T.C.
DICLE UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
PLASTIK, REKONSTRUKTIF ve ESTETIK CERRAHI ANABILIM DALI
BASKANLIGI

ADIPOZ KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN,
PERIFERIK SINIR REJENERASYONUNA ETKISININ
SAPTANMASI

DR. PERCIN CASKAN

TIPTA UZMANLIK TEZI

DIYARBAKIR — 2011






T.C
DICLE UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
PLASTIK REKONSTRUKTIF VE ESTETIK CERRAHI
ANABILIMDALI

ADIPOZ KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN,
PERIFERIK SiNiR REJENERASYONUNA ETKIiSIiNiN
SAPTANMASI

TIPTA UZMANLIK TEZI
DR.PERCIN CASKAN

DANISMAN
DOC.DR. MEHMET BOZKURT

Bu calisma, “Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma Proje Komisyonu” tarafindan
desteklenmistir. (Proje No: 10-TF-101)
“Kaynakca Gosterilerek Tezimden Yararlanilabilir”

DIYARBAKIR 2011



ONSOz

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi
Anabilim Dal’'ndaki egitimim slresince, tez konumun sec¢imi ve yuruatulmesi
asamalarinda, bilgi, destek ve sabrini esirgemeyen degerli danisman hocam

sayin Dog¢.Dr. Mehmet Bozkurt’a;

Can arkadasim Karanfil Yoruk’e;

Nice maddi manevi zorluklar arasinda bugunlere gelmemi saglayan canim

anneme ve hep kral kalacak yakigikli babama;

Hep, o iyi ki var dedigim, kardesim Elgin’e;

Sonsuz gurur duydugum, esim Emin Caskan’a;

Tesekklr ederim...



OZET

Periferik sinir hasarlari; kazalar, kesici delici alet yaralanmalari gibi travmalar
sonrasinda sik gorulen ve oOzellikle tam kesiler, gecikmis ve yetersiz
onarimlar sonucunda ilerleyici kas atrofisi ve yetersiz fonksiyonel geri donus
ile sonuglanan dramatik tablolardir.

Son zamanlarda, literatirde periferik sinir onarimlari igin farkli cerrahi
teknikler disinda alternatif yontemler de yer almaya baglamistir.

Kdk hdcre uygulamalari bu baglamda, son zamanlarda tim tip camiasinin
Uzerinde durdugu ve her yil yizlerce yeni galismanin yapildigi bir konu haline
gelmigtir.

Pluripotent ve sinirsiz yenilenme kapasiteleri nedeniyle kdk hicrelerin, doku
muhendisliginde gelecek vadetmesi ve farkli rekonstruktif prosedurler igin
onemli gelismelere izin vermesi beklenir.

Calismamizda, deneysel siyatik sinir yaralanmasinda adip6z kaynakh yesil
fluoresan proteini (YFP) igsaretli mezenkimal kok hicre (ADSCs)
uygulamasinin, fonksiyonel analizler, histomorfometrik ve biyokimyasal
incelemelerle periferik sinir rejenerasyonuna etkisinin saptanmasi amaglandi.

Deneysel 4 Wistar grubu (n:8) tasarlandi: Ratlarin sol siyatik sinirinde
olusturulan 1 cm’lik defektler, 1.grup disinda olusturulan epinéral kilif
icerisine ADSCs uygulamasiyla rekonstrukte edildi.

Fonksiyonel geri donus Walking Track analizi ile degerlendirildi. Siyatik sinir
ve gastroknemius kasinin histomorfometrik ¢alismalari, postoperatif 4.ayinda
yapildi.

Calismamizin sonunda tum klinik, biyokimyasal ve histomorfometrik analizler,
ADSCs uygulamasinin periferik sinir rejenerasyonuna, kok hicrenin noéral
diferansiyasyonu, yeni akson uUretimi ve myelin formasyonunu destekler
sekilde olumlu etkisi oldugunu gdsterdi. Bu etki muhtemelen ADSCs
hicrelerin néronal differansiyasyonu ve ortama salinan noérotopik faktorlere
baglidir. ADSCs uygulamalarinin periferik sinir rejenerasyonu Uzerine olan
etkilerinin klinik uygulamalara uyarlanabilmesi icin ek c¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir.

ANAHTAR KELIMELER; Periferik Sinir, Rejenerasyon, Adipdz Kaynakli
Mezenkimal Kok Hiicre, Plastisite, Yliriime izi.



ABSTRACT

Peripheral nerve damages are seen commonly after accidents, sharp objects
injuries and particularly as a result of complete transection, delayed and
incomplete surgery; they are dramatic views result in progressive muscle
atrophy and ineducate functional recovery.

Recently, new methods have started to take place besides the different
surgery techniques for peripheral nerve repairing in literature.

In this context, Stem cells applies have become one of the most popular
topics of medicine recently, and hundreds of studies are being published
every year.

Stem cells, because of their pluripotentiality and unlimited capacity for self-
renewal, project great promise for tissue engineering and are expected to
allow significant advances for distinct reconstructive procedures.

In our study, the effects of the green fluorescent protein (GFP) marked
adipose derived mesenchymal stem cells (ADSCs) application were aimed
research by functional analysis, histomorphometric and biochemical
evaluation on experimental sciatic nerve injury to peripheral nerve
regeneration.

Experimental 4 Wistar groups (n:8) was designed: A nerve defect of 1 cm
was constructed in the left sciatic nerve of the rats was reconstructed with
ADSCs application in epineural cover built out of first group.

Functional recovery was evaluated by walking track analysis.
Histomorphometric studies of the sciatic nerves and gastrocnemius muscles
were also performed in postoperative fourth month.

In conclusion; All clinic, biochemical and histomorphometric analysis showed
that ADSCs application has a possitive effect on supporting peripheral nerve
regeneration, stem cells neural differantiation, axone production and myeline
formation. This effect is probably due to the nérotrophic factors that are
released from the ADSCs during activation. Further study will help to clarify
the relative advantages of ADSCs applications on peripheral nerve
regeneration.

KEYWORDS; Peripheral Nerve, Regeneration, Adipose derived
mesenchymal stem cells, Plasticity, Walking Track.
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1. GIRIS ve AMAG

Periferik sinir hasarlari, 6zellikle Ust ekstremite yaralanmalarina siklikla eslik
eden, kiside fiziksel oldugu kadar psikososyal ve ekonomik problemlere de
yol acan bir durumdur (1,3,4). Genellikle pahali bakim, yukli hastane
masraflari, sekeller sonrasi isgucu kaybi, fonksiyonel kayiplara bagli sosyal
olarak dislanma, yuzbinlerce bireyin kisith kaliteyle yasamlarina devam
etmesi periferik sinir yaralanmasinin cerrahi tedavisiyle ilgili yeni gelismeler
ve tedavide multidisipliner yaklagimlar bu konuyu giderek daha ilgi ¢ekici
kilmaktadir.

Gunumuzde, mikrocerrahi uygulamalarinin yayginlasmasi, histolojik ve
immunhistokimyasal yontemlerin gelismesi, periferik sinir yaralanmalarinda,
sinir onariminin bagarisini buyuk oranda arttirmigtir (2,4). Periferik sinir kesisi
sonrasl, akson rejenerasyonunun temel mekanizmalari hakkindaki bilgi

birikimi giderek artmaktadir (5).

Aksonal tomurcuklanmayi baglatarak rejenerasyonu saglayan mekanizmalar
tam olarak aydinlatiimamistir. Rejenerasyon isleminde aksonlar, néronal
olmayan hucreler ve ekstrasellier elemanlar rol oynar (6). Diger taraftan
yaralanma bolgesindeki noérotrofik (humoral) ve norotropik faktorlerin
rejenerasyon etkileri, deneysel olarak yogun sekilde arastiriimaktadir (7-14).
Periferik sinir onariminda hedef, sinir ve kasta kalici hasar olugsmadan erken
donemde tedavi surecini baslatmak, reinnervasyon saglanana kadar kasin

kontraktil yetenegini sirdurmesini saglamaktir.

Sinir tamirinin primer olarak yapilmasinin; kesi hatlarinin belirgin olmasi,
kolay diseksiyon yapilabilmesi, sinirlerde retraksiyon olmamasi, tek ameliyat
gerektirmesi gibi avantajlari varken, sekonder olarak yapilmasinin ise;
ameliyatin elektif sartlarda yapilabilmesi, enfeksiyon riskinin azalmasi, bu
sure iginde etraf yumusak dokularin iyilesmesi, epinéryumun kalinlasip kolay

suture edilebilecek hale gelmesi ve demarkasyon hattinin belirginlesmesi gibi



avantajlari vardir (15-18). Ancak primer onarimla daha basarili sonuclar elde

edildigi literatlrde belirtiimektedir.

Noéroma gelisimi ge¢ donem sorunlarindan olup erken donemde ve defektif
sinirlerde 6zellikle farkli tubulizasyon yontemlerinin denenmesine yol agmistir
(19-23).

Son arastirmalar, kok hucrenin, merkezi ve periferik sinir dokusu
rejenerasyonunda tatmin edici sonuclar verebilecegini invitro olarak
ispatlanmis olmasina ragmen birgok Ulkede hukuki engellere takilmasi insan
calismalari ve klinik uygulamalari kisitlamigtir (24). Kok hicrenin, merkezi
sinir sistemine kiyasla daha az rejenerasyon galismasi igeren periferik sinir
yaralanmalarinda, adipdz kaynakli mezenkimal kok hicrenin anastomoz
hattinda bulunmasinin iyilesme hizi ve kalitesini olumlu yonde etkileyecegi
dusundlmektedir (25,26). Alinacak olumlu sonuglarin, periferik sinir
yaralanmalari ve fonksiyonel serbest kas transferi sirasinda yapilan
nororafide dnemli katkilar saglayacagini dusundyoruz. Bu ¢alismanin amaci;
periferik sinir hasarinin geri donusunde etkili olabilecedi dusunulen adipdz
kaynakli mezenkimal kok hucrenin  etkinliginin kisa ve uzun vadede
degerlendirilerek, tedavi segene@i olarak ortaya konmasi ve farkli yeni
belirtecler kullanilarak rejenerasyon takibinin yapilabilecegdinin

gOsterilmesidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Periferik Sinir

2.1.1. Periferik sinir histolojisi

Periferik sinir sistemi, ndronlar, destekleyici bag dokusu, hicre elemanlari ve
son organlardan olugsan kompleks bir yapidir. Periferik sinirler, embriyolojik
donemde ektoderm tabakasindan geligir. Gestasyonun Ug¢lncl ve dordincu
haftalarinda noral krest hucreleri néroektodermi olustururlar ve mezoderm
icine go¢ ederler. Burada dorsal kdk gangliyonlarina, schwann hicrelerine ve
diger noroblastik hicrelere donusurler. Schwann hucreleri, periferik sinir
sisteminin destekleyici hicreleridir. Fetal donemin yaklasik dérdincu ayinda
schwann hucreleri bu dagilan aksonlarin myelinizasyonuna basglarlar (27).
Periferik sinir sisteminde sinir lifleri sinirleri olusturmak Uzere demetler
halinde grup olustururlar (Sekil 1).Bu nedenle igerdikleri myelin ve kollajen

icerigi nedeniyle beyaz, homojen ve parlak bir gérinam sergilerler.

Epindriyum ——o+—

Perndmyum

2%

Schwann

{ Poils—
Hicraleri Y‘ F

Akson

Sekil 1. Periferik sinir histolojisi ( Gartner LP, Hiatt JL. Color textbook of
histology. 2nd ed. Philadelphia: Saunders Elsevier, 2001: 204)



Periferik sinirler, endoneurium, perineurium ve epineurium adi verilen bag
dokusu kiliflari tarafindan sarilmiglardir. Sinirler distan epinéryum denen
lenf, kan damari ve yag hucrelerinide iceren tikiz bag dokusundan olusan
fibordoz bir kilif, her demet c¢evresinde yassilasmis epitelyum benzeri
hlcrelerden olusan ve intrandral basinci koruyan perinéryum ve schwann
hlcreleri tarafindan sarilmis akson kilifi ve tip 4 kollajen fibrillerden olugsan
endonoryum dan meydana gelir (28-31). Perindéryum, yapragindaki her
tabakada bulunan hucreler kenarlarindan siki  baglantilarla birbirine
tutunmustur. Bu sekilde dizenlenmis olmasi perinéryumu, pek ¢ok
makromolekllin gecmesine izin vermeyen ve sinir liflerini disaridan
gelebilecek saldirilara karsi koruyabilecek bir engel durumuna getirir.
Epindéryumun ise fibroblastlardan zengin olmasi, travma sonrasi sinir

elastikiyetinin azalmasina yol acgar.

2.1.2.1. Periferik sinir mikrostriiktiirel anatomisi
Sinir sistemi, santral ve periferik sinir sistemi olarak 2 ye ayrilir. Beyin ve
omurilik, santral sinir sistemini; kraniyal, spinal sinirler ve gangliyonlar ise
periferik sinir sistemini olustururlar. Periferik sinir sisteminde afferent lifler,
gelismis reseptdr sistemleri ile ¢evreden alinan uyarilari santral sinir
sistemine iletirlerken, efferent lifler ise santral sinir sisteminin cgesitli

kademelerinde olusan uyarilari son organlara iletmektedir (32-34).

Merkezi sinir sistemindeki néron topluluklarina ntikleus denirken, periferik
sinir sistemindeki néron topluluklarina ganglion denir. Ayni sekilde merkezi
sinir sistemindeki akson topluluklarina traktus, periferik sinir sistemindeki
akson topluluklarina ise sinir denir. Gangliyonlar, bag dokusu tarafindan
desteklenen néron hicre goévdeleriyle glia hicrelerini iceren oval yapilardir,
sinir uyarilarinin aktariminda dagitim istasyonu olarak gorev alirlar. Bir

periferik sinir; duysal, motor ve sempatik, parasempatik liflerden olusur.



Aksonlar, myelinli veya myelinsiz yapida olabilirler (35,36). Aksonlar
kalinlastikga kilif hicresi giderek daha fazla sayida kat yapar ve akson
boyunca komsu schwann hucreleri arasinda Ranvier bogumlari denen
bosluklari iceren ve aksonu endondéryumun ekstrasellliler kompartmanindan
ayirmakla yukimli myelin kiliflart olugturur (2,37-39). Bu bdlgelerde
adhezyon molekulleri ve sodyum iyon kanallari bulunur. Ranvier bogumlari,
elektriksel iletinin aktariimasindan sorumludur ve bdylece elektriksel iletinin

akson boyunca hizlandiriimasini saglar (Sekil 2).
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Sekil 2. Sinir hicre anatomisi. (Shier D, Butler J, Lewis R. Hole’s Essentials of

human anatomy and physiology. 9th ed. New York: McGraw Hill, 2006:393)

Noronlar fonksiyonel rollerine gére, motor néronlar, duyusal néronlar ve inter
néronlar olmak Uzere 3’e ayrilir . Motor néronun hlcresel govdesi spinal
kordun 6n boynuzunda lokalize ve motor son plaklarda sonlanir iken, duyusal
noronlar arka kok ganglionunda bulunurlar ve 6zellesmis reseptoérlerde
sonlanirlar. Periferik sinir lifleri yapi ve fonksiyonuna goére bagka bir
siniflamada ise A B, C olmak Uzere 3 gruba ayrilir. A ve B lifleri miyelinli kalin
liflerdir (5,40-44). Kalin myelinli liflerde ileti hizi ince liflere oranla daha
fazladir. A lifleri 2.5-22 um caplari arasinda, B lifleri ise ortalama 3 pm
capindadir. C lifleri ise 0.2-1.6 ym arasinda ¢apa sahip olup miyelinli degildir.

A liflerinde iletim en hizli olup saniyede 100 metreye ulasabilmektedir.



B lifleri miyelinli olmasina ragmen iletim hizi A liflerine gore ¢cok daha yavastir

ve genelde 3-5 m/sn araligindadir.
2.1.2.2. Siganda siyatik sinir anatomisi

Deneysel sinir mikrocerrahisi ¢alismalarinda kullaniimak Uzere siganda
mandibular sinir, brakial pleksus sinirleri ve siyatik sinir dallarinda modeller
gelistiriimigtir. Bunlar arasinda hem c¢alisma kolayligi hemde islevsel
geridonugun izlenmesi agisindan siyatik sinir ve dallari yaygin kabul
gormektedir (2,27,40). Calismamizda kullanilan rat siyatik sinir modeline g6z
atarsak, siyatik sinirin, lumbosakral trunkustan c¢ikan ve bol varyasyon
gOsterebilmekle beraber siklikla L4, L5, L6 ve S1 spinal sinirlerin fuzyonu ile
olusuan en kalin periferik sinir oldugunu goéruyoruz. Pelvis mindr icinde
siyatik sinir adini alarak iskiyum dorsal kenari ile kuyruk sokumu arasindaki
derin olukta ilerleyen ana dal, siyatik ¢gentikten ¢iktiktan sonra piriform kasin
ventralinde seyreder ve uyluk arkasina ilerler bu asamadan sonra sirt

derisinin yariya yakin kismini ve arka bacak kaslarinin gogunu innerve eder.
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Sekil 3. Sicanda siyatik sinir anatomisi.



ilk 6nce biseps femoris, semitendindz ve semimembranéz kaslarini innerve
eden ince bir motor dal verir daha sonra diz ekleminin yaklagik yarim
santimetre proksimalinde tibial, peroneal (fibular) ve bunlardan hemen 6nce
sural olarak 3 dala ayrilir (Sekil 3). Sonu¢ olarak siyatik sinir, common
peroneal ve tibial sinir olmak Uzere 2 ana dal ve kuguk sensoryal 1 dal iceren

polifasikuler bir sinirdir.

2.1.3. Periferik sinirin mikrovaskularitesi

Periferik sinir kanlanmasi olduk¢a zengindir. Endonéryum kapiller yapilar
acgisindan zengindir ve perindbryumdaki damarlar oblik olarak seyredip
endondryuma girerler. Buradaki kapiller endotel hticreler, kan-sinir bariyeri
gorevi gorurler. Genis ag olusturan uzun pleksuslar nedeniyle periferik
sinirler, uzun mesafeli mobilizasyonlarina ragmen beslenmelerini korurlar
(41). Siniri saran bag dokusu katlantilarinin her birinde digerleriyle baglantil
olan vaskuler bir ag vardir. Her gangliyona bir sinir girerken bir baskasi gikar.
Bu sekilde organize olmus periferik sinirler efektor yapiya yaklasinca
fasikuluslarin ayrilmasiyla dallanir ve pleksuslari meydana getirir. Periferik
sinirlerin icerdigi fasikll sayisi gesitli bolgelerde farkli olabilir. Bir periferik
sinirin yaralanmasi sonrasi greftleme yapilabilmesi bu fasikiler yapinin
bilinmesini gerektirmektedir (42,43). Dolayisiyla, greft olarak kullanilacak olan
donor sinirinde fasikdl sayisinin ve bu fasikillerin yerlesiminin de bilinmesi
rejenerasyonun basariyla sonuglanmasinda énemli bir faktordar.

