’de % 50 iken grup II’de % 0, grup [II’de % 50 ve
grup IV’de % 75 bulundu (Sekil 31 ve Sekil 32).

100, 0% . I 1 . ogfage
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Sekil 31: GFAP boyamanin gruplara gore degerlendirilmesi.(*: p<0,05, **: p<0,01)
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Sekil 32: Tiim gruplarda GFAP boyamanin derecelerine gore karsilagtiriimasi



Sekil 33a:MKH uygulanmamis gruptaki GFAP ile
boyama sonucu sinir dokusunun goériiniimi

(Orijinal biiyiitme: X180)

Sekil 33b:3. giin MKH uygulanmis gruptaki GFAP ile
boyama sonucu sinir dokusunun gériiniimii

(Orijinal bilyiitme: X180)

Sekil 33c:7. gin MKH uygulanmis gruptaki GFAP ile
boyama sonucu sinir dokusunun goériiniimii

(Orijinal biiyiitme: X180)

Sekil 33d:0. giin MKH uygulanmis gruptaki GFAP ile
boyama sonucu sinir dokusunun goériiniimi

(Orijinal biiyiitme: X180)
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6. PCR calismas1 ile alict disi hayvanlarin siyatik sinir dokularinda Y
kromozomunda yer alan SRY gen varliginin tespit edilmesi sonucunda;
o (+) SRY, grup I'de % 0, grup II’de % 100, grup III’de % 100 ve grup
IV’de % 87,5 olarak bulundu.

IV.B. Gruplarin Karsilastirilmasi
Gruplarin birbirleri ile karsilastirilmalar1 sonucunda asagidaki sonuglara ulasildi.

1. I. grup (DY, 0. giin transplantasyon) ile II. grup (MKH+DY, 0. giin
transplantasyon) arasindaki SFI’nin 28. giin 6l¢limii olarak anlamli fark bulundu
(p<0,016). H&E (p<0,002), NF-200 (p<0,027) ve GFAP (p<0,022) boyama
ozellikleri yoniinden anlamli fark bulundu. S-100 boyama o6zellikleri agisindan
bu iki grup arasindakifark anlamli degildi (p>0,05). SRY acisindan da bu iki grup
arasinda anlamli fark bulundu (p<0,008).

2. 1. grup (DY, 0. giin transplantasyon) ile IIl. grup (MKH+DY, 3. giin
transplantasyon) arasinda SFI Olctimleri, NF-200, S-100, GFAP ve H&E
boyama agisindan bulunan fark anlamli degildi (p>0,05). SRY ag¢isindan bu iki
grup arasinda anlamli fark bulundu (p<0,008).

3. . grup (DY, 0. gilin transplantasyon) ile IV. grup (MKH+DY, 7. giin
transplantasyon) arasinda SFI Olc¢timleri, NF-200, S-100, GFAP ve H&E
boyama agisindan bulunan fark anlamli degildi (p>0,05). SRY ag¢isindan bu iki
grup arasinda anlamli fark bulundu (p<0,016).

4. II. grup (MKH+DY, 0. giin transplantasyon) ile IIl. grup (MKH+DY, 3. giin
transplantasyon) arasinda SFI Olc¢timleri, NF-200, S-100, GFAP ve H&E
boyama acisindan anlamli fark bulunamadi (p>0,05). SRY agisindan da bu iki
grup arasindaki fark anlamli degildi (p>0,05).

5. II. grup (MKH+DY, 0. giin transplantasyon) ile IV. grup (MKH+DY, 7. giin
transplantasyon) arasinda SFI oOlgiimleri, NF-200, S-100 ve H&E boyama
acisindan bulunan fark anlamli degildi (p>0,05). GFAP boyama agisindan
anlaml fark bulundu (p<0,008). SRY agisindan da bu iki grup arasindaki fark
anlaml degildi (p>0,05).
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6. IIL. grup (MKH+DY, 3. giin transplantasyon) ile IV. grup (MKH+DY, 7. giin
transplantasyon) arasinda SFI Olc¢timleri, NF-200, S-100, GFAP ve H&E
boyama agisindan bulunan fark anlamli degildi (p>0,05). SRY agisindan da bu
iki grup arasindaki fark anlamli degildi (p>0,05).
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V. TARTISMA

Sinirdeki gerilme, ezilme, kesilme gibi nedenlerle meydana gelen periferik sinir
yaralanmalarinda sinirde bir¢ok histolojik degisiklikler ortaya ¢ikar. Bu degisikliklerin
icerisinde yarali bolgenin distalinde meydana gelen ve aksonal yapmin tamamen
bozulmasi ile karakterize olan WallerianDejenerasyonu sayilabilir (Quan, 1999).

