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GIRIS

Periferik sinirlere yonelik tarihi merak yiizyillar 6ncesine dayanmaktadir.
Leonardo da Vinci tarafindan yapilan, brakial pleksusa yonelik detayl
anatomik cizimler mevcuttur. 1885 yilinda Erb, Duschenne ve Klumpke farkli
brakial pleksus yaralanmalar iizerine noktalar tanimlamiglardir. Birlesik
Devletler i¢ savagt, her iki diinya savaglar1 esnasinda periferik sinir
yaralanmalar1 hakkinda bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Noble ve arkadaglarina gore
1.basamak travma merkezlerine bagvurularin %5’ 1 periferik sinir yaralanmasi,

pleksus yaralanmasi, sinir kokii yaralanmasina sahip oldugu bildirilmistir (1).
Periferik Sinir Sistemi Anatomisi:

Periferik sinir sistemi, santral sinir sistemi ile hedef organlar arasindaki
iletisimi saglayan noral elementlerden olugsmaktadir. Sinir hiicrelerinin
govdelerinden hedef organlara dogru uzatmis olduklar1 aksoplazmik uzantilar
akson adim alirlar. Aksonlar myelinli veya myelinsiz olabilirler. Myelinsiz
aksonlar schwann hiicre membranlarinin invajinasyonlariyla parsiyel olarak
sarilmig iken myelinli aksonlar, spiral sekilde diizenlenmis schwann hiicre
membranlarinin konsantrik sekilde kompakt hal almasi ile olusmaktadir (Sekil
1.1). Myelin ortiileri arasinda bulunan ranvier diigtimlerine kadar olan akson
kisminda iletim iyon akigi ile saglanirken; diigiimler seviyesinde bu iyon akist,
elektriksel aksiyon potansiyeline doniiserek ilerler. Iletim bu bolgelerde
“atlayic1” sekilde ilerlemektedir. Bu sebeplerle insanlarda myelinli genis ¢apl
bir sinir hiicresinde ileti hiz1 73m/sn yi bulurken, myelinsiz hiicrelerde bu hiz

0.5m/sn ye kadar diismektedir (2).



=

. _— Schwann cell
% . Membrane

| S Schwann
5, cell nucleus

W —
N‘ylelir;-""'-»-..__ - (\/) }

sheath |

':'f ¢ { Internode
Al [ (5 Node of
ol \ ,"' If \ Ranvier N
'.l' ‘ ; Muscle
Anterior *'-’;5_».4 . fibers
ham call Nerve -

Sekil 1.1: Periferik sinir hiicresi

Periferal sinir hiicrelerinin organizasyonunda destekleyici yumugsak
doku varlig1 yapisal destek, gerim dayaniklilif1 ve elastisite i¢in gereklidir. Her
bir sinir hiicresini ¢evreleyen bag doku endondrium adini alir. Bu lifler
birleserek fasikiil ad1 verilen sinir demetlerini olustur. Fasikiiller i¢inde
myelinli ve myelinsiz aksonlar bir arada bulunabildigi gibi fasikiiller i¢indeki
sinirler arasinda da birbirleri ile ¢apraz yaparlar. Bu caprazlar “Sunderland
Pleksusu” olarak bilinirler. Sunderland pleksusunun periferik sinirin proksimal
segmentlerinde daha karmagik bir halde iken distallerde daha paralel seyrettigi
bilinmektedir. Fasikiilleri cevreleyen bag doku ise perindriyum olarak bilinir.
Bu doku perindral siki baglantilar yapan destek hiicrelerinden olugsmaktadir. Bu
katman, kan-sinir bariyeri 6zelligi tasimasi ve buna bagli olarak endonoral
ozellikli mikrocevrenin korunmasi agisindan 6nemlidir. Fasikiillerin etrafini
saran bag doku ise epindriyum olarak bilinir (Sekil 1.2). Bu katman ise santral
sinir sistemindeki dura materin devamlilig1 niteligindedir. Epindriyum ile saril
sinir dokusunun cevre yumusgak dokularla baglantisini saglayan gevsek areolar