Periferik sinirlerde klasik bir lenfatik sistem yoktur; ancak perinériyum disinda
ve endondriyum iginde lenfatiklere benzer tasima gorevi yapan kanallarin
oldugu bilinmektedir. Endondral boslukta klasik bir lenfatik sistem olmadigi
icin, travma sonrasinda olusan ddem erken donemde fasikul igerisindeki
basinci arttirarak, sinirin normal fonksiyonunun devami igin gereken

mikrogevreyi bozar (14,15).



ileri evrede ise fibrozis ve skar olusumu ile problem yaratir. Normalde
endonoral damarlar gegirgen degildir, ancak travma sonucu gegirgenliklerinin
artmasi ile olusan endondral 6dem, yine endonoéral mikrodolasim ile

temizlenir.
2.2. Periferik Sinir Yaralanmalari

Yaralanma mekanizmalari gerilme, laserasyon ve kompresyon tipi basta
olmak Uzere periferik sinir yaralanmalari 3 sekilde meydana gelir. Bunlarin
icinde en sik goruleni ise gerilme tipi yaralanmalardir. Periferik sinirler,
endondryumlarindan dolayi elastiktir, fakat sinire uygulanan g¢ekme,sinirin
gerilme kapasitesinin Uzerine g¢ikarsa, yaralanma meydana gelebilir (1,3,7).
Laserasyon tipi yaralanmalar ise,ciddi sinir yaralanmasi vakalarinin %30 unu
olusturan bigak, cam ve benzeri kesici delici aletlerle, trafik kazalar ve
multitravmalara sekonderde gelisebilen yaralanmalardir. Kompresyon tipi
yaralanmalar ise daha nadir gorulen, ndronal elemanlarin yirtiimadigi tuzak
noropatiler, algl sikistirmasi, kompartman sendromu gibi durumlarda
gelisebilen yaralanmalardir (13). Bunlar disinda enfeksiyonlar, AIDS, elektrik
ve termal yaniklar, diabet, amiloidoz..vs de mevcut tedavisi olduk¢a glg¢

periferik sinir yaralanmalarina neden olabilir.

2.2.1. Sinir yaralanmasi ve iyilesme biyolojisi

Periferik sinir yaralanmalarinda mikrocerrahi onarimlarin klinik uygulamaya
girmesine ragmen, hedef organda islevsel iyilesmenin istenilen duzeye
ulasamamasi, sinir yaralanmasi ve iyilesmesinin biyolojisi Uzerindeki
¢alismalarin artmasina neden olmustur (14). Erigskin kuslarin beyninde
bulunan noéronlarin  bdlinebildigi gosteriimesine karsin, memelilerdeki

noronlar genellikle bélinemez ve hasar kalici kayip anlamina gelir.



Merkezi sinir sistemindeki ndéron wuzantilari ¢ok dar sinirlar igcinde
perikaryonlarinin sentez aktivitesi araciliiyla buyuyerek, periferik sinir

sistemi lifleride perikaryonlari hasar gormedigi surece yenilenebilir.

Akson yaralanmasi perikaryonda bazi degisikliklere yol agar. Bunlar arasinda
kromatoliz, yani stoplazmadaki bazofililigin azalmasi ile sonuglanan nissle
maddesinin dagilmasi; perikaryon hacminde artis; ¢ekirdegin perikaryonda
kenara ¢ekilmesi yeralmaktadir. Aksonun sinir gévdesine yakin pargasi kisa
bir mesafede bozunur ama artiklar makrofajlar tarafindan temizlenir
temizlenmez blyume baglar. Makrofajlar, sinir buyumesini kolaylastirici
maddeler salgilamaya iten interlékin-1 i (retirler. Hasarin diger tarafinda
kalan sinir uzantisinda hem akson hemde myelin kilif tamamen bozunur ve
artiklart néron cevresindeki kiliflar disinda makrofajlar tarafindan temizlenir
(8). Bu olumsuz degisiklikler sirasinda schwann hucreleride kalan bag

dokusu yapragi iginde ¢ogalarak sert hicre sutunlari olustururlar (Sekil 4).

Onarimin islevsel olarak etkin olmasi igin liflerin ve schwann hucrelerinin
olusturdugu sutunlarin dogru yere yonelmesi gerekir (44). Bununla birlikte
hasar gormus karisik bir sinirde, yenilenen duysal lifler, motor liflerin
bulundugu motor son plaga bagli situnlara dogru blayudiugunde kasin islevi
tam olarak geri donmeyecektir (45). Agir sinir hasarlari ve tam kesilerde

meydana gelen degisiklikler su sekildedir;

1- Kesinin distalinde; sekonder dejenerasyon veya Wallerian
dejenerasyon: Myelin kilifta parcalanma ve belirli oranda irreversibl
aksonal harabiyet.

2- Kesinin proksimalinde; aksonal reaksiyon: Akson guddgunde
tomurcuklanma (bu ayaksi c¢ikintilar distalde cesitli etkenlerin
vasitasiyla yollarini bularak uzamaya, schwann hucreleri ve noral
tuplerle bag kurmayi saglar), myelin kilifta harabiyet.

3- Sinir hucre godvdesinde; perikaryonda Nissle cisimciklerinin kaybi,

noral sisme ve noronal 6lum.
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Sekil 4. Periferik sinir kesisi sonrasi rejenerasyon surecleri. A- Sinir kesisi
sonrasi hicre gobvdesindeki degisiklikler, B- Travmatik ve Wallerian
dejenerasyonu, C- Buylme konisi olusumu, D- Blylime konisinden gelisen sinir
liflerinin schwann hucresi tarafindan miyelin kilif ile sariimasi.(Seckel BR.

Enhancement of peripheral nerve regeneration. Muscle& Nerve. 1990;(13):156)

Sinir yaralanmalarinda; yapisal hasarin boyutunun dedgerlendirildigi, altta
yatan travma mekanizmasinin tanimlandigi, fonksiyonel sonucun onceden
bilindigi ve uygun tedavi planinin olusturuldugu; Seddon’un 1947 de 2.
dinya savasl deneyimlerine dayanarak ortaya koydugu ve 1951 de
Sunderland tarafindan geligtirilen iki énemli kabul goérmus siniflandirma
mevcuttur (43,46).
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Seddon siniflandirmasi;

1-Noropraksi: Hafif derecede kompresyon, iskemi, sinir gerilmesi veya
kontlizyon hasari sonrasi meydana gelen akut demyelinizasyon sonrasi fokal
iletim blogudur. Elektrofizyolojik incelemede aksonal devamliligin saptanmasi
tanida onemlidir. Palpasyon ve inspeksiyonla sinir normaldir, hatta
mikroskopidede aksonal devamlilik olmasina ragmen, sinirde lokalize bir
iletim bozuklugu mevcut olup, motor paraliziye, duyusal ve sempatik
fonksiyon bozuklugu eslik etmemektedir (7). Buna 6rnek olarak, uzun sure
bacak bacak Ustline atmak sonucu olusan peroneal sinir felci ve cumartesi
gecesi felci verilebilir. Bu klinik tablo yeni myelin yapimini takiben

kendiliginden duzelir.

2-Aksonotmezis: PSS’nde akson ve myelin devamlliginin kaybina ragmen
destek dokunun korundugu, hasarin distalinde Wallerian dejenerasyonun
olustugu, proksimalinde ise akson, myelin ¢capin ve iletinin azaldigi daha ciddi
bir yaralanma taradur (47). Endondral tlpler ve bazal membran intakt kaldigi
icin iyi prognozla iyilesir. Fonksiyonun geri donmesi icin gecmesi gereken
sure, aksonal rejenerasyon ve hedef dokudaki reinnervasyon sirecinin hizina

baglidir.

3-Norotmezis: Periferik sinir yaralanmasinin en siddetli formudur. Sinirin ve
destek dokularinin traksiyon ya da laserasyon sonucu anatomik
batinlagundn tamamen kaybolmasidir. Cerrahi sinir koaptasyonu olmadan

iyilesme olmasi mumkuan dedgildir.
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Sekil 5. Periferik sinir lezyonlarinda Sunderland siniflamasi. (Mc Carthy, Plastic

Surgery General Principles, 1990, s.656)

Sunderland siniflandirmasi;

1.derece yaralanma (noéropraksi): Segmental demiyelinizasyon olmasina
sekonder travma alanindaki sinir segmentinde iletim kaybi mevcuttur.

Remyelinizasyon sureci sonrasinda iyilesme tamdir.

2.derece yaralanma (aksonotmezis): Bag dokusu kilif yapilari saglam
olmasina karsin aksonal butlunlik kesintiye ugramistir. Distal segmentte
Wallerian dejenerasyon gelisir. Motor son organlarin bozulmadan,

denervasyon surecini tolere edebildigi strece iyilesme tamdir.

3.derece yaralanma (aksonotmezis): Schwann hucre kilifi, endonériyum ve
akson devamlhligi bozulmus olmasina karsin epindryum ve perinGryum

korunmustur.
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Akson distalinde Wallerian dejenerasyon ve endondral fibrozis olusmaktadir.
Rejenerasyon sirasinda néroma olusumu ya da motor ve duyu liflerin yanhs

eslesmeleri kétu fonksiyonel sonuglara neden olabilir.

4.derece yaralanma (ndrotmezis): Epindriyum disindaki tim tabakalarin
devamliligi bozulmustur. Yaralanma bdlgesinde fibrozis ve tam bir skar
dokusu vardir. Fiziksel olarak sinir butinligld devam etmekle birlikte,
olusacak skar dokusunun yaratacagi blok, sinir rejenerasyonunu engeller ve
hasar bdlgesinde néroma olusumuna neden olur. Skar dokusu kaldiriimadan

iyilesme mumkun degildir.

5.derece yaralanma (nérotmezis): Epindral kilif yaralanmasini da igeren, sinir
devamlihginin tamamen ortadan kalktigi, cerrahi onarim yapilmadan

iyilesmenin mumkun olmadigdi ¢ok ciddi yaralanmalardir.

Sunderland siniflamasina, 1992 vyilinda MacKinnon, altinci bir madde

eklemis; bunu da

6. derece yaralanma(neuroma in continuity): Baz liflerdeki ileti bloklari ve
akson kaybinin beraber gorulmesi ile olusan, ayni periferik sinir igerisindeki
bazi fasikul veya liflerde mikst tip yaralanmalardir. Periferik sinir icindeki tim
yapilarda gesitli seviyelerde meydana gelen derecelendirmesi ve tedavisi gok
zor olan hasar olarak tanimlamistir. Ozellikle ezici tipte yaralanmalarda
ortaya c¢ikmaktadir ve tedavisinde intrandral noroliz ile saglam fasikullere
zarar vermeden 4. ve 5. derecede hasarli fasiklllerin cerrahi onarimi
gerekmektedir (Sekil 5).

2.2.2. Aksonal buyiumeyi etkileyen faktorler

Bilinen norotropik faktorlerin ve reseptodrlerinin pek ¢ogu gelismekte olan ya
da yetigkin noral hucrelerde bulunmaktadir (5,6). Sinir sistemine yonelik bir
yaralanma, amaci onarici veya rejeneratif iglevleri artirmak olan NGF gibi

endojen blyume faktorlerinin artigi ile sonuglanir (5,48-52).
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Yaralanmaya cevap olarak bazi trofik faktorlerin ve/veya reseptoérlerinin
sentezindeki degisiklikler, norotropik faktorlerin uygulanmasi ile néronlarin
hayatta kalmalarinin ve rejeneratif dallanmalarinin arttigi rapor edilmigtir.
Norotropik faktorler, néronlarin yasamini devam ettirmesi ve aksonal canhlik
icin ihtiyag duydugu bir polipeptid ailesidir (53,54). Akson ile Schwann
hicresi arasindaki iliskinin bozulmasi bu faktérlerin sentez ve salinmasina
neden olmaktadir. Embriyonik yasam boyunca noéronlarin gelisim ve
olgunlagsmalarina katkida bulunduklari ve sinir yaralanmalarindan sonra da
rejenerasyonu ilerlettikleri rapor edilmistir. Norotropik faktérler 3 ana gruba

ayrilir;

Birinci grup; NGF, BDNF, NT-3 ve NT-4/5'i iceren norotropinlerdir. Bunlar
trk ailesinin (trk A,B,C) tirozin kinaz reseptorlerine etki eden kiguk temel

polipeptidlerdir.
ikinci grup; CNTF ve LIF’i igeren nérokinlerdir.
Ugiincii grup ; TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3 ve GDNF'yi iceren TGF-B ailesidir.

NGF, ilk ve en iyi tanimlanan sinir kokenli buyume faktérudiur. NGF
uretildiginde, spesifik reseptorlerine baglanarak sinir terminalleri tarafindan
alinir ve sinir hicre govdesine retrograd aksonal transport yoluyla iletilir.
NGF’nin rejenerasyondaki roli, Schwann hucrelerine etki ederek gog¢
etmelerini ve aksonal gikintilara yapismalarini saglamaktir. Ayrica ortamda
yeterli dizeyde NGF bulunmadiginda makrofajlar tarafindan gergeklestirilen
miyelin fagositozu da azalir ve rejenerasyon bu durumdan olumsuz yonde
etkilenir (56). Tropik faktorlerin ilgili reseptorine baglanmasi, reseptor
otofosforilasyonuna yol acar. Bu da reseptorlerin hedef proteinlerdeki
fosforile tirozin uglarina baglanmasini saglar. Sonugta hucre buylimesini ve
farklilagmasini uyaran proteinler aktive olur (12,55). Sadece yuksek affiniteli

reseptor iceren (trkA) néronlar NGF’e yanit verebilir.
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Motor noéronlarda trkB ve trkC reseptorleri bulundugu ve trkA reseptoru
olmadigi icin NGF motor ndronlar Gzerinde etkili degildir. BDNF, trkB ve trkC

Uzerinden, NT-3, trkC Uzerinden ve NT—4/5, trkB Uzerinden etkilerini gosterir.

BDNF, In vitro olarak ndral krest ve duyu néronlarinin yasamini dizenler.
Siyatik sinir yaralanmasini izleyen 72 saat sonra siyatik sinir ve

gastrocnemius kasinda artis gosterir.

NT-3, Normal akson ve schwann hucresi etkilesimini dizenleme fonksiyonu
olan bu peptid, sinir yaralanmasini izleyen suregte dismeye baslar ve
rejenerasyon tamamlaninca normal duzeye gelir. Noromuskuler esik

fonksiyonlarini diizenler. Motor néronlari dogal hucre élumunden korur.

NT-4, NT-5, Apoptozu onleyen proteinlerdir. BDNF ile ayni reseptore

baglanip siyatik sinir yaralanmasini izleyen 6-24 saat sonra siyatik sinir ve

gastrocnemius kasinda artis gosterir.

NT-6: Bu ailenin en son bulunan dyesidir. NGF ile agir yapisal benzerligi

vardir.

CNTEF, Saglam siyatik sinir Schwann hucrelerinde, yliksek konsantrasyonda
bulunur ve in vitro kosullarda, motor ve duyusal néronlarda artmis metabolik
aktivite ile beraber, her iki tip sinirde de aksonal tomurcuklanmay arttirir.
Aksotomilerdensonra, distal gudiukte CNTF mRNA seviyeleri hizla diger ve
akson tekrar rejenere olana kadar bir artis gorulmez. Tedavi amaciyla
uygulandiginda, kaslarda denervasyon atrofisini azaltmakta ve kas glcunun

yeniden kazanilmasina yardimci olmaktadir.

LIF, IL6 ailesine ait bir sitokindir. Diger ndrotrofik faktorler gibi retrograd
tasinarak, arka kok ganglionlarindaki noéronlari etkiler. Sinir hasari

sonrasinda retrograd bu taginma iglemi, CNTF ile beraber artar.
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Retinoik Asit Vitamin A turevleri olan retinoidler, embriyogenesis sirasinda,

gesitli hicre tiplerinin farklilasmasi ve proliferasyonunun dizenlenmesinde
kritik rol oynar Retinoik Asitinde in vitro fare embriyonik kdk hicrelerin noral

doku farklilagmasini indukleyici etkisi bilinmektedir.

TGE- B, Cesitli hicre tipleri GUzerine olan genis spektrumlu bir biyolojik
aktiviteye sahip bu aile Schwann hticre ¢ogalmasi ve farkhilasmasi Uzerine
etkilidir. Normal siyatik sinir yapisindada Schwann hucrelerinin
stoplazmalarinda agirlikla TGF-B1 ile TGF-B3 ve az miktarda TGF-32

seklinde mevcuttur.

GDNEF, Birgok motor néron igin norotrofik bir hormondur. Periferik sinir hasari
sonrasi iskelet kasinda da duzeyleri artar ve retrograd olarak motor néronlara
tasinir. Schwann hacreleri tarafindan sentezlenir ve bu hicreler Uzerine

guglu trofik etkisi ile periferik sinir iyilesmesinde de rol alir.

2.3. Periferik Sinir Onarimi

2.3.1. Periferik sinir onariminin tarihgesi

Akut sinir yaralanmalarinin tarihgesi 3500 yil éncesine dayanir. incil'e gore
(Genesis 32:25-33) Jacop’un, melekle savasirken kalgasindaki travmatik
cikiga bagl siyatik sinir hasari olustugu bilinmektedir. MS.130'da Galen, dini
engellerle kadavra ¢alismasi yapamamasina ragmen gerceklestirdigi birgok
hayvan deneyi ile PSS'nin detayli anatomisini tariflemistir. Golgi ve Cajal
1906 da sinir hucrelerinin sinir sistemi ile bagintisini agiklayan savlariyla
Nobel almiglardir. Periferik sinir rejenerasyonu ilk olarak Cruikshank
tarafindan One surllmus olup bunu Haighton’'un yaptidi calismalar takip
etmistir. 19.yy’da distal sinir gudtugundeki aksonlarin nereden kaynaklandigi
tartisilmig, Waller’in oncullk ettigi grup tarafindan bu liflerin proksimal liflerin

uzantisi oldugu 6ne surulmustar (3,57).
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Periferik sinir cerrahisinin tarihine baktigimizda, Galen in 150 [i yillarda
tendon ve sinir ayrimini ortaya koymasinin ardindan 9. yuzyilda Arap
cerrahlar tarafindan periferik sinir kesilerinin suturasyonu denenmis, temel
sinir onarimi tekniklerinin tanimlanmasi ise 18.yy 1, geligtiriimesi ise 1. Dunya
savag! ylillarini bulmustur. Periferik sinir onariminin cerrahi tedavisi son iki
yuz yildir gerceklestirimektedir. 19.yy da sinirin mikroskobik anatomisinin
ortaya konmasi da, sinir iyilesmesinin daha iyi anlasilmasina yardim etmigtir.
Sinirin tibuler yapisini Du Trochet; sinir kilifinin hicresel komponentlerini
Schwann; ince yapisini von Gerlach, Nissl, Waldeyer; aksonlari Golgi;
myelini Weigert; tarifledi. Periferik sinir cerrahisinin makroanatomisi ve sinir
rejenerasyonunun esaslarinin anlasiimasi 20.yuzyil baglarini bulmustur.

Koaptasyon tekniklerine bakildiginda ilk tarifin 17.ylzyilda Gabriele Ferrara
tarafindan verildigini ve dikislerin kirmizi saraba yatiriimis tendonla atiimis
oldugu gorular (21,58). Epindral sutirin Hueter tarafindan bulunmasi 1873,
Tubulizasyon tekniginin Gluck tarafindan tanimlanmasi 1880, operasyon
mikroskoplarinin kullanima girmesi 1963 ve ardindan Bora tarafindan
interfasikiler teknigin ortaya konmasi 1967 tarihini bulmustur (20). Periferik
sinir cerrahisinde, bugin modern sinir cerrahisinin temelini olusturan ilk
bilimsel ¢alismalar Seddon tarafindan 1948 yilinda yapilmigtir. Seddon,sinir
hasar mekanizmalarinin, vyaralanma derecelerinin, takip ve tedavi
segeneklerinin Uzerine galismalar yapmis ve sinir hasar derecesini belirtmek
icin Seddon siniflamasini gelistirmistir. Sunderland, 1945 ile 1968 yillar
arasinda yaptigi pek ¢ok calismada, sinir hasar mekanizmalarini daha da
detaylandirmis ve cesitli onarim tekniklerini gelistirmistir (60). 20.yy da
Uzerinde geligtirilen ug-uca onarim teknikleri yaninda Seimionow ve ark.'’nin
2001 de tanimladig! ug-ice onarim teknigide diger tekniklerden birkag¢ farkla
one cikmistir (61). Ulkemizde ise ayni sekilde periferik sinir cerrahisine
yonelik ilk olgular 15. Yuzyilda Serefeddin Sabuncuglu tarafindan kaleme
alinan “Cerrahiyetul Haniye” adl eserde bildirilmistir. Sabuncuoglu, siyatalji
icin siyatik sinirlere koterizasyon yapildigi, buna bagli olarak da sinir hasari

ile bagvuran hastalari oldugunu bildirmigtir (57,59).
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1. Dunya Savasi donemlerine gelindiginde ise Gulhane’de Cerrahi Klinik Sefi
Prof. Dr. Murat Cankat, savasa askeri operatdor olarak katiimis, donemin
diger cerrahlari gibi cerrahi deneyimlerinin ve bu arada periferik sinir cerrahisi
girisimlerinin bayUk kismini savas cerrahisi Uzerinde gelistirmistir. Murat
Bey'in 1947 de kaleme aldigi “Muhit Sinirleri Cerrahisi” adli kitap ulkemizde

periferik sinir cerrahisi alaninda yazilmig ilk eser 6zelligini korumaktadir.