Periferik sinir dejenerasyonlarinda rejenere olan aksonlara yol gosterici olarak
fibrin ve fibrinojenden yapilan tiipler kullanilmaktadir. Fibrin ve fibrinojenin optimal
kombinasyonunun degerlendirildigi hiicre ¢alismalarinda doku yapistiricilarinin (fibrin
glue) mezankimal kok hiicreler i¢in iyi bir matriks olarak kullanilabilecegi gosterilmistir
(Bensaid ve ark., 2003; Kalbermatten ve ark., 2009). Biz de ¢alismamizda matriks etkisi
icin MKH ile birlikte doku yapistiricist kullandik.

Periferik sinirlerde meydana gelen dejenerasyonun tedavi edilebilmesi igin
cerrahi girisimlerin (Aytag, 2005; Cifci ve ark., 2010) yaninda biyolojik olmayan
(silikon tiip gibi) materyaller kullanilarak (Chen ve ark., 2006; Bozkurt ve ark., 2009)
ve yapay sinirlerin gelistirilmesi amaciyla néronal progenitor hiicrelerin (Murakami ve
ark., 2003) ya da in vitro olarak Schwann hiicre Ozelligine diferansiye edilmis
hiicrelerin kullanilmas1 ile yapilan calismalar mevcuttur (Keilhoff ve ark., 2006b;
Shimizu ve ark., 2007). Bu calismalarda periferik sinir olarak g¢alisilmasi kolay olan
siyatik sinir secilmistir.

SFI’da istatistiksel bir farkliligin tespit edilebilmesi i¢in de siyatik sinir
hasarlanmasinin en az 20 dakika yapilmasi gerekmektedir (Pan ve ark., 2007).
Caligmamizda bu veriler 15181nda 20 dakikalik siyatik sinir hasar1 gerceklestirdik.

Son yillarda ise sinirlerde meydana gelen bu dejenerasyonun diizeltilebilmesi
icin diger tedavi seceneklerine ek olarak MKH’ler de kullanilmaya baslanmistir. Sinir
rejenerasyonunda etkili olan, noral hiicre yasamini ve norogenezisi olumlu olarak
etkileyen birgok sitokin ve biiylime faktorleri vardir (Terenghi, 1999). Bu faktorler
MKH’ler tarafindan da iretilirler (Kopen ve ark., 1999; Coyne ve ark., 2006; Pan ve
ark., 2007). MKH’ler ayn1 zamanda sinir rejenerasyonuna katkida bulunan Schwan
hiicrelerini indirekt olarak etkileyerek ve aksonal rejenerasyonu artirarak periferik sinir
iyilesmesine katkida bulunurlar (Pan ve ark., 2007; Wang ve ark., 2009; Matsuse ve
ark., 2010). Biz calismamiz1 sigan kemik iligi kaynakli MKH’ler kullanilarak
gerceklestirdik.



Pan ve arkadaslar1 2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada kok hiicreleri hasarli sinir
dokusu iizerine epineryumu bozmadan 3x10° hiicre/ml yogunluktayerlestirmislerdir.
Verilen kok hiicrelerin sinir dokusuna dahil olmadiklarin1 bulmuslardir. Elde ettikleri
tyilesme sonuglarin1 ndrotropik faktorlerin sekresyonunun sinir rejenerasyonunu arttiran
olas1 bir mekanizma ile oldugunu belirtmislerdir. Bizim calismamizda uyguladigimiz
doz da 3x10° hiicre/ml yogunlugundadir. Bizim iyilesme sonuglarimiz da bu ¢alisma ile
paralellik gostermektedir.