yumusak doku ise mesondriyum olarak adlandirilir. Bu yumusak doku



segmenti ise etraf dokularin hareketleri esnasinda periferik sinir dokusunun
longitudinal ve transvers eksenlerdeki hareketliligini saglar. Ayrica periferik
sinir dokusunun vaskiilarizasyonunu saglayan arterler epindral araliktan
girdikten sonra interfasikiiler epindryumda uzanirlar. Bu esnada fasikiillere
arterioller verirler. Periferik sinir dokusu giiclii vaskiiler akima sahiptir.
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Sekil 1.2: Periferik sinir dokusu ve kiliflar

Periferik Sinir Yaralanmalari:

Periferik sinir yaralanmalari, uzamis iyilesme zamanlar1 sebebiyle
onemlidir. Fonksiyon kaybinin engellenebilmesi i¢in, motor-son-plakda geri
doniisiimsiiz fibrozis ve atrofi olusmadan canli aksonlarin olugsmasi gereklidir.
Bu saglanmadig1 takdirde hastalarda kronik agri, giinliik hayat icin gerekli
fonksiyonlarin kismi veya tam kayb1 sozkonusu olabilir. Denervasyondan
sonraki 1 yilda kaslarda geri dondiiriilemez hasarlar olusacaktir. Bu baglamda

kasa daha erken donemde reinervasyonun saglanmasi gerekmektedir (3).

Periferik Sinir Yaralanmalar: Stmiflandirmalari:

2. Diinya savas1 zamaninda Birlesik Krallik’ta yapilan ¢caligsmalar
sirasinda Seddon tarafindan sinir yaralanmalar1 3 smifta ele alimmustir.
Seddon’un smiflandirma sistemine gore en hafif yaralanma sekli olan
“noropraksi” de sinir iletiminde fokal bloga sebep olan myelin hasar1 s6z
konusu iken akson korunmusgtur. Bu sekildeki periferik sinir yaralanmalari
tedaviye gerek duymadan en gec¢ 6 hafta icinde tamamen iyilesme potansiyeline

sahiptirler.



Seddon’un smiflandirmasinda ikinci grubu olusturan yaralanma sekli olan
aksonotmezis ise aksonun tamamen kesildigi ancak etraftaki destek yumusak
dokunun biitiinliigiiniin tamamen kaybolmadi81 yaralanma modelini tanimlar.
Bu modelde sinir kompleksi biitiinliigii korunmustur ancak aksonda kesi
mevcuttur. Aksonotmezis seklindeki yaralanmalar, klinikte genellikle ezilme
tarzi yaralanmalar, displase olmug kemik fragmanlarimin yarattiklar: hasar
sonucu kargimiza ¢ikmaktadir. Tamamen iyilesme noropraksiye gore ¢ok daha
diisiik orandadir. Ciinkii yaralanma olustugu andan itibaren wallerian
dejenerasyon siireci baglar. Rejenerasyonun kalitesini belirleyici etken
cogunlukla endondriyum, perindriyum gibi destek bag dokularin korunmusluk
oranidir.

Seddon’un smiflamasina gore en ciddi yaralanma sinif1 ise norotmezis
olarak tanimlanmistir. Sinirin tamamen kopmus oldugu modeli tanimlar. Bu
modelde myelin kilif, akson, destek yumusak doku yaralanmigtir. Norotmezis
sekli yaralanmada, spontan iyilesme sozkonusu degildir.