2.3.2. Periferik sinir onarim prensipleri ve koaptasyon yontemleri

Periferik sinir yaralanmalarinin onariminda operasyon zamanlamasi
onemlidir. Sinir yaralanmasinin hemen ardindan ilk 5 gun iginde yapilan
onarima "primer onarim”, 5-7. glnler arasinda yapilana “ge¢ primer onarim”,
1 haftay1 agan onarimlara ise “sekonder onarim” adi verilir (62). Sinir onarimi
icin en uygun zaman yaralanmadan sonraki mumkin olan en erken
donemdir. Erken ddénemde fasikuler dizilimin proksimal ve distal uglarinin
karsi karsiya getiriimesi halinde gerginlik minimal olur. Daha ge¢ doénemlerde
ise segmentlerde retraksiyon ve sinir uglarinda skar dokusu gelisir. Bu
donemde onarim sirasinda genellikle gerginlik s6z konusudur. Ek olarak,
zaman gegtikce hedef organlarda atrofi gelisir ve irreversibl kas hicre
kayiplari olur. Bir diger énemli faktor ise rejenere olan aksonlarin uygun
hedef organlara yonlendiriimesidir. Bu sartta en iyi sekilde proksimal ugtaki
aksonlarin distal ugtaki ilgili Schwann hicre tlplerine cerrahi olarak karsi
karsiya getirilmesi ve bunun mimkin oldugunca tansiyonsuz yapilmasi ile

saglanir.

Sinirlerin koaptasyonu (karsilikli olarak ug uca getirilmesi) ile ilgili olarak pek

¢ok teknik tanimlanmistir.
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Ucg-uca onarim tekniklerinden

1- Epindral onarim teknigi: Distal ve proksimal karsilikli guduklerin

epindryumlarinin birbirine dikilmesidir. Klinikte en sik kullanilan
yontemdir. Asil dikkat edilmesi gereken sey, sinir agizlastirilirken 10/0
ile 25 buyutme altinda igerdeki fasikullerin tam olarak karsilikl
gelmesini saglayacak en az sayida ve ¢ok siki olmayan dikisler
konmasidir (Sekil 6). Araya yumusak doku girmemesine ve sinir
fasikUllerinin digariya tagsmamasina 6zen gosterilmelidir. Teknik olarak
kolay, operasyon zamaninin kisa olmasi, daha az buyutme ile
yapilabilmesi, intrandral igerigin intakt kalmasi bu teknigin
avantajlaridir. Dezavantajlari ise; tam bir fasikuler uyum saglamamasi,
sinir dokusunda defekt olmasa bile sinirlerin retraksiyonu nedeniyle
arada gap olusumuna neden olabilmesi ve teknik egitimi almamis

kisilercede uygulanabilir bir teknik olmasidir.

Sekil 6. Sinir epindral onarim teknigi.(Grenn DP, Hotchkiss RN, Peterson WC,
Nerve repair and grafting, Grenn’s Operative Hand Surgery, Churcill, Livingstone,
s1387; 1993)
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2-

Perindral (Fasikuler) onarim teknigi: Fasikuller tek tek kargsilikli

getirilerek perindéryum tabakalari birbirine dikilir (Sekil 7). Fasikuler
onarimda her fasikulin 25 blayutme altinda 10/0 suturla 2-4 adet dikis
ile tutturulmasi genellikle idealidir. Avantajlari; daha iyi fasikiler uyum
saglamasi ve dolayisiylada motor ve duysal iyilesme sansinin daha
¢ok olmasidir. Dezavantajlari ise operasyon zamani daha uzun
olmasli, anastomoz sahasinda fazla sutur dogal olarakta daha fazla

fibrozis olugmasidir.

Sekil 7. Sinir fasikiler onarim teknigi. (Grenn DP, Hotchkiss RN, Peterson WC,
Nerve repair and grafting, Grenn’s Operative Hand Surgery, Churcill, Livingstone,
s1387; 1993)

3-

Grup fasikuler onarim teknigi: Proksimal ve distal glidukler

incelenerek guduklerdeki fasikuller degerlendirilir ve 3-4 mm
disseksiyon sonrasi mimkun olan en az dikis ile fasikul gruplarina
karsilikli koaptasyon yapilir. Motor ve duyu liflerinin tanimlanabildigi
daha distal sinir lezyonlarinda bu tip onarim fonksiyonel homojenite

gosteren fasikul dizilimi saglar.
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4- Epiperindral onarim teknigi: Teknik olarak epindral teknige benzemekle

beraber, proksimal ve distal guduk karsilikli olarak epinéral gegilen suturlar,
perindral tabakadan da gecilmektedir. 25 buyutme altinda 10/0 sutur ile 4
adet dikis yeterlidir. Bu yontemin Ustunltgu asiri intranéral diseksiyon
gerektirmemesi ve az sayida dikisle fasikul oryantasyonunu

saglayabilmesidir.

Sekil 8. Sinir yanlis fasikul eslestiriimesi. (Grenn DP, Hotchkiss RN, Peterson WC,
Nerve repair and grafting, Grenn’s Operative Hand Surgery, Churcill, Livingstone,
s1387; 1993)

Daha sonrasinda ug-yan, yan-yan onarim teknikleri ve Sieminow ve ark.
larinin gelistirdigi Sleeve teknigi koaptasyon yodntemleri arasina girmistir
(61,63,64).

5- Diger yontemler: Koaptasyon igin kullanilan sutur materyalleri ve cerrahi

manipulasyon sirasindaki travmaya sekonder gelisen fibrozis, sutur
kullanilmadan yapilacak olan onarim ydntemleri Uzerinde bir arayisa neden
olmustur. Lazer ile onarim bu yontemlerden biridir. Burada kesik segmentler
2 sutur ile karsilikh getirilerek sonrasinda lazer isinlari ile uglar birbirine tespit

edilir.
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Bu yonteme klinisyenleri yonlendiren aksonlarin disari gikmasini engelleyen
bir yontem olmasidir ancak bu yontemle uclar arasinda yeterli gerim
saglanamadigi gosterilmistir. Siyanoakrilatlar ve fibrin doku yapistiricilarida
koaptasyon amaciyla kullanilan diger materyallerdir (65-76). Ancak onarim
sahasinda inflamatuar reaksiyon olusturmalari ve yeterli tensil kuvveti
saglayamamasi sadece normalde direngsiz primer sinir onarimlarinda tek
basina fibrin doku yapistiricilarinin kullanimini konvansiyonel sutur teknikleri

icine sokmustur (72,74).

Aksonlarin rejenerasyonu sirasinda manipulasyonuda muamkin olan trofik
etkilesimler sdzkonusu olabilir (53,54). Ne kadar da genel mikrocerrahi
uygulamalarinin erken donemde sinir onarimlarinda buyuk fayda sagladigi
bir ddnemde olsakta birgok periferik sinir hasarinin sinir gdévdeler arasinda
gap ile sonuglandigi bilinmektedir (55). Cerrahi onarim sinirde olusan gap
arahgi, ratlarda 1 cm, insandisi primatlarda ise 3 cm oldugunda fonksiyonel
geri donUs agisindan olumsuz sonuglara haizdir (Sekil 8) . Periferal sinirler,
10-15 mm gibi kisa sinir defekti s6z konusu ise rejenere olma kapasitesine
sahiptirler (Sekil 9). Sinir uclari arasi defekt arttikga iyilesme de olumsuz
etkilenir. Onarim sahasinda gerginlik ucuca suturu zorlastirdigi gibi

postoperatif gerilme ve onarim sahasinda ayrilmaya neden olabilir.

Bu durumlar, 2 segment arasina sinir grefti yerlestirimesi yada konduit
uygulamasi gibi yontemleri akla getirmigtir. Periferik sinir onariminda ;
Allogreftler, xenogreftler, kan damari, kas dokusu, tip membran ve diger
biyolojik aktif materyaller oldugu kadar kollajen, dekalsifiye silikon tlp, kemik
tlp, naylon fiber tlp, politretan tlp gibi sentetik alternatif ydontemler arayisina

gidilmistir.
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Sinir distalinde

keskin kesi 1-2 hafta faz1 1 hafta-3 ay aylar

Sekil 9. Periferik sinirde keskin bir cisim kesisi sonra olusan fizyolojik degisiklikler.
(Jobe M.T. and Martinez S.F. (2007): Chapter 59. Peripheral Nerve Injuries. Edt:
Canale S.T. Campbell’s Operative Orthopaedics 11th edition, Mosby, Philadelphia
PA, 3636-3797)

Bu materyaller, sinir rejenerasyonunda tip olusumunu saglayarak aksonal
filizlerin bir dogrultuda ilerlemesine katki saglar (67,83,84). Otojen
materyaller vicut dokulariyla iyi uyum saglarken tubuler kollaps, koétu
rejenerasyon, skar dokusu olusumu ve iskemi sonrasi adezyon gibi
potansiyel komplikasyonlar icermektedir. Biyolojik olmayan materyallerin ise
vucut iginde yikilma sorunu olmazken yabanci cisim reaksiyonu olusturma

riskleri mevcuttur.

En bagarili anastomozlarda bile, buyuk sayilarda akson, yanlis yonlendirilmis
oldugundan, periferik sinirin yaralanma oncesindeki haline goére ¢ok farkl
sensorial ve motor innervasyon ortaya ¢ikar. Bu nedenle ameliyat sonrasi

rehabilitasyon basari sansini arttirmak igin kaginiimazdir.
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24. Kok Hiicre Kavrami

Kdk hicre, son yillarda tibbin en ¢ok Uzerinde durdugu, her yil yuzlerce
¢alismanin yapildigi bir konudur (86,87). Kok hicre uygulamalari gunimuzde
onko-hematolojik, ndérolojik, immunolojik ve metabolik hastaliklarin tedavi
alternatifleri arasina girmisken, doku muhendisliginde kok hicre kullanimlari
basta olmak Uzere plastik ve rekonstruktif cerrahidede tedavi semalarina

girmesine yonelik calismalar hiz kazanmigtir (89,99).

Kok hucreler iki farkll kaynaktan elde edilebilirler (88,93,94);

1- Embriyonik Kok Hicreler (EKH): Blastokistin i¢ hucre kitlesinden elde
edilir. Pluripotenttirler. Embriyonik gelisim slrecinde dokularin temel
kaynagidir.

2- Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler: Farklilagsmis kaynaklardan elde
edilir. Multipotenttirler. Kdoken aldiklari 6zellesmis doku ve iligkili diger dokular
geligir.

- Erigkin kok hucreleri

- Fotal kok hicreleri

- Partenot hicreleri (partenogenezis)

- Kadavradan elde edilen kok hicreler olmak Gzere gruplandirilabilir.

Son yillarda Erigkin Kok Hucrelerin, iginde bulunduklari dokudan farkli diger
gesitli hicre tiplerine farkhlagsma yani “Plastisite” veya “transdiferasyon”
yeteneklerinin bulundugu ispatlanmigtir (89) (Sekil 10).

Erigkin kOk hucreleri asadidaki gibi siniflandiriimaktadir.

| — Hematopoetik Kok Hucreler

a — Kemik iligi Kok Hicreleri

b — Periferik Kan Kok hcreleri

¢ — Gobek Kordon Kani Kok Hucreleri

Il — Stromal (Mezenkimal) Kok Hucreler

lIl — Organlarda yerlesik diger erigkin kok hucreleri

24
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Sekil 10. Kok hicre tipleri. (Thomson, J.A., ltskovitz-Eldor, J., Sharipo, S.S.,
Waknitz, M.A., Swiergiel, J.J.,Marshall, V.S., Jones, J.M. (1998). Embryonic stem

cell lines derived from human blastocysts, Science, 282: 1145)

Kok hlcre sahasindaki arastirmacilar, bu hicrelerin tedavi amacl olarak
kullanilmasinin  6nund acacak olan genis yelpazedeki arastirmalarin
pesinden kosmuslardir. Mezenkimal kok hicrelerin bir¢cok klinik alanda klinik
kullanim potansiyeli mevcuttur. Kemik doku tamiri, osteporoz, kikirdak
onarimi, dejeneratif néron hastaliklari, kardiyak rejenerasyon, kemik iligi
transplantasyonlari, konjenital genetik hastaliklar ve sinir hasarlarinin onarimi
bunlar arasindadir (100,101). Ozellikle doku miihendisliginde kék hiicreler

kullanilarak elde edilen basarilar, plastik cerrahide gelecege 1sik tutmaktadir.
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Bunlara ilaveten kdk hicrelerin vadettigi buylk potansiyele ragmen

¢6zUlmeyi bekleyen pek ¢ok sorunlarida bulunmaktadir (176,177);

1. Transplantasyonun basarili olabilmesi i¢in tim kok htcrelerin farklilagsmasi
gerekir. Aksi durumda surekli bolinme ve ¢ogalma yetenegi tasiyan tek
farklilagsmamig kok hicrenin bile varligi tumor olugsumuyla sonuclanabilir.

2. Allojen transplantasyondan sonra farklilasmis kOk hucreler alici immin
sistemi tarafindan kendinden olarak tanimadigi zaman immunolojik cevap,
verici hucrelerin aliclya dahil olmasini  engelleyebilir. Bu durumda
immunsupresif tedavi veya degisik MHC zemini iceren genis bir progenitdr
hicre havuzuna sahip olmak ve transplantasyon icin uygun olanlarin
kullaniimasi iyi olabilir.

3. Bazi mezenkimal hicre serilerini baglatan ajan ve faktorler bilinmesine
ragmen serilerin gelisimini dizenleyen molekullerin detaylarinin arastiriimasi
gereklidir. Ek olarak mezenkimal hlcre kulturleri dondre o6zgu sitokin
seviyeleri gosterir. Boylece doku muhendisligi uygulamalari hastaya 6zgu
serileri uyarici ve duzenleyici faktor dozlari gerektirebilir.

4. Kok hicre ¢alismalari, aliciya hicre tirevlerinin nasil, nereye ve ne zaman
verilecegini ortaya koymalidir. Ayni zamanda bu hucrelerin potansiyellerinin
degisip dedismeyecedi, istenen forma ulasabilmek igin yapisal ¢atiya ihtiyag
olup olmadigi ve genetik olarak nasil degisecegi mevzusu net bir sekilde

tartisiimalidir.

2.4.1 Kok hucre plastisitesi
Kok hucrelerini diger hicrelerden ayiran 5 olgit ortaya konmustur;

1- Kok hucreler 6zellesmemislerdir.
2- Kok hucreler uzun zaman dilimleri boyunca bdlunebilme ve kendini

yenileyebilme yetenegine sahiptirler.
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3- Kok hucreler, hasar goren alici dokuya nakli sonrasinda kaynak
dokuyu iglevsel olarak tekrar gogaltabilmelidirler.

4- Kok hucrelerden elde edilen bir yavru hicre, 6zellesmis hucrelere
kaynaklik edebilir.

5- Kok hucreleri invivo ortamda doku hasari olmadigi durumlarda bile

farkhlagsmis kusaklara katki saglayabilir.

Teorik olarak embriyonik kdk hucreler, hi¢ farkllasmamis asamada invitro
olarak sonsuza kadar saklanabilir ve vicudun herhangibir doku veya
hicresine farkhlasmasi i¢cin  yonlendirilebilirler. Normalde kendileri
¢ogalamayan sinir, kas ve kan hucrelerinden farkli olarak kdk hicreleri gok
sayida bdllunebilir ve c¢ogalabilirler. Olgun bir organizmada kok hucre
populasyonunun ¢ogalmasini ve 6zgun bir dokunun tamirati gerekene kadar
bu hicrelerin farkhlagsmadan kalmalarini saglayan sinyallerin anlagiimasi,

onemli bir arastirma sahasidir.

2.4.2.1 Mezenkimal kok hiicre

Erigkin kemik iligi stromasi kaynakli mezenkimal hucreler ilk olarak kemik
iliginden izole edilmis olmalarina ragmen gunumuzde kikirdak, adip6z doku,
kordon kani, plasenta, gobek kordonu, amniyos sivisi, dental pulpa,
periodental ligament, periferal kan, dermis bag dokusu ve iskelet kasindanda
izole edilebilmektedirler. Hlcresel farklilagsma potansiyelleri, gen ekspresyon
profilleri, yuzey isaretcileri, bolunebilme sayilari bakimindan farkliliklara
sahiptir (103-105). Bilindigi kadari ile mezenkimal kok hicreler CD73, CD54
(ICAM-1), CD105, SH3, Stro-1, CD39, CD49e (a5-integrin) gibi belirtecleri
eksprese ederken, CD34, CD14, CD11b, CD45 gibi belirtecleri eksprese
etmezler (106,107).
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Mezenkimal Kok Hucrelerin Klinik Kullanim Agisindan Avantajlari (108-111):

- Konnektif doku kdkenli olmalari nedeniyle stromal destek sagdlayarak ilgili

doku hucrelerinin gelisimine ve fonksiyonuna katki saglamalari,
- Farklilasma yeteneklerinin fazla olmasi;

a) Kendi koken aldigi konnektif doku hicreleri olan kas, yag, kemik, kikirdak,

stromal hicreler, tendon, ligament gibi

b) Diger doku hucrelerine farklilagma 6zelligi (transdifferansiasyon): Noéron,

hepatik, pankreatik hicre gibi
- Hasarli hiicre ile fuzyon yeteneklerinin olmasi,

- Biyoaktif maddeler, ¢ozinuUr faktorler (blyume faktorleri, sitokin, kemokinler

gibi) salgilayarak hasarli hicre / doku tamirine katki saglamasi,
- Migrasyon oOzellikleri sayesinde hasarli dokuya ulasabilmeleri,
- Immiinsupresif / non-immanojenik dzellikte olmalari,

- Anjiojenik, antiapoptotik, antiinflamatuar o6zellikleri nedeniyle doku

onarimina katkilari,

- Gen transferi kolayligi ve dayanikli olmalari nedeniyle gen tedavisi igin

uygun olmalari,

- Enzimler salgilayarak kalitsal hastaliklardaki enzim defektlerinin yerine

konulabilme potansiyeli bulunmasi;

MKH’lerin 6ne cikmasini saglamaktadir. Arastirmacilar, verici hucresine
retrovirisler kullanarak GFP sorumlu reseptdr genini yerlestirmiglerdir. Bu
geni eksprese eden hicreler, parlak yesil renk veren bir proteinin Gretilmesini

saglar ve hucre klonlarini izlemek ve tanimlamak igin kullanilir.
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Mezenkimal kdk hucrelerin, 6zellikle rejeneratif tip uygulamalari igin en ¢ok
ilgi ceken ozelligi, bu hiacrelerin uygun mikrogevre kosullarinda basta
konnektif doku olmak Uzere c¢ok cesitli hicre tiplerine farklilasabilme
potansiyeli varhginin gosterilmis olmasidir (98,109,110). Caplan ve ark.’nin
ardindan gesitli arastricilar in vitro kosullarda uygun stimulanlarla osteojenik,
adipojenik, kondrojenik ,miyojenik farklilasma kapasitelerini ve hemotopoetik
stroma olusturabildiklerini gdstermistir (96). ilerleyen zamanda MKH’lerden
pankreas beta hucreleri, hepatosit, endotel ve epiteloid hicrelere donlisim
oldugu, yine uygun kosullar saglandiginda, néronal htcreler (néron, glial
hlcre, astrosit) gelistigide godsterilmistir (Sekil 11). Bunlar iginde, 6zellikle
nérona farkllasmanin mimkin olup olmadigi halen tartismalidir. Uygun
stimulanlarla néronal morfolojiye sahip ve néronal antijenleri tagiyan htcreler
gorilmekle beraber bu huicrelerin gergek noéron Ozelliklerinde ve

fonksiyonunda oldugu kanittanmamigtir.
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Sekil 11. Kemik iligindeki stromal ve kdk hiicrelerin farklilagsmasi.
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Farkhlasma c¢alismalarinda hedeflenen farklilasmis hicrelere donusum olup
olmadigini gostermek igin histokimyasal, immunhistokimyasal veya
immunfloresan yontemler kullanilarak o6zgul igaretler arastirilir. Ayrica
ekspresyon analizleri ile de farklilagmalar teyit edilir ve kantitatif yontemlerle

de karsilastirmali analizler yapilabilir.