Literatiirde siyatik sinir rejenerasyonunun fonksiyonel analizi igin yliriime
testleri ve SFI formiilii kullanilmistir (de Medinaceli, 1982; Tetik ve ark., 2000). Pan ve
arkadaslarinin 2009 yilindaki g¢alismalarindasadece placebo uygulanan grubun SFI
degerlendirme sonuglaridordiincii haftanin sonunda (-45)’e¢ kadar diizelme olarak
bulunmustur (Pan ve ark., 2009).Biz de ¢alismamizda giivenilir ve tekrarlanabilir olan
SFI yonteminikullanarak kontrol grubumuzdaki iyilesme oranlarini(-42)’ye kadar
diizelme olarak tespit ettik. Yine ayn1 ¢aligmada amniyotik sividan elde edilen MKH’ler
1X10° hiicre/m! yogunlugunda uygulanmis ve dérdiincii hafta SFI sonuglari (-23)olarak
bulunmustur. Bizim c¢alismamizda MKH’in zedelenmeden hemen sonra uygulandigi
grupta SFI sonuclari dordiincii hafta sonunda(-30) olarak bu c¢alismadaki degerlere
yakin tespit edilmistir. Aradaki iyilesme farkinin  kullamilan MKH’lerin
yogunlukdozlarina bagli olabilecegini diigiiniiyoruz.

Calismamizda 0. giin yiirlime sonuglar1 agisindan gruplar arasinda anlamli bir
fark tespit edilmedi.

Ucgiincii giin yapilan SFI 6lgiimlerinde 1. grup ile II. grup arasinda anlamli fark
olmamas: sinir rejenerasyonunun ilk ii¢ giin igerisinde fonksiyonel diizelme saglayacak
boyutta olmadigi seklinde yorumlanabilir. Bu degerlendirme tiim gruplarin ii¢lincii giin
SFI sonuglar1 i¢in de yapilabilir.

Yedinci glin SFI 6l¢iimlerinde tiim gruplar arasinda bulunan fark istatistiksel
olarak anlamli degildi. Ancak gruplar arasinda farkli iyilesme sonuglar1 gézlendi.Il.
grup ile IV. grup arasindaki iyilesme farkli bulundu. Bu durum zedelenmeden sonra
yedi giinliik bir zaman igerisinde sinir rejenerasyonunda MKH uygulanmasinin
uygulanmamasi ile karsilastirildiginda sinir rejenerasyonuna katkida bulunabilecegini
diisiindiirmektedir.l. grup ile II. grup arasinda da belirgin iyilesme sonuglarinin olmasini

sinir rejenerasyonunun ilk 7 giin igerisinde artarak devam ettigi seklinde aciklayabiliriz.
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Ilk 7 giinliik siirede MKH uygulanmayan 1. grup ile IV. grup arasindaki SFI
iyilesme sonuglar1 birbirine yakin bulundu. Bu sonuglarin III. grubun iyilesme
sonuglarindan farkli olmasi sinir zedelenmesinden 72 saat sonra MKH uygulanmasinin
hi¢ uygulanmamasina gore rejenerasyonda etkili oldugunu diistindiirmektedir.

Periferik sinir dejenerasyonunun gdosterilmesinde literatiirde H&E boyama
yontemi kullanilmaktadir. Siyatik sinir zedelenmelerinde histolojik boyamalar
sonucunda vakuollerin say1 ve hacim olarak artmis olmasi sinir harabiyetinin artmis
oldugunu gosterirken azalmis vakuol sayis1 ve hacmi ise rejenerasyonun lehinedir (Pan
ve ark., 2007; 2009).

Literatiirde siyatik sinir rejenerasyonunun degerlendirilmesinde degisik
immiinohistokimyasal boyamalar kullanilmistir. Zedelenmenin oldugu alanda glial,
aksonal ve Schwan hiicre varliginin kanitlanmasi i¢in kullanilan S-100, GFAP ve NF-
200 antikorlart vardir. (Murakami ve ark., 2003; Tohill ve ark., 2004; Zhang ve ark.,
2004; Radtke ve ark., 2009; di Summa ve ark., 2010). Biz de ¢alismamizda Schwan
hiicre ve Schwan benzeri hiicre varligin1 gosteren S-100, aksonal aktivasyonu gosteren
NF-200 ile birlikte astrosit pozitif ve Schwan hiicre varhigimi gosteren GFAP
antikorlarimi kullandik.

Yirmi sekizinci giin yapilan SFI Ol¢limlerinde I. grup ile IIl. grup arasinda
istatistiksel iligkinin bulunmamasma ragmen hem SFI hemde histopatolojik ve
immiinohistokimyasal boyama sonuglarinin farkli olmasi zedelenmeden ii¢ giin sonra da
olsa MKH wuygulamasinin uygulanmamasina gore fonksiyonel diizelmede etkili
olabilecegini diigiindiirdii.