Seddon siniflandirmasina ek olarak, Sunderland tarafindan yapilan
siiflandirma sisteminde ise noral bag dokudaki hasarinin derecesi de goz
oniine alinmustir. Seddon’un tanimladig1 noropraksi ve aksonotmezis,
Sunderland siniflamasinda sirasiyla evre 1 ve evre 2 ile esdegerdir. Ancak
Sunderland siniflamas1 nérotmezisi 3 evrede tanimlamaktadir. Evre 3 de
perindriyum,epindriyum korunmustur. Evre 4 tanimlamasinda ise korunan tek
yap1 epindriyumdur. Evre 5 ise tiim noral ve bag dokunun biitiinliigiiniin
bozuldugu tam kat sinir kesisini tarif etmektedir (Sekil 1.3). Bu siniflama
modelinin iizerine daha sonradan MacKinnon tarafindan farkli evrelerdeki sinir

hasarlarina farkli alanlarda sahip olan altinci bir evre eklenmistir.
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Sekil 1.3: Periferik sinir sistemi yaralanma evrelemesi

Periferik Sinir Dejenerasyonu ve Rejenerasyonu:

Periferal sinir dokusu yaralanmalara kars1 3 sekilde cevap gosterebilir.
Bunlar segmental demyelinizasyon, wallerian dejenerasyon ve aksonal
dejenerasyon olarak tanimlanmaktadir. Segmental demyelinizasyon ve
wallerian dejenerasyon daha ¢ok travmatik yaralanmalar sonucu olusurken;
aksonal dejenerasyon diabetes mellitus, renal yetmezlik gibi metabolik veya
toksik durumlar sonucu olugan bir cevaptir.

Segmental demyelinizasyon sinirin fokal bir segmentinin basiya veya
gerime maruz kalmasi ile olusur. Hasarin proksimal ve distal segmentlerinde
kalan sinir dokusu ve iletim hizi normaldir. Hasarli bolgedeki myelin
distorsiyonu birden fazla ranvier diigiimiinii de bozmas1 sonucu bu bolgede
iletim bozulmus veya yavaslamistir. Ay fasikiil i¢cinde korunan ve
korunmayan liflerin beraber olmasi durumunda asenkronize iletim olacagindan
bu durum yiiksek senkronizasyon gereken iletilerde bozulmaya ve milisaniyeler
diizeyinde gecikmelere sebep olmaktadir. Bu durumun klinik yansimalari ise;
derin tendon reflekslerinde yavaslama, vibrasyon hissinde bozulma gibi

durumlardir. Daha ciddi travmalarda ise tiim myelinli liflerin hasar1 s6zkonusu



olabilir. Bu durumlarda ise duyusal ve motor kayiplar sozkonusu

olabilmektedir.

Wallerian dejenerasyon, evre 2-5 arasindaki tiim yaralanma

modellerinde gerceklesen akson hasarinin oldugu yaralanmadir. Bu cevapta

aksonda, hiicre govdesinde, hiicresel etkilesimde ve ¢cevre yumusak bag dokuda

degisiklikler meydana gelir.

Sinir yaralanmasini takiben ilk degisiklikler kesinin distal kisminda

baglar. Kalsiyum ve sodyum gibi iyonlarin hizli bir sekilde hiicre i¢ine niifuzu

sonrasinda hiicre membraninda gelisen bozukluklara bagh olarak programli

hiicre 6liimii siireci baglar. Ayni1 zamanda aksonal yaralanma, 16kosit

kiimelenmesini ve sitokin bagimli kaskadlarla komsu ndronal olmayan hiicre

gruplarinin aktive olmasini saglar. Tiim bunlarin sonucu olarak norotrofinler,

kemokinler, ekstraseliiler matriks molekiilleri ve proteolitik enzimler ve

interlokinler sentezlenir. Tiim wallerian dejenerasyon siireci yaklagik 1 hafta

stirerken, 3. giinde schwann hiicreleri Ranvier diigiimlerine dogru retrakte

olurlar ve aktive olan schwann hiicreleri myelini sindirmeye baglar. Néronal

dejenerasyon proksimal giidiige atlar ve ndronal rejenerasyon baglar.