Mezenkimal kok hucreler, biyolojik 6zellikleri nedeniyle hasarli organ tamiri
icin dnemli bir potansiyel olusturmaktadir. Bu hucrelerin yaygin kullanimini
zorlastiran en onemli faktor, dokularda ¢ok az sayida olmalari nedeniyle
klinik kullanim igin in vitro olarak ¢ogaltiimalari geredidir. Arastirma amagli
cogaltilmalari kolaylikla mumkin oldugu halde, klinik uygulamaya uygun
MKH gelistiriimesi, uluslararasi standartta hicresel tedavi altyapisini

gerektirmesi nedeniyle oldukga iddiali bir tedavi yaklagimidir.

Yakin bir gelecekte, mezenkimal kdk hicre biyolojisine iliskin soru
isaretlerinin kaybolmasi ve bdylelikle yeni tedavi alternatifleri icin faz-2 ve

faz-3 klinik galismalarina gegilmesi Umit edilmektedir.

2.4.2.2 Adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre

Adip6z doku, ayni kemik iligi gibi embriyonik mezodermden kaynaklanan
heterojen stromal kdk hicre kaynagidir (111)(Sekil 12). Bu stromal hlcreler,
aralarinda daha az farkllasmis oldugu dasundlen stromal damarsal
hicrelerinde oldugu, olgunlasmanin ¢esitli asamalarindaki adiposit

hlcrelerini icermektedir (Sekil 12).
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Sekil 12. Adip6z kaynaklh mezenkimal kok hicrelerin sistematik olarak
differansiyasyonu.( Horwitz E. Stem cell plasticity: A new image of the bone marrow
stem cell. Curr Opin Pediatr. 2002;15:32)

Adip6z kaynakli mezenkimal kok hucrelerin immunhistokimyasal analizleri
Uzerine su ana kadar olan calismalarda ; Nestin, Desmin, Vimentin, Beta
tubulin, Aktin(c-2), Alfa-diz kas aktin, Osteonektin, Osteokalsin, M2193,
BMP4, MEPE, Miyozin Il zincir, Fibronektin, GFAP, Beta 3 tubulin, OCT-3,
SSEA-4 differansiyasyon markerlari kullaniimigtir (112,113).
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Sekil 13. Adip6z kaynakli mezenkimal kdk hucrelerin farkli hicrelere dénisim
potansiyeli. (Bruce A.B, Mette F, Christine G, Bindiya P, Cynthia R. Adipose-derived

stem cells: Isolation, expansion and differentiation. Methods. 2008;45:115-120.)

2.4.3 Kok hiicre ¢aligmalarinin tarihgesi

-1960’lar J.Altman ve G.Das tarafindan yetiskinlerde nérogenez goéruldugune

dair ilk kanitlar (beyinde kdk hicre aktiviteleri) rapor edilmistir (86).

-1963 McCulloch ve Till sigan kemik iligi hucrelerinin  kendilerini

yenileyebildigini gostermislerdir.
-1969 iki kardes arasinda basariyla kemik iligi nakli gerceklestirilmistir.

-1978 insan kord kaninda hematopoietik kok hicreler kesfedilmistir.
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-1978 Ik IVF bebek ingilterede dogdu.

-1981 Sigan blastokistinin i¢ hucre kitlesinden embriyonik kdk hdcreler elde

edilmistir.
-1992 Noral kdk hicrelerin in vitro kaltura yapilmigtir.
-1994 insan embriyonik kdk hiicreleri izole edilmistir.

-1995 A.B.D. Bagkani Clinton insan embriyosu ile ilgili calismalari yasaklayan

yasayl imzalamistir.

-1997 Léseminin hematopoietik kdk hicrelerden kdken aldigi anlagiimistir ve

kanser kok hucreleri ile ilgili ilk dogrudan kanit elde edilmigtir.
-1998 J.Thomson ilk embriyonik kdk hicre kultirini yapmistir.
-2000 Adult kok hucrelerin plastisite yetenegi rapor edilmigtir.

-2003 S.Shi yetigskin kdk hicre kaynagi olarak cocuklarin ilk dislerinin

kullanilabilecegini kesfetmigtir.

-2004 H.Woo-Suk insan ookistinden bir kag insan embriyonik kok hicre hatti

yarattigini iddia etmistir.
-2005 Turkiye Bilimler Akademisi kdk hiicre konulu bir rapor yayinlamistir.
-2005 Eyliil Ulkemizde embriyonik kék hiicre calismalari yasaklanmistir.

-2007 A.Atala amniyotik sividan kok hicre elde ettigini rapor etmigtir.
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2.4.4 Doku muhendisligi

Canli hucrelerin genellikle polimerlerden olusan destek, iskelet tabaka
(scaffold) Uzerinde bu hacrelerin  ve dokunun biyolojik igsleyis ve
organizasyonunun olusturulmasina yoénelik multidisipliner bir bilim olan doku
muhendisligi, temelinde hdcre kaltird calismalarinda oldugu gibi canh
hdcreler, matriks olusumu ve hucre differansiyasyonuna dayanir (113,114).
Son zamanlarda iyilesmeyen noronal hasarlara yonelik gelistirilen sinir doku
muhendisligi kdk hlcre kullaniminida igerir. Sinirin 3 boyutlu yapilanmasini
ornek alan galismalar ile, U¢ boyutlu, gézenekli, lifsi ya da Uzerinde kanallar
olan zarlar gelistirilmistir (116). Gelistirilen bu yapay sinir dokusunun dogal
néronal yapiy! taklit edecek boyutta lifler ve mikrodesenli polimerik zarlardan
olugsan hucre tasiyicilari kullanarak hicrelerin yonlendiriimesi asamasi hala

Uzerinde arastirmalarin devam ettigi bir konudur (117-128).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarn ve Gruplandirma

Calismaya, Dicle Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu(DEHEK)
tarafindan onay alindiktan hemen sonra baslanmistir(31.05.2010/17).
Calismamizda kullanilan bitiin deney hayvanlari Dicle Universitesi Saglik
Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkez (DUSAM)inden temin edildi.
Ratlarin gruplandiriimasi Tablo 1 de gosterildigi sekilde yapildi. 32 adet
normal motor aktiviteye ve %87 homojeniteye sahip, 250-300 gr. agirliginda
Wistar albino disi rat kullanilarak, 4 esit grup olusturuldu (n:8). Preoperatif 3
glin boyunca ratlarin ortama adapte olmasi saglandi. Bununla birlikte

preoperatif 6 saat boyunca su ve yem kisitlamasi yapildi (129).

Calisma gruplari:

Her grupta randomizasyon yontemine goére secilen 8’er rat olmak Uzere 4

grup olarak tasarlandi (130).

* Grup 1 (n=8): Kontrol grubu; Sigan sol siyatik sinirde olusturulan 1 cm lik
defektin yalnizca epindral kiliftan olusan tupe konan 4 adet dikisle onarildigi

4. ayda sakrifiye edilen grup.

* Grup 2 (n=8): Sigan sol siyatik sinirde olusturulan 1 cm lik defektin, epindral
kiliftan olusan tlpe konan 4 adet dikisle onarilmasina ek olarak tlp ici sAD-

MKH enjeksiyonu yapilan, 21. gunde sakrifiye edilen grup.

* Grup 3 (n=8): Sigan sol siyatik sinirde olusturulan 1 cm lik defektin, epindral
kilftan olusan tlipe konan 4 adet dikisle onarilmasina ek olarak tlp ici sAD-

MKH enjeksiyonu yapilan, 2.ayda sakrifiye edilen grup.

* Grup 4 (n=8): Sigan sol siyatik sinirde olusturulan 1 cm lik defektin, epindral
kilftan olusan tlpe konan 4 adet dikisle onarilmasina ek olarak tip ici sSAD-

MKH enjeksiyonu yapilan, 4. ayda sakrifiye edilen grup.
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Tablo 1. Denek gruplari ve uygulama proseddrlerinin sematize edilmesi.

3.2. sAD-MKH’lerin izolasyonu, Isaretlenmesi ve Kiiltiire

Hazirlanmasi

Sigan adipoz dokusundan MKH’lerin izolasyonu icin; laboratuara gelen
adipoz doku %1 oraninda penisilin-streptomisin iceren HBSS ile birka¢ kez
yikama isleminden gegcirilerek makasla 1cm®lik kiiglik parcalara ayrildi.
Yikama isleminden sonra dokular kuru bir petriye alinip makas yardimiyla
mins edilerek ve Uzerine Ca ve Mg icermeyen HBSS ile hazirlanmis
%0.075’lik tip 1 kollajenaz solisyonundan 2ml koyularak doku o&rnekleri
15ml’lik falkonda toplandi. Son voliim, kollajenazla 5ml’ye tamamlanip 37°C

¢alkalamali su banyosunda 60dk bekletildi.
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inkiilbasyon sonunda (izerine 5ml HBSS eklenerek 1800rpm’de 10dk
santriflj sonrasinda stpernatant atilip pelet 5ml HBSS ile sulandirilarak 70
pm’lik hicre suzgeci ile suzuldu ve tekrar 1300rpm ‘de 5 dk santrifuj edildi.
Supernatant atilarak pelet Gzerine 5ml lysing solusyon eklenip oda isisinda
5dk bekletildi. Stre sonunda 5ml HBSS eklenerek 1800rpm’de 10dk santriflj
etme islemi iki kez tekrarlanip stUpernatant uzaklastirildiktan sonra olusan
pelet Uzerine %15 oraninda FBS ve %1 oraninda penisilin-streptomisin
iceren a-MEM kdltir besiyerinden 1ml eklenip pipetaj yapilarak 25cm? ‘lik
kultir kabina ekim yapildi (Sekil 13) . Gerekli miktarda kultlr besiyeri
koyulduktan sonra 37°C, %5 CO, ve nemli ortamda kiiltiire edildi ve 48 saat
sonra besiyeri degistirilerek yluzen tim hicreler uzaklastirildi. Haftada iki kez

besiyeri degisimi tekrarlandi.

|_>E adpoe STRAIN
MINCE WASH _l

| SPIN
DIGEST El E‘Ls'.sy

min.

Sekil 13. Adip6z dokudan, adipdéz kaynakli mezenkimal kdk hiicre elde edilmesi.
(Bruce A.B, Mette F, Christine G, Bindiya P, Cynthia R. Adipose-derived stem cells:
Isolation, expansion and differentiation. Methods. 2008;45:115—-120)
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Flaskin tabani yaklasik %80 oraninda hucreler ile kaplaninca (konfluent)
tripsinizasyon igslemiyle yapisan hucreler kaldirihp yeniden kdlture
edilecekler ve bu ilk pasaj (sub-kultlr) olarak degerlendirildi. Bu iglemler
Uclncl pasaja kadar tekrarlanarak 3. pasajin sonunda elde edilen hicrelerin

karakterizasyon calismasina baglandi (118,120,122).

sAD- MKH’lerin Karakterizasyonu:

Sigan adipoz dokusundan elde edilen MKH’ler klltar kabina yapisma
Ozellikleri sayesinde izole edildi ve yapisan hucrelerin morfolojik 6zellikleri
calisma siresince zit faz mikroskobu ile incelendi. immunofenotipik
Ozelliklerin belirlenmesi icin akim sitometrik analiz ve immunsitokimyasal
isaretleme  (Immunhistokimyasal Isareteme (IHK) ve Immunfloresan
isaretleme (iF)) calismalari gergeklestirildi. Gen ekspresyonlari, RT-PCR ile
belirlendi. Sad-MKH’ler in vitro differansiyasyon kapasitelerinin belirlenmesi
icin; adipojenik, osteojenik, kondrojenik noérojenik ve hepatojenik
farklilagmaya alindi (125,126).

immunfenotipleme:

Akim sitometrik Analiz:

Analizler, her alt-kultir islemi sonrasinda (P1’den P5’e kadar) ve FACS
Calibur akim sitometri cihazi kullanilarak gergeklestirildi (92,93). Hucreler,
tripsinizasyon islemi ile kaldirihp, hucre sayimi yapilarak hicre sayisi
belirlendikten sonra (yaklasik olarak 8x10° hiicre) PBS icinde homojenize
edilip belirlenen hicre yuzey isaretleyicilerine 6zel fluoresan izotiyosiyonat
(FITC)- ve fikoeritrin (PE)-konjuge monoklonal antikorlar (CD45, CD3,CD90,
CD29, CD11b, CD44, CD71, CD106, CD73) ve uygun izotip kontrollerinden
10ul eklenerek inkiibe edildi (oda isisinda-karanlikta-45 dak.). inkiibasyon
sonrasi ylkama sollisyonu (%0.1 sodyum azid iceren PBS) eklenerek
santrifij edilerek (5dk. 1780rpm) 400ul hicre yikama solusyonu ile
resispanse edilip hazirlanan hicre slUspansiyonu FACS Calibur akis
sitometri cihazinda okutuldu ve analizi BD Cell Quest TM software programi

ile gerceklestirildi.
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immunsitokimyasal isaretleme:

sAD-MKH’lerin immunsitokimyasal yontemlerle karakterizasyon calismalari,

P3’de poli-L-lizin kaph 8 kuyucuklu hicre kultir odaciklarina (Culture-

Chamber-

slide-8 well

(24/pk))

ekilmis  2x10°hiicre/kuyucuk ile

gerceklestirildi. Tutunmanin saglanmasi igin bir gece inkiibasyonun ardindan
IHK ve IF teknikler kullanilarak Tablo 2 ‘ ki antikor paneli ¢alisildi (Tablo 2).

Tablo 2. IF/IHC antikor paneli.

Sekonder
Primer Antikor Reaktivite Uygulama Kaynak Katalog #
Antikor
Alfa Smooth Muscle Actin
Mouse r IF,IHC Thermo Scientific MS-113-P
Ab-1 (Clone 1A4)
. Santa Cri
Actin (C-2) Mouse r IF,IHC ; Y1 sc-8432
Biotechnology
Santa Cri
CD 34 (C-18) Goat r IF : " | sc-7045
Biotechnology
Santa Cruz
CD 45 (H-230) Rabbit r IF ) sc-25590
Biotechnology
. Santa Cruz
CD 105 (Endoglin) Goat r IF . sc-19793
Biotechnology
CD146 Rabbit r IHC Abcam ab75769
. . Santa Cri
Fibronectin (EP5) Mouse r IF,IHC . Y1 sc-8422
Biotechnology
. Santa Cri
Nestin R Mouse r IF,IHC , "1 sc-33677
Biotechnology
. . Santa Cri
Vimentin (C-20) Goat r IF,IHC Y1 sc7557

Biotechnology
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immunhistokimyasal isaretleme (iHC)

immunohistokimyasal calismalarda, Ultravision Detection System Large
Volume Anti-Polyvalent,HRP (RTU) ve ABC Staining System (for use goat
primary antibodies) immunohistokimya Kkitleri kullanilarak gerceklestirildi.
Hucreler PBS’le yikandiktan sonra metanolle 20 dk. fikse edilecektir. PBS
(Invitrogen) ile yikandiktan sonra, %1.5 normal blok (Normal Sera) serum
iceren PBS’de 30dk. inkiube edilerek verilen uygun dilisyon oranlarinda
hazirlanan primer antikorlar eklenip oda sicakliginda 2 saat sureyle inkibe
edildi. PBS ile 3 kez yikama igleminden sonra immunohistokimyasal kit
proseduri aynen uygulanip son asamada AEC kromojenle (AEC (RED)
Substrat Kit) enzim kompleksi gorundr hale getirilecek, Hematoxylin,Gill’s
Formulation 2 ile ¢ekirdek zit boyamasi gergeklestirilip kurutulan preparatlar
Crystal Mounting Medium ile kapatilip Leica DMI 4000 Microsystems 1sik
mikroskobunda analiz edilip goéruntulendi (Negatif kontroller igin, ayni

yontem uygulanmis fakat primer antikor yerine PBS kullaniimistir).

immunfloresan isaretleme (iF):

Hucreler metanolle fiske edilip PBS ile yikandiktan sonra, %1.5 normal blok
serum iceren PBS'de 30dk. inkibe edildi ve Antibody Diluent ile uygun
oranlarinda dilue edilen primer antikorlar eklenerek oda sicakhginda 2 saat
sureyle inkibe edildi. PBS ile 3X2dk yikama isleminden sonra
immunfluoresans c¢alismalar i¢in uygun fluoresans isaretli sekonder
antikorla oda sicakliginda 30dk. inkiube edildi, son agsama nukleer boya
iceren kapatma medyumu (UltraCruz Mounting Medium for flouresence with
DAPI) ile kapatilarak fluoresan mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems)

incelenerek fotograflandi.
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MKH’lerin GFP ile isaretlenmesi
Plazmid DNA izolasyonu

Yuksek kalitede plazmid DNA izolasyonu, ayirma ve saflagstirma islemleri
sonrasinda E.coli ‘den toksik lipopolisakkaritler gelmemesi i¢cin EndoFree
Plazmid Maxi Kiti kullanilarak gergeklestirildi. Secici kati besi ortamindan yeni
cogalmis tek bir koloni alinip ve 2-5 ml uygun antibiyotik iceren LB broth
(Luria Bertani) sivi besi ortamina ekilerek 8 saat boyunca 300 dak/dev ve 37
°C ‘de cogaltildi. 250 ml segici LB ortami 1 ml igerisinde bakteri ¢cogalmis
ortam ile inokule edilecek ve ayni kosullarda 12-16 saat bekletildi (114).
Hucreler 6000xg hizda 15 dakika boyunca 4 °C ‘de dondurulerek toplandi ve
10 ml P1 tampon ¢ozeltisi icerisinde homojen hale getirip oda sicakliginda 5
dakika bekletimeden 6nce 10 ml Tampon P2 eklenip sertce 4-6 kez ters
cevrilerek kanstirildi. 10 ml buzda sogutulmus P3 tamponu eklenerek 4-6 kez
ters cevrilip karisim QIAfilter siringasina aktarilarak ve 10 dakika
bekletildikten sonra filtreden gegirtilerek 50 ml tUp icerisine aktarilip 2,5 ml
ER tamponu eklendi ve 30 dk buzda bekletildi. 10 ml QBT tampon ¢ozeltisi
ile onceden dengelenmis QIAGEN-tip 500 kolonuna karigim eklenip
suzulmesi beklendi. 2 kez kolon 30 ml QC tamponu ile yikandi ve 15 ml QN
tamponu igerisinde DNA ¢dzulda (124). Plazmid DNA ‘si 10,5 ml izopropanol
eklenerek 4 °C ‘de, 30 dakika boyunca asgari 15,000xg hizla ¢okturulda,
DNA 5 ml endotoksin icermeyen %70 etanol igerisinde yikanip 10 dk asgari
15,000xg hizla ¢gokturulecektir. Yikanmis plazmid DNA ‘si oda sicakhginda 5-
10 dakika kurutulduktan sonra endotoksin icermeyen TE tamponu igerisinde

istenilen hacimde ¢6zuldu.
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GFP Gen Transformasyonu:

Gen aktarimi elektroporasyon yontemini temel alan Neon Transfection
Sistemi, 10 yl Neon Kit ve 100 pl Neon Kit kullanilarak gerceklestirildi.
Yuksek kalitede (endotoksin igermeyen) plazmid DNA ‘si 1-5 pg/ul
konsantrasyonunda deiyonize su igerisinde hazirlandi, MKH’ler ise deneyin
olacagl gunde % 70-90 konfluente ulasacak sekilde (transfeksiyon basina
0,5-1 x 10° hiicre) cogaltildi. Deney giiniinde hiicreler kiiltiir kabindan
kaldirildi ve Ca?* ve Mg?" icermeyen PBS’le yikanip, 1300 rpm'de 5 dk
santrifij edilip “Resuspension Buffer R* tampon ¢o6zeltisi ile son hicre
yogunlugu 1 ml basina 1,0 x 10" hiicre olacak sekilde hazirlanacaktir. 6
kuyucuklu kultir kaplari igerisine 2 ml serum igeren, segici antibiyotik
icermeyen (penisilin icerebilir, eger secici degdil ise) uygun besiyeri eklenip ve
37°C ‘de 5% COy sirkulizasyonu olan nemli ortamda inkube edildi (
Transfeksiyon parametreleri daha dnceden optimize edildigi degerlere gore
ayarlandi). Steril 1,5 ml mikrosantriflj tipU igerisine transfeksiyon basina 2- 4
Mg plazmid DNA ‘si ve plazmid DNA ‘si bulunan tlp igerisine transfeksiyon
basina DNA ile birlikte 10 ul olacak miktarda hicre aktarilip Neon™ Pipeti ile
yavasca tip igcerisine 10 uyl DNA-hlcre suspansiyonunun cekilerek ve
ucundaki hiicre-DNA karisimi ile birlikte Neon™ Pipet istasyonu igerisinde
bulunan ve 3 ml elektrolit tamponu eklenmis tlpe yerlestirildi. Belirtilen
ayarlarda sistem elektrik akimini (atimini/sokunu) uygulanip, gen aktariimis
hidcreler hemen o6nceden Isitilmis serum igeren ama segici antibiyotik
icermeyen besi ortamina aktarildi, hlcreler 37°C ‘de nemlendiriimis CO;
inkibatorinde inkibe edildi. Transformasyon sonrasi 3. glnde
(transient/gecici ekspresyon) ortam degistirilerek besi ortami tazelendi, ancak
bu noktadan itibaren antibiyotik (pGFP igcin G418, Kat. No. 11811-098)
eklendi. Kalici olarak gen ekspresyonu istendigi i¢cin 5-10 pasaj boyunca

hlcreler antibiyotik direncine gore segildi.
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sAD-MKH’lerin immunofenotipik o6zellikleri

Her alt kiiltirleme isleminden sonra ayrilan yaklasik 1x10° hiicre ile
gergeklestirilen akis sitometri incelemeleri (P1’den P5’e kadar) sonucunda,
sAD-MKH'’lerin ilk altkaltlr isleminden itibaren hematopoetik hicre belirtecini
(CD45) eksprese etmedikleri, buna karsin MKH’ler igin siklikla kullanilan
CD29 ve CD90 igin yuksek duzeylerde pozitif olduklari tespit edilmistir.
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Sekil 14. Pasaj 3’'deki sAD-MKH’lerin akim sitometri verileri.
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P3’deki sAD-MKH kultaranin MKH’ler agisindan daha homojen oldugu
disunilmektedir (Sekil 14). Bu nedenle, IHK ve IF calismalarinin ¢gogu ve

farkhlastirma galismalari bu pasajdaki hicrelerle gergeklestiriimistir.
3.3. Kok Hucrelerin Aplikasyona Hazir Hale Getirilmesi

GFP isaretli Adipdz kaynakli mezenkimal kok hiicreler KOGEM/ Kocaeli Kok
Hucre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezinden konik vida
kapakli 15 ml’lik falkon tupler iginde sivi nitrojen tankinda freez formu ile

transfer edildi. Cozme iglemi igin hizli gozme teknigi kullanildi.

"
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Sekil 15. Shaking islemi.
Sekil 16. Kok hlcrelerin besiyeri ile sulandiriimasi.
Sekil 17. Aplikasyona hazir adipdz kaynakh mezenkimal kék hlcreler.

Sivi  nitrojen igerisinden c¢ikartilan kryotlipler dogrudan 37C deki su
banyosuna alindi. icerik hafifce c¢alkalanarak ¢ozildiikten sonra, 1000
mikrolitre MEM/LDME/RPMI-1640 besiyeri ile sulandirildi (Sekil 15). 1500
rom de 5 dakika santrifljleme sonrasi olusan slpernatant atilarak alt kisimda
kalan pelete 1 ml daha besiyeri eklendi ve ayni protokol tekrarlandi (Sekil
16). Hucrelerin Uzerinde kalan fazla sivi pipetle gekilerek her birinin Uzerine
0,4 ml besiyeri eklendi. Pipetle shaking yapilmasi sonrasinda epinéral tup
icerisine enjekte edecegimiz Hamilton kateterlerine ayri ayri ¢ekilerek her bir
kateterde ortalama 1,5 milyon sAD-MKH gelecek sekilde enjeksiyon formlari
hazirlandi (Sekil 17).
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3.4. Cerrahi Teknik

Cerrahi islemler, 90 mg/kg Ketamine-HCI (Ketalar®) ve 10 mg/kg Xylazin HCI
(Rompun®) karisimi ile ratlarin karin boslugunun sol alt yarisindan
intraperitoneal yolla saglanan anestezi altinda gercgeklestirildi. Tium cerrahi
islemler ayni cerrah tarafindan ve standart mikrocerrahi teknikler uygulanarak
gercgeklestirildi. Cerrahi girisim saglamak amaci ile hayvanlar 6zel tespit
tahtalar1 Gzerinde tespit edilip uygun pozisyonlar verilerek islemler operasyon
mikroskobu ( OPMI-VARIO 700 /Carl Zeiss/ Germany) ile gergeklestirildi.
Tdm gruplarda sol arka ekstremite calisma igin kullanilirken ameliyat
yapillmayan sag arka ekstremite ise kontrol olarak korundu. Siganlar, gluteal
ve uyluk bolgeleri tras edildikten sonra, prone pozisyonda ayaklari tespit
edildi ve povidon iodine ile cerrahi alan temizligi yapildi (Sekil 18). Sol arka
ekstremitede kalga eklemi katlantisini izleyecek sekilde oblik gluteal insizyon
ciplak gbzle yapildi ve cilt kenarlari ekarte edilerek biseps femoris kasina
ulasildi. Biseps femoris kasi, femur ve diz eklemi posterior siniri boyunca
kint diseksiyonla agildi ve uyluk fleksor ve extansor grup kaslari arasindan
diseksiyon derinlestirilerek siyatik sinire ulasildi.Daha sonra sinir, ince uglu
bir diseksiyon makasi yardimiyla, siyatik ¢entikten popliteal alandaki

dallanma bolgesine kadar ¢evre dokulardan serbestlestirildi.

s = Mty o
O

Sekil 18. Cerrahi insizyon sahasinin isaretlenmesi.
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Sekil 19. Rat sol siyatik sinir eksplorasyonu.

Bu asamada popliteal dallanma noktasinin yaklagsik 2 cm proksimalinde
siyatik sinirden ayrilan ve biseps femoris, semitendin6z ve semimembrandz
kaslarin inervasyonunu saglayan ince motor dal, ¢alisma alanini genigletmek
amaci ile kesilerek feda edildi (Sekil 19). Kaslar, otomatik ekartor ile ekarte
edilerek sinir bifurkasyonunun proksimalinde kalacak sekilde disseke edilen
sinirin altina kesi sirasinda diger dokularin zarar gérmemesi ve keskin duz
kesi yapilabilmesi igin ince steril plastik plak konuldu. Siyatik ¢entikten 0.5 cm
cikisini takiben milimetrik kagit ile 1 cm olgulen sinir segmenti (Williams ve
arkadaslarinin tarifledigi 1 cm’lik siyatik sinir defekti), 16x blyutme altinda
proksimalde ve popliteal dallanmanin 0.5 cm yukarisindan , 15 numara
bisturi ile “clean-cut” temiz kesi olusturularak ¢ikarildi (131) (Sekil 20,21). Tum
gruplarda ekstirpe edilen 1 cm lik siyatik sinir segmenti, izotonik dolu bir tasa
atilarak icerdigi 3 adet fasikil 16x blylutme altinda epinéral kilifi
zedelemeden izotonik perindral enjeksiyonlari yardimiyla c¢ikarildi (Sekil
22,23).
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Sekil 20. Rat sol siyatik sinir transeksiyonu.

Sekil 21. 1 cm lik sol siyatik sinir pargasinin mikroskobik buyGtiimus sekli.

lucts & Safe Solutions

Sekil 22. 1 cm lik sol siyatik sinir pargasinin dlgtimu.

Sekil 23. 1 cm lik sol siyatik sinirin 3 fasikllinden arindiriimasi.

47



Sadece epindral ortuden olusan tup, proksimal ve distal gudik sahalarindaki
fasiklllere mikroforsepsler araciligiyla agizlastirilarak, 25x buyutme altinda
10/0 nylon (10/0 Dogsan Dylon®) sutur materyali ile epindral, esit aralikli

gegilen dort dikis ile koaptasyonlar tamamlandi.
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Sekil 24. Denek siyatik sinir defektinin sematize edilmesi.
Sekil 25. Cikarilan parganin defasikiilize edilmesinin sematize edilmesi.

Sekil 26. Bos epindral tipun proksimal ve distal giduk sahalarina tubularizasyonu.

1.grup disinda tum gruplarda, olusturulan epindral tlp igerisine

kateterizasyonla yaklasik 1.5 milyonar Unite sAD-MKH enjekte edildi (Sekil
27).
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Kok hucre enjeksiyonu sonrasi proksimal ve distal koaptasyon sahalarindan
kok hidcre kacgisinida onlemek ve anastomozu desteklemek amaciyla
Tisseel® Kit VH Fibrin Sealant (Baxter) uygulandi (Sekil 28,29). Bu bir doku
yapistiricisi olup 1. Tapte; Fibrinojen, Faktdor 13, Fibronektin, Aprotinin,

Plasminojen, 2. Tupte; Kalsiyum ve Trombin olmak Uzere 2 ayri tipln

karistirlmasiyla elde edilmektedir.

Sekil 27. Epinéral tip igine yaklasik 1.5 milyon U. sAD-MKH enjeksiyonu.

Herhangibir denekte anestezik ek doz uygulamasina gerek duyulmadan
operasyonlar, saglanmis olan anestezi suresinde tamamlandi. Operasyonlar
sirasinda anestezi derinligi klinik olarak degerlendirildi, solunum ve kalp
atiglari duzenli araliklarla kontrol edildi. Deneklerde  koaptasyonlarin
tamamlanmasinin ardindan, operasyon sahasi izotonikle yikanarak, kaslar
4/0 vicryl, cilt ise 5/0 ipek sutur materyali kullanilarak devamli dikis teknigi ile
onarildi (Sekil 31,32). insizyon alanina povidone iyot ile pansuman yapilp,
OpSite® sprey (Smith & Nephew) sikildi.
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Sekil 28. Tisseel Kit fibrin doku yapistiricisi.
Sekil 29. Aplikasyona hazir Tisseel Kit .

Sekil 30. Anastomoz sahalarina kok hiicre enjeksiyonu sonrasi extratubulizasyonu
Onlemek igin tisseel kit uygulanmis siyatik sinir gérintisu.

Her sicanin operasyonunun ardindan mikrocerrahi aletler yikandi ve %2
Gluteraldehit solusyonunda (Cidex®) 15 dakika bekletilerek sterilizasyon
saglandi. Aletler bol steril %0.09 izotonik NaCl ile durulanarak yeniden
kullanildi.

Sekil 31. Kas ve ciltalti postoperatif onarilmis denek.
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Sekil 32. Tam kat cilt insizyonunun kapatilmasi.

Postoperatif donem:

Deneklerin ~ vlcut 1silari korunarak anesteziden uyanmalari beklenildi.
Postoperatif donemde 2. gruptan 1 rat uyanmadi, exitus kabul edilerek
calisma digi birakildi. Hayvanlar postoperatif donemde standart laboratuar
sartlarinda, uzman veteriner kontrolinde, tek tek kafeslere yerlestirilerek
vucut sicakliklan uygun ekipmanlarla korunarak izlendi, pelet yem ve su
ihtiyaglari ad libitum olarak kargilandi. Ameliyat sonrasi donemde gunlik
takiplerde insizyon alanlarina epitelizasyon tamamlanana kadar povidon
iyodin ile pansumana devam edildi. Otokanibalizasyonu engellemek igin
deneysel taraf arka ayaga her grup sakrifiye edilene kadar her gun, irritan
tadi olan oje ( Trind® anti-bite nail repair, Ned ila¢g kozmetik ) suruldi. Ratlar

tum iglemler sirasinda ayri ayri tarihsel kayit altina alindi ve etiketlendi.
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3.5. Makroskobik Degerlendirme
21. gln 2. ay ve 4. ayin sonunda sakrifiye edilmemis olan tUm gruplardaki
siganlarin gozle incelenmesinde, normal bacak postirl, yere ayak yada
topuk basma oOzellikleri (Sekil 33), bacak fleksér kaslarinda atrofi gelisip

gelismedigi (Sekil 34), basi yaralarinin olup olmadigina bakildi, ayrica

insizyon hatti 6zelliklerine (enfeksiyon, kronik yara vb.) dikkat edildi.

Sekil 33. Herhangi bir muameleye maruz kalmamis saglkh bir denek arka
ekstremiteleri.

Sekil 34. Postoperatif 2.ay tirnaklarda kérelme izlenen bir denek.

Sekil 35. Bilateral gastrocnemius kasi ve siyatik sinir kargilastirimali makroskobik
gorintasu.

Haftalik sol uyluk cevresi oOlguimleri yapilarak kaydedildi. Uyluk c¢evresi
Olgumleri sakrifikasyon oncesinde diger arka ekstremite uyluk cevreleri ile

kiyaslanarak istatistiki olarak incelendi (132,133).
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Tum denekler anestezi altinda prone pozisyonda iken siyatik sinir
ekstirpasyonlarini  takiben deney (sol) tarafi ve kontrol (sag) taraf
gastrocnemius kaslari, medial basi medial epikondilden lateral basi lateral
epikondilden ve distali tuber kalkanei den ayrilarak total olarak bisturi ile
kesilerek eksize edildi, hassas terazi ile tartildi (Sekil 35). Ortalama agirliklari
saglam tarafta 3.5-4 gr arasi, deney tarafinda ise 2.1-2.9 gr arasinda
seyrediyordu. Gastrocnemius kasi deneysel/ kontrol bacak kas agirlik

oranlari kiyaslandi.

3.6. Fonksiyonel Degerlendirme

Siyatik sinir rejenerasyonunun fonksiyonel takibinde c¢esitli yontemler
kullaniimaktadir (134-139). Bu yontemler arasinda siyatik sinir fonksiyon
indeksi, bagparmak yayilma testi, ekstensor postural zorlama, nosiseptif
fonksiyon testi, gastokinemius ve soleus agirlik ve/veya hacim o6lcumu ve

kinematik dlcumler sayilabilir.

3.6.1. Yurume (Walking track) analizi

Walking Track analizi, siyatik sinir yaralanmasindan sonra fonksiyonel
iyilesmeyi 6lgmek amaciyla, non-invaziv motor iyilesmeyi gosteren ve yaygin

olarak kullanilan bir metoddur.

Medicaneli ve arkadaslari 1982 de ilk bu metodu tanimladiklarinda ytrime
koridorunun tabaninda Xray film sererek, ratlarin pencelerini developer
denen solusyona boyayarak yurime sirasinda gorunti kaydetmiglerdir
(136,137). Daha sonra bu tip ¢alismalarda A4 beyaz kagit, vazelin, murekkep
vs gibi nontoksik materyaller kullanilarak teknik, Dijkstra ,Bervar ve

arkadaglari tarafindan 2000 li yillarda video kayitlariylada desteklenmistir.
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Benzer bir fonksiyonel analiz, peroneal ve posterior tibial sinir lezyonlari

icinde Bain tarafindan gelistirilmistir (148).

Calismamizda siganlarin ayni dogrultuda yurimelerini saglamak igin 9.2 cm
eninde 110 cm uzunlugunda, kenarlari 13 cm yukseklikte olan ve karanlik
oda ile sonlanan buna benzer bir yurime kulvari dizenegi hazirlandi.
Yurime koridorunun bir metre uzagina ve koridorla ayni yukseklikte olacak
sekilde bir video kamera ( Canon EOS 550 D) yerlestirildi. Cevreden gelecek
IStk yansimalarini engellemek igin yirime koridoru ve kameranin etrafi 1sik
gecirmeyen siyah bir ortu ile kapatildi. Kayitlar alinmadan énce hayvanlar
birka¢ kez yuruyus kulvarinda egitim amagcli yurttuldi ve hayvanlar kapali

barinaga dogru yurimeyi 6grendikten sonra kulvar zeminine grup ve glne

gére ayr etiketlendiriimis A4 kagitlari yerlestirilerek ayak izleri alindi
(143,144)(Sekil36).

Sekil 36. Yirlime koridoru.
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Mirekkebin dagilmasi, siganlarin ylurime sirasindaki Urinasyonu sonucu
izlerin i1slanmasi ve siganin kuyruk hereketleri ile izlerin dagiimasi
durumunda, dizgun ayak izi alinana kadar yurGtme islemi tekrarlandi.
Calisma sirasinda siganlarin yurime paternleri ve adim sikluslarinin tim
fazlar kaydedildi. Olgtimler icin diizglin ve net baskili ayak izleri secildi (Sekil
37). Siyatik fonksiyonel indeks ol¢gimleri i¢in veriler; hem bilgisayar ortamina
aktarilan bilgisayar goruntulerinden, hemde klasik yontemle deneysel taraf ve

saglam olan kontrol tarafindan alinan ayak izlerinden elde edildi (Sekil38).

Yurime analizi; tim deney gruplarina 21. gun, 2. grubun sakrifikasyonu
sonrasi 1,3 ve 4. gruba 2. ay, 3. grubunda sakrifikasyonu sonrasi 1 ve 4.

gruplara 4. ay tekrarlanarak kayda alindi (140-141).

Sekil 37. Saglam denek footprint.

Sekil 38. Opere edilmis denek postoperatif erken dénem footprint.
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I MPL
MNTS

NPL: Mormal basi
uzunlugu

EPL: Patolojik basi
uzunlugu

NTS: Normal ayakta 1. ve
5. parmak araligi

ETS: Patolojik ayakta 1. ve
5. parmak aralifi

NIT: Normal ayakta 2. ve
4. parmak araligi

EIT: Patolojik ayakta 2. ve
4. parmak aralig

Sekil 39. SFI formulindeki dederlerin tespitinin sematize edilmesi.

Elde edilen veriler, Bain-Mackinnon-Hunter, Siyatik Fonksiyon indeksi (SFI)

formuline yerlestirildi (Sekil 40) .

SFI=-38.3xPLF +109.5x TSF + 13.3 xITF - 8.8

EPL - NPL
NPL

ETS - NTS
N

SFI = -38.3

Sekil 40. Siyatik Fonksiyonel indeks formiili.