Yirmi sekizinci glin yapilan SFI 6l¢iimlerinde 1. grup ile IV. grup arasinda
anlamli fark belirlenememekle birlikte SFI iyilesme sonuglarinin ve histopatolojik,
immiinohistokimyasal boyama sonuglarinin farkli olmasi zedelenmeden 7 gilin sonra
bile MKH uygulanmasinin etkili olabilecegini diisiindiirdii.

Yirmi sekizinci giin yapilan SFI 6l¢timlerinde I. grup ile II. grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli degisiklik bulundu. Yine bu iki grup arasinda H&E boyama
acisindan immiinohistokimyasal boyamalardan NF-200 boyama ve GFAP boyama i¢in
de anlamli fark bulundu. Bu sonuglar bizlere MKH’lerin, aksonal rejenerasyonu artirip
fonksiyonel diizelmede periferik sinir iyilesmesine katkida bulundugu yoniinde fikir

vermektedir.Literatlirde MKH’lerin bu etkiyi, sinir rejenerasyonunda ve ndrogeneziste
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olumlu etkileri olan birgok sitokin ve biliylime faktorlerini iireterek ve sinir
rejenerasyonuna katkida bulunan Schwan hiicrelerini aktive ederek gdosterdigi
bildirilmistir (Kopen ve ark., 1999; Coyne ve ark., 2006; Pan ve ark., 2007; Wang ve
ark., 2009; Matsuse ve ark., 2010). MKH’lerin Schwan hiicrelerini aktive ederek ve
sitokin ve biiyiime faktorlerinin etkisi ile rejenerasyona katkida bulunmalarinin yanisira
Zhang ve arkadaslarmmin yaptigi calismada, bu hiicrelerin fonksiyonel Schwan
hiicrelerine dontiserek de bu etkiyi artirdiklar1 bulunmustur (Zhang ve ark., 2004).

Yirmi sekizinci giin yapilan SFI 6lgtimlerinde II. grup ile IV. grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli olmasa bile iyilesme sonuclar1 farkli olarak bulundu. GFAP
boyama agisindan ve H&E boyama yoniinden bu iki grup arasinda anlamli fark tespit
edilmesi zedelenmeden hemen sonra uygulanan MKH’nin yedi giinliik bir farkla MKH
uygulanmasina gore sinir rejenerasyonuna daha fazla katkida bulundugu yoniinde
algilanabilir.

Yirmi sekizinci giin yapilan SFI 6lgiimlerinde III. grup ile IV. grup arasinda
tyilesme sonuglar1 istatistiksel olarak anlamli degildi. H&E boyama ve NF-200, S-100,
GFAP boyamalar agisindan da bulunan fark anlamli degildi. Bu sonuglarzedelenmeden
sonraki li¢glincli giin MKH uygulanmasi ile yedincigiin uygulanmasi arasinda hiicresel
ve fonksiyonel diizeyde saptanabilecek fark olmadigi seklinde degerlendirilebilir.

Yirmi sekizinci giin yapilan SFI Ol¢limlerinde ve NF-200, S-100, GFAP
boyamalar acisindan II. grup ile III. grup arasindaki fark anlamli degildi. Ancak H&E
boyama yoOniinden istastistiksel olarak bulunan anlamli fark MKH uygulama zamaninin
sinir zedelenmesinden hemen sonra olmasinin zedelenmeden ii¢ giin sonra olmasina
nazaran sinir rejenerasyonunda daha fazla iyilesmeye sebep oldugu seklinde
degerlendirilebilir. Tespit edilen bu farkin SFI ile desteklenememesi hiicresel olarak
goriilen diizelmenin fonksiyonel diizeye yansiyacak boyutta olmadigi seklinde
yorumlanabilir. Bu da siyatik sinir zedelenmesinde zedelenmeden sonra MKH
uygulamast i¢in bir terapotik pencerenin oldugunu gostermektedir.

Dordiincii haftadakiH&E boyanmanin II. grup ile III. ve IV. grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli sekilde farkli olmasi ise fonksiyonel iyilesme i¢in hiicresel
diizelmede bir esigin oldugu ve bu esik iizerinde de fonksiyonel etkinin artmadigini

distindiirmektedir.
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Verici  kok hiicrelerinin  alict  dokularinda  gosterilebilmesi  ve  takip
edilebilmesinin yontemlerinden bir tanesi de erkek sicanlardan (Y+) alinan MKH’lerin
disi sigan (X) dokularinda PCR yontemi kullanilarak SRY geninin varligi ile
gosterilmesidir. PCR yontemi ile 1/10.000 oranindaki erkek hiicresi erkek-disi hiicre
karisimlarindan elde edilebilir (Ise ve ark., 2004).