Proksimaldeki yaralanma ise noronal apoptozis veya kromatolizise gidis ile

sonuclanabilir (Sekil 1.4).
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Nororejenerasyon konusu ele alindig1 zaman yaralanma tipi 6nemlidir.
Fokal demyelinizasyonu takiben Schwann hiicreleri tarafindan olusturulan
myelin orijinale gore cogunlukla daha incedir. Bir bagka rejenerasyon
mekanizmasi olan kollateral dallanma ise; bir kas1 uyaran liflerin bir kisminda
gelisen hasar sonrasi, saglam liflerden olusan kollateral dallarin kasi reinnerve
etmesini tanimlar. Bu dallanmalar ¢cogunlukla yaralanmay: takiben 4. giinde
ranvier diigiimleri veya sinir uclarindan baslar. Denerve olan kaslarin
inervasyonunu iistlenen kollateral dallanmalar sayesinde kas kontraktilitesinin
artmasi ve hipertrofi ile sonuglanan motor son plak ebatlarinda artma olabilir.
Ancak kesilen bir sinir ucunda biiyiime konisi ad1 verilen yap1 olusur. Bu yap1
filopodia ve lamellopodia isimli norotrofik reseptorlerden zengin ayaksi
cikintilar icerir. Kesi distalinde makrofajlar tarafindan aksonal debris ve myelin
kesecikleri temizelenerek aksonal biiylime i¢in olusacak Biingner bandlarina
yer acilir (4)(Sekil 1.5). Biiyiime konisi bu agilan alan boyunca giinde 1-3 mm
hizla olacak sekilde ilerleyerek sinirde biiyiime saglar. Bu hiz lezyonun
lokalizasyonuna gore degisiklik gosterebilir. Proksimal yaralanmalar 3 mm/giin
kadar hizla rejenere olurken daha distaldeki yaralanmalarda bu hiz 1 mm/giin

olabilmektedir.

Macrophage

Lamellipodia

Basal lamina Filopodia Schwann cell

Sekil 1.5: Aksonal rejenerasyonun sematize edilmesi. Dejenere olan
distal aksonal giidiik boyunca klavuzluk eden Biingner bandlarinca

proksimal segmentin rejenerasyonu.



Yaralanma bolgesindeki endondral tiiplerin durumu da rejenerasyonun
kalitesi agisindan 6nem tasimaktadir. Endondral tiiplerde olusan
dezoryantasyon sonucu ¢evre yumusak dokuya uzanan sinir lifleri ndroma
formasyonlar olusturabilir. Bununla beraber yaralanma bolgesini gecmeyi
bagaran bir aksonal rejenerasyon son-organa ulagmakta ¢ogunlukla basaril
olur. Ancak bu siire 4 ay1 gectigi durumlarda distal segmentteki endondral tiip

caplar1 3 um ve altina diismesiyle rejenerasyon ihtimali daha diisiiktiir.

Periferik Sinir Kesilerinin Onarimai:

Giintimiize kadar sinir yaralanmalarinin onarilmalarina yonelik bir¢cok
yontem glindeme gelmis olsa da periferik sinir kesilerinin primer onarimi hala
altin standart olma 6zelligini korumaktadir. Bununla beraber sinir onariminda,
onarim yapilan sinirdeki gerginligin fazla olmamasi onarim sahasinda skar
olusumunu azaltacagindan dikkat edilmesi gereken bir hususdur. Sinir defekti
olan yaralanmalarda ise bir¢ok iletken modeli 6ne siiriilmiis olsa da sinir grefti
ile onarim en iyi sonuglari veren yontem olarak goriinmektedir. Ancak sinir
grefti ile yapilan onarimlarin hi¢birinin primer onarim yapilan kesilerin

sonuglar1 kadar iyi olmadig: bilinmelidir.
Perineurium

Epineurial repair Epineurium

Fascicular repair \—

Sekil 1.6: Primer onarima 6rnek olarak epindral ve fasikiiler sinir onarim



Yaralanma sonras1 uygun kosullar mevcutsa periferik sinir kesisinin acil
onariminin daha basarili olacag: goriisii mevcuttur(5). Erken donemde
eksplorasyon kolaylig1, vazo nervorumlarin daha belirgin olmasi sayesinde
daha basarili koaptasyonlar yapilabilmektedir. Daha ge¢ yapilan sinir
onarimlarinda sinir uglarinda fibrotik skar dokular1 olusabilecegi i¢in segment
rezeksiyonu ve sonrasinda greftleme ihtiyact olugabilir.