— N
+13.3(E!T NI ss
\ NIT

Kagit seritteki en belirgin ve uygun ayak izleri kullanilarak ayak izlerinde,

topuk ile parmak ucu arasindaki mesafe [print length (PL)], birinci ve besinci

parmaklar arasindaki mesafe [toe spread (TS)], ikinci ve dérdlinct parmaklar

arasindaki mesafe [intermediate toe spread (IT)] milimetrik cetvel araciligiyla
Olculdi ve deneysel taraf (E), kontrol taraf (N) ile belirtildi (142-147).
SFI ;O degerinde normal kabul edilirken, - 100 e yaklastikga siyatik sinir

fonksiyonunda totale yakin kayip olarak degerlendirildi, sonugclar istatistiki

olarak degerlendirildi.
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3.6.2. Elektrofizyolojik degerlendirme

Elektrofizyolojik incelemeler sinir yaralanmalarinda, spesifik olarak igne
seklindeki elektrotun c¢evresindeki kas fibrillerinde depolarizasyon ve
repolarizasyon sonucu olusan aksiyon potansiyelini 6lgmek icin kullanilan
yontemlerdir (148,149). Birlesik kas aksiyon potansiyeli parametrelerinden
distal latans hizi yani aksiyon potansiyeli gelisinceye kadar gegen sure, sinir
myelin kihfinin devamlihgi, amplitid ise sinir lifindeki aksonlarin sayisi ve
batunligu hakkinda fikir vermektedir (150-152). Sinir liflerinin kalin ve myelinli
olmasi ve aksonlar tarafindan hizl iletiimesi amplitid ve ileti hizi Gzerine o
kadar etkilidir ki bu iki parametre sinirin toplam islevi yerine, en hizli ve en
fazla myelin iceren sinir liflerinin iglevini gosterir (Sekil 41). Spontan EMG
amplitidu siyatik sinir kesisi sonrasi her 3 kastada( gastrocnemius, soleus,
tibialis anterior) hizlica dustigu izlendi. Akson ve myelin kilif kaybi ve
distalde Wallerian dejenerasyonla ilerleyen agir periferik sinir hasarinda ,
kesi distalinde yapilan uyarimda sinir aksiyon potansiyeli 6zellikle akut
donemde elde edilmesine ragmen, kesi proksimalinden yapilan uyarimda

aksiyon potansiyeli elde edilemez.

Latans

uyari
(stimulus)

Sekil 41. Birlesik aksiyon potansiyeli parametreleri.

Sekil 42. Elektrofizyolojik dederlendirmenin bilgisayara aktariimasi.
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Proje dahilinde tim ratlara operasyon oncesi elektrofizyolojik inceleme
yapildi, distalde sinir iletimleri normal olarak kaydedildi.21. gun, 2. ay ve 4.
aylarda sakrifikasyonlarindan hemen 6nce olgumleri tekrarlanarak istatistiki
inceleme icin distal latans ve amplitid degerleri kayda alindi. Sinir ileti
calismalari, daha dénce bildirilmis protokollar gergevesinde, sigcanlarin hangi
gruba ait olduklari tarafindan bilinmeden ayni nérofizyolog tarafindan ve ayni
cihaz ile yapildi (Sekil 42). Ratlarin vucut sicakhdl 37 derecede muhafaza
edilerek 1mg/kg anestezi altinda 6lgume gidildi, kas gevsetici yapiimadi.
Kayit icin paslanmaz celik igne elektrotlar kullanildi. Bipolar elektrotlardan
aktif elektrod gastrokinemus kasi igine, referans elektrod ise ayni kasin
tendonu Uzerine yerlestirilerek perkitan yolla gastrocnemius kasi aksiyon
potansiyeli dl¢ildu. Distalde ayak biledinin hemen Uzerinde ve siyatik yarikta
olmak Uzere iki noktada elektriksel uyari verildi. Elde edilen BMAP distal
latanslari ve amplitidleri kayda alindi. Distal latans suUresinde uzama ve
amplitidde dusme, aksonal dejenerasyon ve demyelinizasyon lehine

yorumlandi.
3.6.3. Nosiseptif WRL

Bu test, ratlarin arka ekstremitelerinde duyu fonksiyonunu degerlendirmek
icin Masters ve ark. tarafindan tasarlanmis olup 56 dereceye kadar isitiimig
sicak plakaya, rat arka ayaklarinin temas ettiriimesi ve arka ekstremitelerini
cekme surelerinin saniye cinsinden kaydedilmesine dayali bir yontemdir
(132). Normal siganlar ayaklarini bu sicak plakadan 4 saniye ya da daha az
surede ¢gekmektedirler. Bizim ¢alismamizdada WRL, sicak plakaya temas ile
arka ayak geri ¢ekilmesi arasinda gegen sure olarak tanimlandi ve bu sire,
bir kronometre vasitasiyla o6lguldu. Etkilenen bacaklarda sensitizasyonun
yanilgiya yolagmasini engellemek icin iki dakika ara ile test 3 kez tekrar edildi
ve her 3 latans degerinin ortalamasi alinarak WRL kayitlari yapildi. Cilt
hasarini engellemek igin Varejao ve ark.’nin belirttikleri gibi, sicak uyarinin
sonlandiriima zamani 12 saniye kabul edildi, 12 saniye sureyle sicaklik

uygulanip cevap alinamayanlar icin WRL degerleri 12 kaydedildi (145).
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3.7. Dokularin Alinmasi ve Sakrifikasyon Fiksasyon ve Doku

Takip Asamalari

21. gln 2. grup, 2. ay 3. grup, 4. ay 1. ve 4. grup olmak Uzere ¢alisma digi 4
rat diginda kalan 28 rat, yine ayni sekilde intraperitoneal ketamin anestezisi
altinda, alisilmis bolge temizligi ve cerrahi hazirliklar takiben eski insizyon
sahasindan girilerek sinir onarim bodlgesine ulasildi. Deneklerden 6-10x
blyutme altinda ince film seklinde bir nedbe ile kaph oldugu sahadan onarim
hattinin 1 cm proksimal ve distalinide icerecek sekilde normal sinir
segmentlerine ulasilarak sinir spesimenleri alindi (153). Ardindan proksimal
femura yapisma yerinden asile dek uzanan tum gastrocnemius kaslarida
cikarllarak  kuru  agirhklann  tartildi ve  histolomorfometrik  ve
immunhistokimyasal incelemeler igin tamponlanmis %10’luk nétral
formaldehit (Merck) icine alindi. Ayni islemler kontrol sag arka ekstremite
siyatik sinir ve gastrocnemius kasinada uygulandi (Sekil 43). Karismamasi

icin alinan sinir numunelerinin proksimallerine, 9/0 naylon ile isaret suturu

konuldu.

Sekil 43. Saglam taraf gastrocnemius kasi ve siyatik sinirinin blok halinde
cikariimasi.
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Sekil 44. Kardiyak ponksiyon ile biyokimyasal numune alinmasi.

Siganlarin  servikal dislokasyon yoOntemiyle sakrifiye edilmelerinin
ardindan,deneklerin kan numuneleri biyokimyasal c¢alismalar igin, kalp
atimlari parmak ucuyla palpe edilerek, ksifoid altindan 30 derece agiyla girilip
22 G enjektorle kapali kardiyak ponksiyon yoluyla EDTA i biyokimya ve

hemogram tupl olmak Uzere her rat icin 2 tipe alindi (Sekil44).

3.7.1. Fiksasyon ve doku takip Asamalari

28 rattan, deneysel protokol uygulanan sol ve kontrol sag taraftan alinan sinir
ve gastrocnemius kas orneklerinden diseksiyon mikroskobu kullanilarak
yaklagsik 5 mm kesitler seklinde, tamponlanmis %10’luk nétral formaldehit
(Merck) icine alindi ve gruplara gore etiketlendi. Fikse olmalari igin 24-48
saat beklendikten sonra doku takip islemine baslandi (154). Oncelikle bir
gece boyunca akarsuda yikama yapildi. Fiksatiften arindirilan dokular
yukselen derecelerdeki alkollerden (Merck) gegirilerek dehidrate edildi. Daha
sonra seffaflagsmalari icin ksilol (Merck) igerisinde bekletildi. Gdmme islemi
icin 65 °Cllik etivde, 1:1 oraninda Kksilol-parafin ve parafin icerisinde

bekletildikten sonra parafin bloklara gomalda.
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Takip sirasinda kullanilan kimyasallar ve sureleri su sekildedir:

Kullanilan kimyasal Sure
Cesme suyunda yikama 1 gece
%50’lik etil alkol 2 saat
%70’lik etil alkol 1 saat
%80’lik etil alkol 1 saat
%90’k etil alkol 1 saat
%961k etil alkol 1 saat
%100’lUk etil alkol 1 saat
%100’lUk etil alkol 1 saat
Ksilol 1-10 dk
Ksilol-Parafin 1-10 dk
Parafin 3 saat

Elde edilen parafin bloklardan Leica marka kizaklh mikrotomda 4-5 pm
kalinhginda kesitler alindi. Kesitler rutin histolojik incelemeler igin normal
lamlara, immunohistokimyasal incelemeler icin Poly-L-lysine kapli lamlara
(Thermo Scientific) alindi. Her bir bloktan Mason-Tricrome ve Hematoksilen
Eozin boyamalari igin 2 ser adet preparat hazirlandi. Boyanan sinir kesitleri,
kamerali binokuler mikroskop araciligiyla fotograflandi. isaretlenen fasikdiller
icerisinde bulunan sinirler otomatik olarak sistem tarafindan sayildi. Ayrica

isaretlenen alanlarin mikrometre kare cinsinden alanlari tespit edildi

3.7.2. Elektron mikroskobik takip ve gorintileme

Deney calisma gruplarindan elde edilen siyatik sinirden alinmis dokular,
elektron mikroskobik inceleme igin 1X1mm® ebatinda alindi ve % 2,5'luk
tamponlanmig gluteraldehit icerisinde 12 saat tespit edildi. Tespitten sonraki
birinci gin; korneal dokular tampon sollsyonlarda her biri 15 dakika olmak

uzere 3 kez yikandi.
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Daha sonra 2 saat boyunca osmiyum tetroksit icinde bekletildi. Osmiyum
tetroksitten cikarilan dokular, her biri 10’ar dakika olmak Uzere, 2 kez
tamponlu solusyonlarda yikandi. Daha sonra dokular sirasiyla % 30’luk, %
50’lik alkol igerisinde, her biri 15 dakika olmak Uzere, 2’ser kez bekletildi. En
son olarak % 70’lik alkole alinip bir gece beklendi. ikinci giin; uranil asetat
solisyonunda dokular 2 saat boyunca buzdolabinda bekletildi.
Buzdolabindan cikarilan dokular, her biri 30 dakika olmak Uzere 2 kez %
90’lik alkolde ve % 100’liik alkolde bekletildi. ikiser kez, 30 dakikalik propilen
oksit asamasindan sonra dokular, Propilen oksit+Araldit (1:1) solisyonuna
birakilip bir gece boyunca infiltrasyon saglandi.

Uranil boyama solusyonunun filtre kagidindan stzuldu. 3. gin; dokular oda
Isisinda, rotatérde, saf araldit icerisinde 2 saat boyunca c¢evrildi. Bu surenin
sonunda dokular gdmme kapsdilleri igerisine gomildi. Géomilen dokular 45°
C'ye ayarlanmis etlive birakildi. Etivin 1sisi 24 saat sonra 60° C'ye
yikseltildi. Ettiviin kapag! acillimaksizin bir 24 saat daha beklendi Ugtincl
glnun sonunda yine etlivin kapagi acilmaksizin, etavin isisi dusurulip, oda
Isisina gelmesi saglandi. Daha sonra, dokular etivden cikarilip, yari ince
kesitleri alinmaya hazir hale getirilmis olundu. Yari ince hazirlanan kesitler
lam Uzerine alinarak Toluidin mavisi ile boyandi. Yari ince kesitler Olympus
CX21 1s1k mikroskobunda degerlendirilerek bakilacak siyatik sinir aksonlari
ve schwann hicrelerinin yeri tespit edildi. istenilen bélgenin disinda kalan
yerler trim cihazi ile traglanip, siyatik sinir alanlarinin kesitlerde kalmasi
saglandi. ince kesitler LEICA ultracut R ultramikrotomunda kesilerek bakir
gridler Uzerine alindi. Gridlere alinan ince kesitler 1 glin boyunca oda
Isisinda bekletildi. Ertesi gin uranil asetat iginde 40 dakika bekletildi.
Ardindan 3 kez distile su ile yikandi. Daha sonra kursun sitrat iginde 5 dakika
bekletilip, 3 kez distile su ile yikandi. Kontrast boyanan ince dokular JEOL
Jem 1400 elektron mikroskobunda incelendi ve Gatan CCD kamera ile

goruntulendi.
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3.7.3. immunhistokimyasal boyama ve degerlendirme

Deneyin sonunda, uygulama vyapilan sol siyatik sinirden 5mm’lik
kesitler alinip nétral tamponlanmis formalin (%10, Merck) sollsyonu igine
alinarak fiksasyon islemi saglandi. Bununla birlikte, sol gastroknemius
kasindan 1X1cm®liik kesitler alinip benzer sekilde fikse edildi. Ayrica her bir
ratin sag siyatik ve sag gastroknemius kasi icin de ayni islemler izlendi.
Fiksasyon igslemi gergeklestirildikten sonra akar su altinda yaklasik olarak 12
saat boyunca, dokularin yikanmasi saglandi. Ardindan sirasiyla, %30, %50,
%70, %80, %90 ve %96’k alkollerde 8 saat bekletilen dokular absolut alkol
icerisinde 2X30 dakika bekletilerek dehidratasyon islemi tamamlandi.
Saydamlastirma ve alkoli dokudan uzaklastirmak i¢in 2X15 dakika ksilol
kullanildi. infiltrasyon icin 58C° de ayarlanmis etiivde 2x1 saat parafin icinde
bekletilen dokular daha sonra parafine géomulup, bloklandi (155,156). Her bir
parafin bloktan, tam otomatik, rotary mikrotom(Leica RM 2265, Germany)
yardimiyla 4-6um kalinhiginda kesitler alindi. Kesitler alindiktan sonra, bir
gece 37C°etilivde bekletilen dokular, 58C°ye ayarlanmis etlive alinip bir saat
kadar bekletildi. Ardindan 2X15 dakika ksilolden gegcirildi. 10’ar dakika
sirasiyla %100, %96 ve %80’lik alkol serilerinden gegirildi. 2X5 dakika distile
sudan gegirildikten sonra, antijen retrevial islemi icin onerilen Sitrat Buffer
solusyonuna(Thermo Scientific) alinip, dudukli tencerede 45 dakika
kaynatildi. Dudukla tencereden gikarilan kesitler, dogrudan oda sicakliginda
sogumalari igin 20 dakika kadar bekletildi. 2X5 dakika distile sudan
gecirildikten sonra, kurulanip, dokunun oldugu yer silikon kalem vasitasiyla
cevrelenip, sinirlandi. immunohistokimya barina dizilen, kesitlerin zerine
3X3dakika Fosfat Tamponlu Salin’de (Sigma) damlatildi. Bu sirada
immunohistokimya barina nemliligi saglamak icin daha dnceden hazirlanan
sicak su konuldu. Kesitlerin Gzerindeki PBS alinip Gzerine Hidrojen peroksit
blokaj solisyonu(1ml %30 H,O, + 9ml metanol) damlatilip 20 dakika inktbe
edildi.
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Nonspesifik antikor baglanmasini engellemek igin normal (sc-2043
Santacruz) ve normal donkey serum (sc-2044) solUsyonlari damlatilan
dokular PBS-Tween 20 (Thermo Scientific) solisyonunda yikandi. Bloklama
isleminin hemen ardindan immunohistokimya bari Gzerinde yer alan kesitlere,
GFP primer antikor (Santacruz ,sc-9996 ) ve Vimentin primer antikoru
(Santacruz ,sc-7557) ikili olarak, bununla birlikte GFP+NF (Santacruz ,sc-
12980 ) ikili antikorlari damlatilarak +4 °C’de bir gece bekletildi. Sonraki gun
oda isisinda yaklasik 2 saat kadar bekletilen kesitlerin Uzerine,kegi anti-
mouse IgG-FITC(Santacruz,sc-2010) ve donke-anti keci,|gG-
TR(Santacruz,sc-2783) sekonder antikorlar eklenerek bir saat oda isisinda
ve karanlik ortamda bekletildi. 3X5 dakika PBS ile yikanan kesitler ardindan,
DAPI ile kapatildi ve degerlendirilip, mikrograflari elde edildi.

3.8. istatistiksel Degerlendirme

istatistiksel analizlerde SPSS 11.0 ( Chicago, ill., USA) programi kullanildi.
Sonuglar aritmetik ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Coklu
gruplarin karsilastirlmasinda nonparametrik bir test olan Kruskal-Wallis testi
ile kullanildi. Test sonucunun anlamli ¢iktigr durumunda gruplarin ikili olarak
karsilastirimasinda bagimsiz degiskenler igin ¢ift yonli nonparametrik bir
test olan Mann-Whitney U testi kullanildi. Tum istatistiksel analizlerde

anlamlilik dizeyi p <0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

1 ve 3. gruptan 1 er rat sol arka ekstremitelerinde tirnak kaybi ve basi yarasi
izlenmesi Uzerine g¢alisma disi birakildi. Cerrahi sonrasi ilk haftada yapilan
degerlendirmede anestezi verilmeden sol ayak tabanlarini yurirken yere
basmadiklari, bunun yerine sol ayak topuklar Uzerinde yuarudukleri, sol
ayaklarini inverte durumda tuttuklari ve agrih uyaranla sol arka
ekstremitelerini hareket ettirmedikleri gézlendi. Bu durum sol siyatik sinirde
tam kesi olugturma amacina uygun prosedur uygulandigi lehine yorumlandi.
Ayak bileklerinde ve parmaklarda dogrusal fleksiyon kaybi mevcuttu. Tum
gruplarda yara iyilesmesi sorunsuz oldu. Odem, sislik 1sI artisi, yara yerinde
asirt kizariklk, hipertrofik skar ve keloid izlenmedi. Grup 4 te 4. ayda kas
atrofisi diger bacaga kiyasla hafif-orta dlizeyde bulundu.Yine 4. ayda Grup
4’teki sicanlarda normal yurlyus paternine yakin yurlyds ve ayagl ¢ekme
hareketi izlendi.

Tablo 3. Tum gruplarin bacak kas agirlik oranlari ve uyluk ¢evresi farklari standart
sapmalari.

Bacak Kas Agirlik | Uyluk Cevresi Farki
Oranlari (cm)

Gruplar (n=7)

Grup 1 0.71+0.04 2.00+0.14

Grup 2 0.75+0.05 1.74+0.33

Grup 3 0.77+0.06 1.87+0.16

Grup 4 0.81+0.07 1.41+0.11
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21. gun muayenelerinde tim gruplarin sol uyluk fleksor grup kaslarinda diger
ekstremiteye oranla hizli bir atrofi oldugu izlendi. 21. gin uyluk cevresi
farklari kiyaslandiginda gruplar arasinda anlamli fark yoktu (Tablo 3). Tum
gruplarin sakrifikasyon oncesi uyluk cevresi farklari kiyaslandiginda 4. ayda

Grup 1 ve 4 arasinda istatistiki olarak anlamli fark bulundu (p<0.01).

Tablo 4. Tum gruplarin gastrocnemius kasi deneysel ve kontrol bacak kas agirlik
oranlarinin kiyaslanmasi.