Bizim ¢aligmamizda disi si¢an siyatik sinirlerindeki erkek sicanlara ait MKH’leri
gosterebilmek i¢in daha 6nceki yontemlerden (Ise ve ark., 2004) revize edilerek PCR
yapildi. IV. grubun besinci hayvani haric MKH nakli yapilan tiim disi hayvan (II., III.
ve IV. grup) siyatik sinirlerinden SRY genine ve internal kontrolii olan S-aktin genine ait
PCR ¢iktilart elde edildi. Bu hayvana ait olan yirmi sekizinci giindeki SFI degerinin
kendi grubuna ait olan ortalama degerlerden istatistiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte daha az olmasi bu hayvana yapilan MKH naklinin basarisiz oldugu sonucunu
dogurdu.

Yirmi sekiz giinliik takibin sonucunda SFI yoniinden elde edilen bulgular ve
histopatolojik, immiinohistokimyasal boyama sonuglar1 esliginde MKH uygulanma
zamaninin zedelenmeden sonra ne kadar erken olursa rejenerasyon seviyesinin de o
oranda fazla olacagi sonucuna varilabilir.

Histopatolojik diizeyde saptanilan iyilesme diizeyinin fonksiyonel diizeyde tespit
edilememesi hiicresel iyilesmenin fonksiyonel olarak goriilebilmesi i¢in daha fazla

zamana gereksinim oldugu seklinde de yorumlanabilir.
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VI. SONUC VE ONERILER

Yapmis oldugumuz bu ¢alismanin siyatik sinir zedelenmesi iizerine yapilmis
olan diger ¢alismalardan farki MKH’lerin sinir dokusuna farkli zamanlarda (0., 3. ve 7.
giin) uygulanmis olmasidir (Chen ve ark., 2007; Pan ve ark., 2007).

SFI, histopatolojik ve immiinohistokimyasal boyama sonuglarina gore
zedelenmeden hemen sonra MKH verilen grupta sinir rejenerasyonu en fazla iken MKH
verilmeyen grupda en az seviyede bulundu.

Gruplarin kendi aralarinda fonksiyonel degerlendirme testi, histopatoloji ve
immiinohistokimyasal boyama ile kiyaslanmalart sonucunda 0. gin MKH
uygulanmasinin MKH uygulanmayan gruba gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
sinir rejenerasyonunu artirdigi bulundu. Yine bu bulgulara dayanarak istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 halde MKH uygulanma zamani ve sinir rejenerasyonu arasinda
korelasyon oldugu sonucuna varildi.

MKH transplantasyonunun sinir rejenerasyonuna etkilerinin arastirilacagi farkl
zaman gruplarinin olusturulmasi, bu gruplardan elde edilen sonuglarin farkli ve detayl
molekiiler biyolojik ve laboratuar Olgiimleri ile degerlendirilmesi konunun
derinlemesine anlasilmasinda faydali olacaktir.

Bu konuda daha sonra yapilacak c¢alismalarda gruplarin hayvan sayilar
cogaltilarak yiirlime testlerine paralel olarak histopatolojik ve immiinohistokimyasal
boyamalar yapilmasi fonksiyonel degerlendirmenin hiicresel olarak da desteklenmesine
olanak saglayabilir. Degerlendirme asamasinda elektrofizyolojik ¢alismalar yapilarak
sinir rejenerasyon degerlendirilmesi yapilabilir. Yine rejenerasyon seviyesini tespitte
akson sayimi ve akson cap1 Sl¢iimii yapilabilir. Akson sayimi ve ¢ap Ol¢limii ile sinir
rejenerasyon diizeyi saptanabilir. Calisma sonunda kantitatif PCR ile BDNF, NGF,
CNTF calisilmast sinir degerlendirilmesinde etkin olan faktorlerin objektifolarak
saptanilmasina olanak saglayabilir. Caligmanin siliresinin uzatilmasi ise, sinirdeki
hiicresel diizeydeki iyilesmenin fonksiyonel diizelmeye etkisinin arastirilmasinda daha
aydinlatici bilgiler verebilir.

Bu konunun aydinlatilmasi i¢in yapilacak olan hayvan deneyleri gelecekte
insanlar lizerinde yapilacak olan arastirmalarin planlanmasinda ve diizenlenmesinde

etkin rol oynayabilecektir.
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