Genel olarak acil onarimlar yaralanmay: takiben ilk 48 saatte
yapilabilecegi gibi bazi otorler tarafindan 1-3 haftada da yapilabilecegi goriisii
vardir. I1k 48 saat iginde onarimi yapilamayan yaralanmalarda iatrojenik
enfeksiyonlar1 6nlemek adina 2-3. Haftalarda onarimin yapilmasi tercih
edilebilir. Sinir onarimini yapmak icin bu siireden daha fazla beklemek ise sinir
uclarindaki skarlasmaya bagli olarak sinir uclarinin rezeksiyonu, agiri
mobilizasyon veya sinir grefti kullanma ihtiyaci dogurabileceginden
onerilmemektedir. 3 haftadan sonraya kalan sinir onarimlarinda cogunlukla
sinir grefti gerekmekle beraber, noronlarin ve schwann hiicrelerinin rejeneratif
yanit potansiyellerinin diismesine bagl olarak iyilesme sonuglariin daha kotii

olmasina sebep olmaktadir (3).

Temel olarak sinir kesilerinin primer onarimlarinda epindral veya fasikiiler
onarimlar tercih edilebilir. Epinoral onarimlar esnasinda fasikiillerin uzanimi
dikkate alinmali, proksimal ve distal u¢lar dogru esleri ile kars1 kargiya gelecek
sekilde koordinasyon saglanarak onarim yapilmalidir. Bu amag¢ ugrunda vazo-
nervorumlar klavuz olarak kullanilabilir. Diger bir yontem olan fasikiiler
onarim ise perindryumun proksimal ve distal giidiiklerde birbirine dikilmesini
tanimlar. Bu onarim seklinde de dogru eslesmenin saglanmas1 6nemlidir (Sekil
1.6). Ornegin duyusal bir proksimal ugla motor bir ucun koaptasyonu
rejeneratif sonu¢ vermeyecektir. Neyse ki proksimal uglarin ¢ogunlukla bu sinir
gruplarin1 mikst olarak barimndirmasi bu sorunun klinik yansimasinin seyrek
olmasina sebep olmaktadir. Ayrica fonksiyonel geri kazanim i¢in motor-son-
plaga ulasan rejenerasyon olmasi yeterlidir. Bu rejenerasyonun orijinal akson
ile ayn1 yerlerde sinapslara sahip olmasi1 gerekmez. Santral sinir sistemindeki
plastisite sayesinde fonksiyon korunmusg olur. Primer sinir onarimlarinda

ortalama bagar1 %70 lerde iken bazi ¢alismalarda %80-90 11 rakamlar



bildirilmistir (6-8).

Ayrica onarimda sinir dokuda gerim olugsmamasina 6zen gosterilmelidir.
Sinir u¢larinda olusacak ufak bir gerimin dahi sinirdeki mikrosirkiilasyonu
bozdugu bilinmektedir. Sinir u¢larinda % 8 lik bir uzamaya sebep olacak
gerimin sinir u¢larindaki gerime bagh olarak sinir mikrosirklasyonunu %50 ye
yakin azalttig1; %15 lik uzamaya sebep olan gerimin ise % 80 lik kan akiminda
azalmaya sebep oldugu bilinmektedir. Bu durumu engellemek adina sinir
uclarinin her iki yone de diseksiyonunu uzatarak sinirler daha mobil hale
getiririlebilecegi gibi bu islemin de yine sinir uclarinda mikrosirkiilasyon
bozukluklarina sebep olabilecegi akilda tutulmalidir (3). Bu gibi sinir

defektlerinde sinir grefti ile onarim yontemleri kullanilmaktadir.