GASTROCNEMIUS KASI DENEYSEL / KONTROL BACAK KAS AGIRLIK
ORANLARI

Denek Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

1 0,66 0,73 0,76 0,82

2 0,72 0,74 0,78 0,78

3 0,70 0,69 0,68 0,67

4 0,71 0,72 0,72 0,80

5 0,80 0,84 0,84 0,86

6 0,68 0,78 0,83 0,84

7 0,70 0,72 0,77 0,89

Tdm gruplar deneysel sol gastrocnemius kaslari total c¢ikarilip agirliklan
kontrol olan sag tarafa oranlandiginda Grup 1 in oranlarinin diger 3 gruptan
az olmasina ragmen yalnizca 4. ay Grup 1 ve Grup 4 arasinda anlamli fark
bulundu (p<0.05). Diger gruplarin birbirinden istatistiksel olarak anlamli

olmadigi izlendi (Tablo 4).
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SFI degerleri 21. glnde; Grup 1’de ortalama -70.80+8.69, Grup 2'de
ortalama -68.45+7.37, Grup 3’de ortalama -63.3315.65, Grup 4’de ortalama -
51.98+5.94 idi. Siyatik fonksiyon indeksi agisindan gruplar arasindaki farklar
degerlendirildiginde, Grup 4 ile diger deney gruplari arasinda istatistiksel
olarak belirgin bir fark oldugu saptandi (p<0,01) (Tablo 5). 21. gin
degerlendirmelerinde Grup 1, Grup 2, Grup 3 Un ise kendi aralarinda

kiyaslandiginda anlamli farklihk gézlenmedi (p>0.05).

Tablo 5. 21. GUn SFI analizleri agisindan gruplar arasi farkhhklarin dagilimi.

SIYATIK FONKSIYONEL INDEX 21. GUN
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
-20
40 |
f

-60 - T

I I L
80 | L

-100

SFI deg@erleri 2. ay sonuglarinda ise geriye kalan 3 gruptan Grup 4 Un yine
diger gruplardan belirgin olarak farkh oldugu (p<0,01), Grup 1 ve Grup 3

arasinda ise anlaml bir farkhlik bulunmadigi gézlendi (p>0.05) (Tablo 6).
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Tablo 6. 2. Ay SFI analizleri agisindan gruplar arasi farkliliklarin dagilimi.

SIYATIK FONKSIYONEL INDEX 2.AY
Grup 1 Grup 3 Grup 4

20

-40 -

60 -

-80 -

-100

SFI degerleri, 4. ayda geriye kalan bos epindral tap ile onarilan Grup 1(-
68.79+9.02 SD) ve adip6z kaynakli mezenkimal kdk hicre enjekte edilen
Grup 4 (-50.8916.60 SD) kiyaslandiginda, Grup 4 Un anlamli sekilde
rejenerasyonu destekler sekilde fonksiyonel geri kazanimi oldugu sonucuna

varmamizi sagladi (p<0.01) (Tablo 7).

Tablo 7. 4. Ay SFl analizleri agisindan gruplar arasi farkhlklarin dagihmi.

SIYATIK FONKSIYONEL INDEX4.AY
Grup 1 Grup 4

-20

-40 -

-60 -

-80

-100
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Sol siyatik sinirlerde ENMG olgumleri ile normal BMAP ve distal latans

degerleri olguldl. Deneysel bacak, kontrol bacak kasilma amplitid ve latans

oranlari kaydedildi.

Gruplar kasilma amplitid degerleri agisindan karsilastirildiginda Grup 4 te

en yuksek sonuglar alindigi, Grup 2 ve Grup 3 Un birbirinden ¢ok farkli

olmadigi ve Grup 4 e oranla daha dusuk degerler alindigi goralmustar.

Kruskall-Wallis testi ile degerlendirildiginde istatistiki olarak Grup 1, diger

gruplardan 0.22+0.05 SD ve p< 0.01 degerleri ile anlaml olarak dusuk

bulunurken, Grup 3 ve Grup 4 arasinda anlamli bir fark olmadigi izlendi

(Tablo 8).

Tablo 8. EMG deneysel bacak/kontrol bacak kasilma amplitid oranlari.

EMG/DENEYSEL BACAK/KONTROL BACAK KASILMA AMPLITUD

ORANLARI
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

1 0,17 0,22 0,63 0,89
2 0,26 0,34 0,53 0,56
3 0,23 0,39 0,56 0,72
4 0,19 0,31 0,61 0,63
5 0,31 0,40 0,41 0,49
6 0,20 0,42 0,42 0,43
7 0,21 0,29 0,34 0,52
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Kasilma latans oranlari karsilastirildiginda Grup 1 in, tum gruplardan yuksek
latans degerleri almis oldugu goérlilmesine ragmen tim gruplar arasinda
istatistiki olarak latans degerleri acisindan anlamli bir farkhilik saptanmadi
(p>0.05) (Tablo 9).

Tablo 9. EMG gruplar arasi kasilma amplitid ve latans oranlarinin standart
sapmalari.

Kasilma Kasilma Latansi Oranlari
Amplittid
Oranlari

Gruplar (n=7)

Grup 1 0.22+0.05 2.33+0.94

Grup 2 0.34+0.07 2.27+0.92

Grup 3 0.50+0.11 2.08+0.81

Grup 4 0.61+0.16 1.52+0.28

Geri ¢ekme refleksi agisindan Mann-Whitney U testi kullanilarak 2 li grup
karsilastirmalarinda 21. guin sonuglarinda Grup 1 ve Grup 2 arasinda anlamli
fark bulunmadi (p>0.05). 2. ay degerlendirmelerinde Grup 3 ve Grup 4, 4. ay
degerlendirmelerinde ise Grup 4 degerleri anlamli olarak dusik izlendi
(p<0.01). Grup 1 in 21. gun, 2. ay ve 4. ay geri cekme refleksi agisindan
ortalama degerleri, cevapsizlik degerinin 12 olduguda g6z 6nune alinirsa
11.50£0.50 olarak bulundu. Grup 4 icin ise bu deger sonuglari 5.64+0.75

bulunarak sensorindral geridonug lehine yorumlandi (Tablo 10).
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Tablo 10. WSRL degerlerinin gruplar arasi istatistiki kiyaslamasi.

KW testi =0

Grup 1- Grup 2 >0.05
Grup 1- Grup 3 <0.01
Grup 1- Grup 4 <0.01
Grup 2- Grup 3 <0.01
Grup 2- Grup 4 <0.01
Grup 3- Grup 4 <0.01

immunhistokimyasal calismalar i¢in ise hem deneysel hem kontrol grup
siyatik sinir ve gastrocnemius kasi karsilastirmali incelendi. Calismada
kirmizi ile boyanan sahalar Vimentin (+) ve Noroflament (+) hicreleri, yesil
ile boyananlar GFP (+) hucreleri, sadece mavi ¢ekirdek izlenen goruntiler ise
DAPI (+) hlcreleri isaret etmektedir. Her sekil i¢in bar cubugu oélgutu sol alt

yanda belirtilmistir.

Grup 1 deneysel siyatik sinir incelemelerinde sadece mavi gekirdekler yani

baskin DAPI (+) hicreler gdozlenmistir.
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GFP primer antikoru ve Vimentin primer antikoru ikili olarak, bununla birlikte

GFP+NF ikili antikorlari damlatilarak yapilan immunhistokimyasal tarama

sonucunda Grup 1 de herhangi bir GFP boyanan hlcreye rastlanmamistir
(Sekil 45).

Sekil 45. Grup 1 de GFP ve Vimentin ile boyanmis sol siyatik sinir immunfloresan

staining.

Grup 2 nin deneysel taraf siyatik sinir ve gastrocnemius kasi incelemelerinde,
tek tek GFP(+) hicrelerin tlp icinde ve kasta gdzlenmis olmasina ragmen

aksonal bir yapi yada noéral éncul bir hlicreye rastlanmamistir (Sekil46).
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Sekil 46. Grup 2 de GFP ve Noéroflament ile boyanmis deneysel taraf gastrocnemius

Grup 3 te akson boyama marker 1 olan Noéroflament ve immunfloresan GFP

antikoru ile boyanan hicreler azda olsa aksonal yapiya katiliyor izlendi.

Sekil 47. Grup 3 te overlay olmus, ¢ift antikorla boyanmis néral hicreler.
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Grup 4 te ise noral Ooncul hicrelerin tek tek gobzlemlenmesi (Sekil 48),
uygulanan sAD-MKH lerin ndronal farkhlasmay! uyardigi ve hatta adip6z
kaynakli mezenkimal kok hicrelerimizin direkt akson yapisina katildigi lehine

yorumlanmigtir (sekil49).

Sekil 48. Grup 4 te hem Vimentin hem GFP boyanmis, akson yapisina katiimis kok

hicreler.

Yine ayni sekilde Grup 4 deneklerin sol taraf gastrocnemius kasi kesitlerinde
double antikorla boyanan kok hucrelerin gorulmesi, fasikulden arindirilarak

olusturulan tlipu gegerek kasa kadar ulastigina dalalettir (Sekil49, 50).

74



Sekil 50. Deneysel taraf gastrocnemius kasina ulasmis sAD-MKH
immunfloresan goruntilenmesi.

lerin
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5. TARTISMA

Bu calismada, si¢can adip6z kaynakli mezenkimal kok hucrelerin néronal
farklilagsma kapasitesi, zaman ile korele incelenmistir. Bugune kadar sAD-
MKH in noéronal farklilasma ile ilgili ¢galismalar yapilmasina kargin periferik
sinir Uzerinde bu tip calisma sayisi azdir. Periferik sinir yaralanmalari
klinisyenleri uzun yillardir mesgul eden ve siklikla uzun dénemde iglevsel
kayiplarla sonuglanan klinik ve toplumsal bir tablodur (1,5,17,32). Sinir
rejenerasyonunu arttirmak adina yapilabilecek miudahalelere iliskin genis
capli deneysel ¢alismalara ragmen iyilesme sonuglari nadiren tatmin edicidir.
Sinir rejenerasyonunun basarisi karmasik bir slrecin birka¢ basamaginin
tamamlanmasina baghdir (9,13,14). Rejenerasyon myelinli aksondan
kaynaklanan ve endonéral tlp igerisine dogru ilerleyen aksonal

filizienmelerden olusmaktadir (Sekil 51).

Myelinli
Myelin

. 5“0/ Ci[%__-;__.;: :

Mivelinsiz

P
Funikiil

Endondéryum

Perindryum
Epindryum
Akson

Myelin

Sekil 51. Periferik sinir sonlanmalari. (Jobe M.T. and Martinez S.F. (2007): Chapter
59. Peripheral Nerve Injuries. Edt: Canale ST. Campbell’'s Operative Orthopaedics
11th edition, Mosby, Philadelphia PA, 3636-3797).
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Kesilen aksonlar, travmayi takiben ilk 6 saat iginde rejenere olmaya basglar.
Aksonal uzantilarin gelismesi ile karakterize rejenerasyon olayinda, kollajenin
de icinde yer aldidi gesitli ekstraselliler matriks komponentlerinin sinir
liflerine destek saglamak ve myelinizasyonu baslatmak gibi bazi 6nemli
islevleri oldugu kabul edilmektedir. Periferdeki sinir ucundan aksonlar
“filizienmekte” ve yaralanma bolgesini gecerek distale uzanmaktadir
(34,56,57). Ancak bu aksonlarin hepsi distal uca ulasamaz ve kendi
uzerlerine kivrilarak Schwann hucreleri ve bag dokusu ile beraber néroma
olustururlar. Néromalar, sinir govdesi i¢cinde kaldiklarinda "neuroma-in-
continuity“ adini alirlar ve yaptiklari basi ile fonksiyonel rejenerasyon
saglayacak aksonlari da engellerler. Periferik sinirin aksonal devamliligini
kesintiye ugratan yaralanmalarda dejenerasyon ile sonuglanir. Sinirin
distalinde Wallerian dejenerasyon akson ile birlikte myelinin pargalanmasi ile
olusur (59,66).

Hucre artigi, trofik faktorlerin Uretimi, ekstraselliler matriks molekil sentezi,
remyelinizasyon, mikrogevre stabilizasyonu ve immunmodulasyon kok hicre
implantasyonu sonrasi muhtemel rejenerasyon mekanizmalari arasindadir
(162,174,178). Normal durumda sinir rejenerasyonu,ayni sinir hudcreleri
tarafindan innerve edilen hedef hucrelerin trofik etkisine baghdir (11,39).
Trofik faktorler (6rnegin NGF) retrograd aksonal transport yoluyla tasinir ve
sinir htcrelerinin temel aktivite ve yagsamini sturdtirmesinde kullanilir. NGF, ilk
kesfedilen noronal blylume faktérl olup, sinir yaralanmalarinda Uzerinde en
¢ok calisma yapilan norotropik faktorlerden birisidir (9,10). Normalde NGF,
sinir govdesinde dusuk konsantrasyonda mevcuttur ancak sinir kesisini

takiben NGF, protein ve mRNA duzeyi hasarli periferik sinirde artar.
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hucre gekirdedi

C Hasardan 3 hafta sonra Kas atrofisi

\ Sciwann Hicrelenn:

penetrs eden akson

O Hasardan 3 ay sonra Kas

FEjenerasyony

Baganh sini rejenarasyonu
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~

E Bagansiz sinir rejenerasyonu (Hasardan aylar sonra)

Kas atrofisi

Dezomanize akson biydmesi,
nirmam olegurmu

Schweann Hicre Kolonlan

Sekil 52. Periferik sinir rejenerasyon streci. (Gartner LP, Hiatt JL. Color textbook of
histology. 2nd ed. Philadelphia: Saunders Elsevier; 2001:216)
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Periferik sinirler, travmalar, neoplazmlar, enfeksiyonlar, kompresyon
durumlari, cerrahi mudahaleler gibi ¢ok c¢esitli nedenlerden dolayl zarar
goOrebilmektedir (3,12). Yaralanmanin etiyolojik 6zelligine, siddetine,
yaralanmanin bulundugu anatomik lokalizasyona goére farkli sekillerde
onarimlar yapilabilir (17,18). Primer onarim icin epindral, fasikiler, grup
fasikller..vs farkli teknikler tanimlanmis olmasina ragmen, gecikmis,
sekonder onarima birakilmig, néroma veya gap olugsmus periferik sinirler hala

onarim gugligu tasimaya devam etmektedir.

Periferik sinir rejenerasyonuna iliskin su ana kadarki calismalarda kdpek,
tavsan, maymun vs degisik deney hayvanlari kullaniimig olmasina ragmen,
siklikla deneysel model olarak sigan kullanilir. Siganda siyatik sinirin multipl
islevli, cok kas innervasyonlu olmasi, insan sinirlerindeki lezyonlarin modelize
edilmesini olanakli kilmaktadir (37,41). Onun disinda siganin dretimi ve
bakimi nispeten kolay, sinir histolojik yapisi insaninki ile yakin benzerlik
gostermektedir. Bu modelin  6nemli avantajlari; ratlarda yara yeri
iyilesmesinin oldukg¢a hizli, siyatik sinir diseksiyonunun kolay, postoperatif
bakimin genelde sorunsuz, rejenerasyonun goreceli olarak saptanabilir
olmasi, tam kesiden ezilme modeline kadar birka¢ travma segeneginin
bulunmasi, ¢alisma maliyetinin disuk olmasidir (2). Bu nedenle g¢alismamiz

icin sigan Uzerinde siyatik sinir transeksiyon modeli kullanildi.

Periferik sinirler sekonder onarima birakildiginda aksonun rejenerasyon
yetenegi artarken end organlar progressif atrofiye gider. insan periferik
sinirinde defekt 3 cm veya daha fazla ise ya da 8/0 numarali sttir materyali
ile konan suturler sinir sonlanmalarini bir arada tutamiyorsa greft ile onarim
endikasyonu konmaktadir. Dijital sinir onariminda ise metakarpofalangeal
eklemi 60 derece fleksiyonda ve interfalangeal eklemleri tam ekstansiyonda
iken 10/0 ile atilan sutdrler sinir sonlanmalarini bir arada tutamiyorsa defekt

oldugu kabul edilir ve greft endikasyonu konur.
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Calismamizin basinda sigan periferik siniri Uzerinde olusturacagimiz defekt
uzunlugu igin literatlre gozattigimizda 0,3 cm sonrasinda tansiyonun giderek
arttigi, 0,9 cm sonrasinda defektlerin ise tolere edilemedigi, fonksiyonel geri
donuslerinin ¢ok kotl oldugunu ve 0,9 cm Uzerindeki defektlerin onarimi igin
cesitli otogreft ve konduit uygulamalari gerektigini goérdik (15,18,163).
Histomorfometrik ve fonksiyonel rejenerasyonun maksimum izlenmesi icin
minimal tansiyon ile onarim gerektigi esasina dayanarak defekt miktari 1 cm
olarak belirlendi (92,131). Gunuimuizde sinir defektleri igin ise sinir
sonlanmalari arasinda otolog sinir greftlerinin kullanimi  skar, néroma
olusumu, dondr saha fonksiyon kaybi, operasyon ve anestezi suresinin
uzamas! ve boyut farkliliklari gibi dezavantajlarina ragmen en guvenilir

yontem olarak kabul edilmektedir.
Sunderland ve Ray ideal sinir grefti sartlarini sdyle belirtmislerdir (43,44);
1. interfasikuler konnektif doku az olmali,

2. Fasikuller ayri ve birbirine paralel olmali veya interfasikller baglantilar az
olmali,

3. Kabul edilebilir bir lokalizasyonda olmali,
4. Uzun dal vermeyen bir segment olmali,
5. Aksonlar blyuk kalibreli olmali,