Periferik sinir onarimlarini yaparken sinirin uzanimina, distal ve
proksimal giidiiklerin birbiri ile dogru sekilde oryantasyonuna 6zen
gosterilmelidir. Bu sayede fasikiiller, dallar dogru uglarla kars1 karsiya gelerek
iyilesme firsat1 yakalayabilir. Bu ama¢ dogrultusunda vazo nervorumlarin
uzanimi goz Oniine alinmasi ve iki ucgtaki dogru damarlarin kars: karstya
gelecek sekilde koaptasyonlarinin saglanmasi noronal yapilarin dogru dizilimde
kars1 karsiya gelmesine sebep olacagindan dikkat edilmesi gereken bir
hususdur. Ayrica sinir uclar1 koaptasyonunda kullanilan siitiirlerin sayisi
miimkiin oldugunca az tutulmasi faydalidir. Vaskiiler anastomozlarda oldugu
gibi s1izdirmazlik problemi de olmadigindan diigiimlerin ¢ok fazla sikilmamasi
onerilir. Diigiimlerin fazla sikilmas fasikiillerde distorsiyona sebep
olabileceginden iyilesmeyi kotii yonde etkileyebilir. Dikis hatlarinin arasindan

disartya dogru protriide olan fasikiiller ise eksize edilmelidir.

Tiim bunlar gdz oniine alindig1 zaman periferik sinir tarafindan inerve
edilen son organ olan kas dokusunun reinervasyonu saglanmadig: takdirde bazi
geri doniistimsiiz degisiklikler olugabilir. Endomisyum ve perimisyumda
kollajen depositleri olusur. Ancak 1 yila kadar siireyle, motor son plak
biitiinliigii ile beraber kas yapisinin asil mimarisi korunabilir. Geri dontisiimsiiz

kas fibrozisi ve dejenerasyon ise cogunlukla 2 yil gibi siirede tamamlanir (9-
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11). Bu baglamda periferik sinir hasar1 sonrasi rejenerasyonu arttirmanin
fonksiyonel sonuglari ve iyilesmeyi olumlu yonde etkiledigi laboratuvar

calismalariyla gosterilmistir (12).

Periferik Sinir Rejenerasyonuna Farmakolojik Ajanlarin

Etkisi:

Periferik sinir rejenerasyonunu arttirmak amaci ile ¢esitli farmakolojik
ajanlarin etkilerinden yararlanilmaya calisilmistir. Bu ajanlar aragtirilirken
noronal gelismeden ve noron sagkalimindan sorumlu yolaklar hedeflenmistir.
Bunlar arasinda PI3K/PKB sinyal kaskadi, Ras-ERK yolag1, Rho-ROK ve
cAMP/PKA sinyal mekanizmalar1 sayilabilir. PI3K/PKB sinyal mekanizmasi
noronlara trofik destek saglar, biiylimeyi ve diferansiasyonu artirir, apoptozu
onler, direk sinyallesmeyi saglar. Ras-ERK yolagi ise ndronal biiyiimede
anahtar role sahip olup aksonal sagkalimi arttirmaktadir (13). cAMP/PKA
sinyal mekanizmasi ise noronal biiylime, sagkalimi ve diferansiasyonu
arttirmaktadir (14). Bu mekanizmaya etki eden ilaglar rolipram ve testesteron
olduguna dair veri mevcuttur (15). Rho-ROK sinyal mekanizmasinda ise Rho-
GTPaz aktivitesi sayesinde biiylime konilerindeki ekstraseliiler ligandlarla
hiicre iskeleti elemani ola aktinler arasinda baglar olusur (16). Fasudil,
ibuprofen ve proteoglikan sindiren enzim olan kondroitinaz ABC bu yolla etki
ettigi diistiniilen ajanlardandir. Literatiirdeki periferik sinir rejenerasyonuna
etkisi oldugu diisiiniilen baslica ajanlar insiilin-benzeri biiytime faktorti (17) ,
prosaposin (18), silier norotrofik faktor (19) , asidik fibroblast faktor (20) ,
hyaliironik asit (21), lepeptin (22) , gangliozid GM1 (23) , eritropoetin (24) ,
geldanamisin (25) , kreatin mono-hidrat (26) ,asetil-L-karnitin (27) , rolipram
(28) , testesteron (29) , fasudil (30) , kondroitinaz ABC (31) , ibuprofen (32) ,
melatonin (33) , transtretin (34) takrolimus olarak sayilabilir. Takrolimusun
myelinli aksonlarin sayisini, myelin kalinligini, akson sa¢ilimini, aksonal