6. Uzunlugu boyunca buyuk ¢apta olmali,

7. Duyu donér alaninda duyu defekti minimal olmali ve basi ylzeylerinde
skar birakmamalidir.

Gap olugsmus periferik sinir yaralanmalari, néroma eksizyonlari sonrasi yada
gecikmis onarimlarda néral dokunun yerine konmasi yada ndéral buyume
faktorleri igin bir kdpru arayigi sistemi, konduit (sinir tipd) uygulamalarina
itmigtir (166,168,169). Konduit; endondral tlipun islevini yerine getirmesi
istenilen bir ¢esit ara maddedir. Bu amacgla damar, kas dokusu gibi otojen

yapilar kullanilmigtir. Bunlarla ilgili de pek ¢ok sorunla karsilasilmigtir.
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Damarlarin icleri bos ve duvarlari ince oldugundan kollabe olmuslardir. Kas
dokusu ise uzarken sagilan akson filizlerinin tutunacagi bir yapi olusturmus
ve néromalar ortaya ¢ikmistir. Ayrica bu kanallarin iginde aksona destek yapi
olmadigindan uzama bir noktaya kadar olmakta ve sonra durmaktadir
(18,20,23,40). Bunun icin ek olarak hlcre eklenmesi, silikon gibi sentetik
materyallerin kullaniimasi ise yabanci cisim reaksiyonuna neden olmustur.
Biomuhendislik alaninin desteg@iylede yeni yeni yon bulan konduit secimleri
icin degisik biyouyumlu sentetik materyaller kullaniimaktadir. Sunderland,
rejenere olan aksonlar i¢in uygun iletkenler olusturmada, bazal membran
veya orijinal endondral tuplerin énemini vurgulamistir(43,44). Bu asamada
dogal bir kilifinda kullanilabilecegi fikrindende yola ¢ikarak denegin kendi
epindryumu bos bir kilif haline getirilip tamamen néral dokudan arindirilarak
literatirde daha once kullaniimayan bir tip konduit model tasarlandi.
Uygulama sirasinda, epindral kilifin tip haline getiriimesinin, dondr saha
sikintisi, aplikasyon gugligu, kilifin proksimal ve distal devamliliginin
saglanmasinin mikroskop altinda bile patent olarak korunmasinin zor oldugu
farkedildi. Epinéryumun dogal bir kilif olmasi, konduit (sinir tlpu)
uygulamalari gibi maliyetli olmamasi, deneysel hayvan c¢alismalarinda
rejenerasyon materyalleri ile doldurulmaya musait olmasi epindral tlupun
avantajlari olarak belirlendi. Sinir onarim bdlgesinde histolojik olarak ¢ok
saylda akson gorllebilmektedir ancak bu aksonlar uygun reseptorlere
ulasmadiklari taktirde fonksiyonel iyilesme tam olmamaktadir. Ancak yeterli
sayida ve nitelikte akson, dogru duysal/motor hedefe ulasir ve rejenere liflerin
santral sinir sistemi ile entegrasyonu saglanirsa fonksiyonel iyilesme
olusmaktadir (16,29,63) . Periferik sinir defektlerinin rekonstriksiyonunda

fonksiyonlarin iyilesmesi ¢ok sayida lokal ve sistemik faktére baghdir.
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Olusturulan 1 cm defekti kapatmak igin literatirde otojen ven greftleri,
arteryel limen greftleri, denatire kas fiberleri, fasyal ve snoviyal kiliflar
kullanilmig olmasina ragmen otojen kaynakli koprulerin, rejenerasyona
olumlu etkileri gézénune alinarak Atabay ve ark. tarafindan daha once bir
epindral tlpun kaydirilmasi ile tasarlanan 6rnede benzer teskil edecek
sekilde epindral bir tipun olusturulmasi planlandi (40,60,65,164-169,171). Ve
1 cm lik siyatik sinir pargasinin 3 genis fasikulide tamamen siyrilarak bos
kihf mikroskop altinda 40 buayutme ile yerine end to end teknige uygun olarak
dikildi (20-22). Defekt olup olmamasina goére periferik sinir kesilerinin
onariminda end to end, end to side, sleeve..vs farkli teknikler tanimlanmis,
fakat sadece epindral oOrtuden olusan bir kilifin tubulizasyona ve
doldurulmaya uygun sekilde olmasi igin end to end onarim teknidi uygun
goraldu (19-22,42,63,67,69). Yalnizca Kkarsilikli epindryumdan gegilerek
[imenide olan bir tip kopru elde edildi. Bu sekilde konduit vs benzeri
koprileme yontemlerinde ¢ap uygunsuzlugununda bertaraf edilebilecegi
dusunuldi. Benzeri proksimal epindral kilifin ters gevrilerek tubulize edilmesi,
Ayhan ve ark. tarafindan 2000 senesinde, distal kismin tubulize edilmesi ise
Chatdokmaiprai ve ark. tarafindan 2006 senesinde ortaya konmustur
(20,170). Her 2 tekniktede amag¢ dondr saha ve verici sinir morbiditesinin
azaltilmasi, fazla sdatur ihtiyacinin, fibrozisin minimalize edilmesi ve
operasyon suresinin kisaltimasidir. Rejenerasyon slrecini takipte bu tip
tasarlanan tubulizasyonlarin doldurulmasinda rejenerasyonu baslatmak,
sureci hizlandirmak ve koéprunun diger tarafina ulasan néral hicrelerin yeni
ndral dokunun olusumunu saglamasi igin turla norotrofik faktorler, embriyonel
kok hucreler, growth faktorler kullanilmistir. Uygunsuz sekilde bulusan

aksonlar dejenerasyona ugrar.
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Rejenere sinir sonlanmalarindan gelen akson filizlerinin aksonal migrasyonu
saglayacak iskelet yapiyl olusturabilmesi, ekstraselliler matriks igerigine
sahip olmasi ve gereginde cesitli blUyime faktorlerinin yada kok huicrelerin
takviyesi egliginde kullanilabilmesi bu tip epinéral kilif seklinde tasarlanan bir
modelin anlamli oldugu sonucuna varmamizi sagladi. Biyolojik olarak
gegirgen olusu salinan ndérotrofik faktorlerin diffizyonuna ve kdk hlcrelerin
¢ogalip differansiye olmasina izin vermesi ve buna karsilik fibor6z dokunun
infiltrasyonunu engelleyebilecek yapida olmasi acisindan da avantaj

sagladigi kanaatindeyiz.

Kok hucre plastisitesi bilinen ve kanittanmig bir yetenektir (102-110). Yalniz
bir kdk hucrenin hangi hicreye donusecegini hicre cekirdedindeki genler
sayesinde belirlenmektedir. Diger hucreler dlunce veya hasar gorunce, kok
hlcreler hangi hicre tlrine ihtiyag varsa o hicreye donusur ve bu islem
sirasinda bazi genler daha aktif hale gelirken, bazilari da baskilanir
(107,108).

What is a stem cell? J y
W replicate itself, or..

)
A single cell that can : J

H 9

d:h‘erennore into many

,Q_/ . C.ell ftypes o))
. ?'. . Q

Sekil 53. Kok hucrenin cogalma veya differansiyasyon karari.
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Son yillarda MKH’lerin potansiyel klinik kullanimlari ile ilgili ¢ok sayida
calisma yapilmistir (89). Invitro olarak gosterilen, MKH'lerin farklilasma
potansiyellerine dayali bu c¢alismalar, buyuk defektlerin kapatiimasindaki
sorunlarin asilmasi igin doku muhendisligi ¢calismalari ile kombine edilmistir.
Bu konuda son yillarda gelistirilen bioreaktdor uygulamalari ile hicreler
scafoldlar i¢ine surekli olarak doldurulmakta, besin destekleri saglanmakta ve
spesifik fiziksel uyaranlarin veriimesi ile doku buyime ve gelismesi elde
edilmektedir (45,65,116). Ayrica doku iyilesmesinin mekanizmalari daha iyi
anlasildikga induktif bir kisim materyaller ile yapilan kulturlerle veya gen
transferi yontemlerinin eklenmesi ile daha iyi sonuclar bildiriimektedir. Bu gun
gelinen noktada kok hucre uygulamalari gelecekteki tedavi modalitelerini
etkileyecek gibi goérinmektedir. Bu fikirden yola cikilarak rejenerasyon
takibinde tubul i¢inde adip6z kaynakh mezenkimal kok hlcre enjeksiyonunu
dusundik ve olusturdugumuz tup igine son 3 grupta GFP isaretli sAD-MKH
enjeksiyonu yaptik. GFP isaretleme immunfloresan takibi i¢cin uygun goérulda.
Doku ve hucrelerde yer alan bir molekull in situ olarak lokalize edebilmek
icin, bu moleklle karsi 6zel yontemlerle hazirlanmis enzim veya fluresan
isaretli antikorlari karanlik alan ya da i1sik mikroskobik duzeyde kullaniimasi
teknigi immunhistokimyasal analiz olarak bilinmektedir antijen-antikor
birlesme reaksiyonundaki yuksek duyarliliga dayali bu yontemle doku ve
hidcre komponentlerinin yerlesimleri kolaylikla belirlenebilmektedir.sAD-MKH
enjeksiyonu sonrasinda en ¢ok karsilastigimiz  sorun hdcrelerin
extratubularize olmasiydi, bu asamada literatirde sinir sttirleme alternatifi
olarak bile fibrin glue kullanilabilecedi saptanmasi Uzerine deneklere kok
hidcre enjeksiyonu sonrasi anastomoz sahalarina fibrin doku yapistirici
uygulanarak extratubularizasyon minimalize edildi (68-76). Bir hendikap
olarak doku yapistiricisinin anastomoz sahasina yapisan kok hucrelerin
mobilizasyonun engelleyebilecegi dusundldl. Sakrifikasyon sirasinda fibrin
doku yapistiricisinin siniri gevre kas dokularinada yapistirarak eksplorasyonu

zorlastirdigi fark edildi.

84



Operasyon sonrasi 21. Gunde fonksiyonel degerlendirme surecine gegildi.
Sensorial testler, elektrofizyolojik c¢alismalar ve walking track analizleri

literatire uygun olarak gergeklestirildi (139,142,146).

Makroskobik muayenede, metatarsofalengeal eklemden baglayarak arka
ekstremite  kontraktir Olgumleri, uyluk c¢aplarinin karsilikli  her 2
ekstremitedede kiyaslanmasi norotize olmayan ekstremitelerin gdstergesi
olabilir (172,173). Calismamizda uyluk ¢aplari her 2 ekstremitede her denek
icin ayri ayri oranlanip 1 den dusuk ¢ikan tum veriler kiyaslandiginda Grup 1

in anlamli olarak diger gruplardan farkli oldugu goéruldu.

Motor fonksiyon degerlendirmesinde kullanilan birka¢ yontemden biri olan
Toe spread testte puanlama O ile 3 arasinda dedismekte olup, 0 puan
hareket olmadigina, 1 puan harekete iligskin herhangi bir isarete, 2 puan
abduksiyon hareketine, 3 puan ise abduksiyon ve ekstansiyon hareketine
denk gelir (136). Duyarlihd1 yuksek, tasarimi ve uygulamasi kolay yurime
yolu analizi ile, siganlarda izole periferik sinir lezyonlarinda, sinir iyilesmesinin

guvenilir ve dogru olarak takibi mimkuandur.

Motor fonksiyonun geri déndsinu saptamak igin c¢alismamizda guvenli,
tekrarlanabilir ve kolay uygulanip hesaplanabilir bir yontem olan Siyatik
Fonksiyonel indeks skalasi kullanildi. SFI analizide Medinaceli sonrasi birgok
arastirmaci tarafindan farkli formulize edilmistir (133-147). Deneklerin arka
ekstremitelerinin - murekkepli islak 1stampaya bastirilarak footprint
analizlerinin alinmasi Ozmen ve ark. tarafindan ortaya konmustur (134).
Buna ragmen ratlarin total paralizi olan ekstremitelerini 1sirmalari sonucu
gelisen ve degerlendirmeyi olanaksiz kilan otomutilasyon nedeniyle 1 rat
calisma disi birakilmistir. Yapilan SFI dlgimlerinde sAD-MKH uygulanip 4.
ay incelemeye alinan Grup 4 ile diger deney gruplari arasinda istatistiksel

olarak belirgin bir fark oldugu saptandi (p<0,01).
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Sinir sensoryal geri donusun tespiti icin Geri Cekme, Pin- Prick test kullanilan
testler arasindadir. Pin-Prick testte agrili uyaran sonrasi, seviyeye gore (ayak
parmaklari, diz, ayak biledi eklem seviyesi vs) 0 ile 3 puan arasinda
puanlama yapilirken, 0 puan hissin olmadigina, 1 puan diz Uzerinde bir
seviyeye karslilik gelen his, 2 puan diz ile ayak biledi arasinda, 3 puan ayak
bileginin distalinde his saptanmasina isarettir. Kolay uygulanabilir olmasi
nedeniyle calismamizda sensoryal fonksiyonu degerlendirmek icin Geri
cekme testi kullanildi. Tum gruplar, sakrifikasyon énceki gunlerde teste tabi
tutularak puanlamalar kaydedildi. Gruplar arasindaki farkhliklar istatistiki
olarak anlamlandirildi (145,146). Geri Cekme testinde Varejao ve ark.'nin
belirttikleri gibi uygulamay! olumsuz kabul edip bitirme siniri 12 saniye iken
Grup 1 icin bu degerler 11 ve 12 olarak kaydedildi. 4. ayda degerlendirilen
Grup 4 te ise ortalama 6 sn olarak kaydedilmesi anlamli geri donUs lehine
yorumlandi. Duysal, motor ve sempatik liflerden olusan periferik sinir lifleri
dorsal kok ganglionlarinda, anterior motor boynuzda ve sempatik
ganglionlarda yerlesimli sinir hidcre goévdelerinin uzantilandirlar. Bu lifler
elektriksel ileti tasiyan aksonlardan olusur. Bundan yola c¢ikilarak kas
liflerinden gegen aksiyon potansiyelinin olusturdugu elektrik sinyallerinin bir
amplikator araciidr ile blyudtilerek incelenmesi esasina dayanan bu
elektrofizyolojik yontemler gelistirilmistir. Calismamizda gastrocnemius kasi
Uzerinde  deneklerin  preoperatif ve  postoperatif elektrofizyolojik
incelemeleride alinmigtir (79,83,85). ENMG’ de sivri amplitid, kisa distal
latans, polifazik motor ileti potansiyelinin gdzlenmesi tamir ve reinnervasyon
belirtileridir.Elektrofizyolojik ¢alismalar, amplitid, latans ve ileti hizi gibi
Olcimleri igeren, sinir iyilesmesinin farkli ddénemlerinde aksonlarin
iyilesmesine yonelik bilgiler saglamasina kargin, yaralanma sonrasi erken
donemde aksonlar hedef organa ulasmadigi icin, bu yontemin sagladigi

bulgular yetersiz kalabilmektedir.
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Bu degerlendirme sirasinda en ¢ok zorlandigimiz teknik sorun sigana uygun
elektrod bulamamamiz ve ¢alismayi tekrarlamaya ¢alisirken deneklerin vicut

Isilarinin dusmesiydi.

Siyatik sinirde 1cm’lik defekt olusturduktan sonra sinir segmentlerinden
arindirip yerine bos epindral tlip ile rekonstruksiyon yaptigimiz Grup 1
deneklerinde yapilan makroskopik, mikroskopik ve elektrofizyolojik
calismalarda literatirle benzer sonuglar alinmigtir. Bilateral gidik sahasinin
gerisinden alinan numunelerin histolojik tetkiklerinde sinir dokusunun tip
icinde bulunmamasi bu 1 cm’lik defektin siganlarda kritik defekt oldugu ve

kendi kendine rejenere olmayacagini gostermektedir.

Kas ve sinir dokusu numunelerinin sakrifikasyon sonrasi hassas tartida
agirliklarinin - kiyaslanmasi 4. Grubun en az atrofiyle sonuglandigini
gOstermigtir. Numunelerin histopatolojik incelemelerinde SEM ile aksonal
yap! Grup 4 te daha ¢ok olmak Uzere Grup 3 tede segilebilmigtir. GFP isaretli
sAD-MKH hdcrelerinin  immunsitokimyasal takibinde ise, sAD-MKH in
pluripotent karakteri korunmus, hucrelerin spontan farklilasma ve noéronal

farklilagma 6zellikleri incelenmigtir.

Embriyonik gelisim slresince kok hucrelerin gelisimini ve farklilagsmasini
belirleyen en énemli faktorlerden biri bulundugu c¢evredir (92). Hicre iginde
bulundugu cevre maruz kaldidi sinyal molekullerine goére farklilasmaya
baslar. Bu sinyal molekilleri hicrenin mikrogevresini olusturur. Noéral hucre
onculleri; noroflament antikoruyla belirlenmigtir. Elde ettigimiz farklilasan
hlcre populasyonunun i¢inde mezenkimal ve/veya mezodermal hicre olup
olmadidi sirasiyla vimentin antikoruyla gosterilmistir. Bu ¢alismada, sAD-
MKH in epindral tup icinde noéronal hicrelere farklilagsmayl uyardigi
immunsitokimya yontemi ile gosterilmistir. SAD-MKH in ndronal farklilasmayi
zaman ve konsantrasyona bagimli olarak etkiledigi de elde edilen diger bir

sonugtur.
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Post operatif 4. ayda yapilan eksplorasyonda Grup 4 deneklerinde,
operasyon sahasinda fibrozis ve inflamasyonun minimal oldugu, koaptasyon
hatlarinin yalnizca nonabsorbable sutur materyalleri ile segilebilecek kadar
guzel iyilesmis oldugu izlendi. Bu grupta deney hayvanlarinin bacak
kaslarindaki atrofinin az olmasi iyilesmenin daha iyi oldugunu mikroskopik ve
elektrofizyolojik degerlendirmelerden once belli etmistir. Yapilan SEM ve
immunfloresan c¢alismalarinda en fazla miyelinli ve miyelinsiz akson
yogunlugunun bu grupta gézlenmis olmasi istatistiksel verilerinde destegiyle,
literatirle uygunluk gosteren ve beklenen bir durumdur. Adipdz doku, kemik
iligi ve birgok hematopoietik dokudan izole edilebilen MKH’lerin uygun
mikrogevre ile gesitli dokulara farklilasabilecegi immunhistokimyasal olarak
gosterilmigtir ama buna ragmen ndronal rejenerasyonu gosteren
parametrelerin ¢cogu histopatolojik yontemler olup yeniden yapilanmanin kok
hlcre plastisitesi ve transdiferansiyasyona mi yoksa verilen kok hucrelerin
sagladigr destek doku ortaminda endojen noéronal progenitdr hicrelerin
hizlanmig diferansiyasyonuna mi bagh oldugunu ayirt ettirici duyarlilikta

degildir.
Sonug olarak ;

* Rejenere olan aksonlarin bir kilif iginde belirli bir yonde uzanmasi

saglanarak néroma olusumunun dnune gecilebilecegdi

 Epindral kilif sayesinde norotrofik faktorler ve kok hicre karigiminin hasarl

sinire daha fazla etkilesim saglayacagi
* Aksonlar arasindaki oryantasyon kaybinin minimalize edilecegi

* Rejenerasyon kapasitesi arttirilmig aksonlarin, daha iyi fonksiyonel geri
kazanim saglayarak, ise ve gundelik islerini bireyin kendisinin yapabilmesi

icin geri donus suresini kisaltacagi

* Calismamizda elde edilen olumlu sonuglarin klinik uygulamalar igin
basamak teskil ederek konu hakkinda arastirma yapanlari cesaretlendirecegi

kanaatindeyiz
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6. SONUC ve ONERILER

Deneysel siyatik sinir kesisinde, Adip6z Kaynakli Mezenkimal Kdk Hucre
uygulamasinin rejenerasyona etkilerinin, footprint analizi gibi klinik yontemler
elektron mikroskobik, immunhistokimyasal ve histomorfometrik yontemlerle
arastirimasinin amaglandigi bu c¢alisma sonucunda; adip6z doku kokenli
mezenkimal kok hucrenin, periferik aksonal rejenerasyona anlamli olarak
pozitif etkisi saptandi. Immunhistokimyasal calismalarda GFP isaretli sAD-
MKH hucrelerin yeni aksonal tlip olusturmasinin yaninda rejenerasyon
zincirini tetikleyip gastrocnemius kasina dek uzandigi floresan yontemiyle
tespit edildi. Uyarilan kdk hicreler néronal hicrelere farklilagsmiglar ve olusan
hicreler immun boyama yontemi ile gosterilmistir. Immun boyama ile
meydana gelen noéronal hicrelerin kesin yuzdelerini vermek mumkin
olmamistir.Ozellikle postoperatif 4.ayda sakrifiye edilen kdk hiicre
uygulanmayan 1. Grup ve kok hucre uygulanan 4. Grup arasinda, 1. grubun
yurime testi, kas atrofisinin kas agirlik tartimi, makroskobik ve uyluk
Olcumleri ilede periferik sinirinin rejenere olamayacak kadar defektif oldugu
sonucuna varmamizi sagladi. Grup 4 ise hem elektrofizyolojik hemde walking
track analizlerinde en iyi sonugclari alirken, kas atrofisi bilateral kiyaslamali
olarak en az izlendi. Bu sonug, rejeneratif ve reperatif tip tan medet uman
periferik sinir hasarli birgok hastanin toplumsal yukindn azaltilip, birim
zamana dusen iggucunun arttirilabilmesi ve fonksiyonel kayiplarinin geri
getirilebilmesi i¢in bir mesafe olarak kaydedildi. Bu sekilde bu tip hasarlarin
periferik sinir rehabilitasyonu, sosyal ve psikolojik boyutlari igin yapilan
harcamalar minimalize edilebilir, mezenkimal kdk hucrelerin potansiyel klinik
kullanim avantajlarinin ortaya konmasi yaninda, periferik sinir hasarlarinda
kok hucre tedavilerinin daha bilingli yapilmasi saglanabilir. Periferik sinirin
kok hucre sayesinde iyilesmesi konusunda elde edilecek ayrintili veriler ve
bu konudaki mekanizmalarin tam olarak anlagiimasindan sonra, ileri doku
muhendisligi uygulamalari ile sinir rejenerasyonu konusunda daha gelismis

modellerin geligtiriimesine ihtiyac vardir.
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