rejenerasyonu arttirdig1 ve noroprotektif etkileri oldugu gosterilmistir (9).

Takrolimus (FK-506) , 1984 yilinda Streptomyces tsukubaensis isimli

bakteriden elde edilmis dogal bir makrolid laktondur (35). In vivo ve in vitro
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ortamlarda immiinsupresif 6zellik gostermektedir. 1989 yilindan beri karaciger
nakillerinde rejeksiyonu 6nlemek amaciyla kullanilmasina ek olarak yillar
icinde diger organ nakillerinde de kullanilmaya baglanmigtir. Takrolimusun
immiinsupresif etkisi; diisiik molekiil agirlikli immiinofilin olan FKBP-12 ile
baglanmas1 sonucu olugan FK506/FKBP-12 kompleksinin, T lenfositler
tizerinde bulunan PP2B/kalsinorin’ in selektif inhibitorii olarak ¢aligmas ile
olusur (36). Interl6kin-2 salintminim inhibisyonu ile devam eden siire¢ sonunda
T hiicre proliferasyonu azalir ve hiicresel immiin yanit zayiflar. Bununla
beraber takrolimusun myelinli aksonlarin sayisini, myelin kalinligini, akson
sacilimini, aksonal rejenerasyonu arttirdig1 ve noroprotektif etkileri oldugu
gosterilmistir. Bagka bir caligmada yine takrolimusun ilging olarak norotrofik
ve noroprotektif etkileri de oldugu da farkedilmistir (37). Literatiirde bunlar
gibi ¢ok sayida takrolimusun nororejeneratif etkisini destekler nitelikte calisma
mevcuttur. Ancak takrolimusun nororejeneratif etki mekanizmasi hala net
bilinmemektedir. FKBP-12 nin ortadan kaldirilmasi ile norotrofik etkilerin
devam ettiginin goriilmesi ise takrolimusun baska baglayici molekiilerle
etkilesimini diisindiirmektedir. Nororejeneratif etkiden sorumlu olabilecek
mekanizmalarin FKBP-52, GAP43, HSP’ler ve hiicre i¢i iskelet dinamikleri
oldugu yoniinde veriler vardir (38). Gold tarafindan yapilan caligmada FKBP-
52 ye baglanan antikorlarin takrolimusun norotrofik etkilerini engelledigi
belirtilmigtir (39). Daha yeni bir calismada ise FKBP-52’nin ekspresyonunun
susturulmasinin noral diferansiasyonu 6nledigi ve yakin partneri olan FKBP-51
ile arasindaki dengenin bozulmasinin diferansiasyon ilerlemesini durdurdugu
gosterilmistir (40). Takrolimus bagimli néronal diferansiasyonun erken
evrelerinde FKBP-52 nin ekspresyonunun, HSP-90’m ve HSP-90 iligkili ko-
saperon olan p23’iin stimiile oldugu gosterilmistir. FKBP-52, HSP-90 ve
p23’iin glukokortikoid reseptorlerine baglanan heterokompleksler halinde
bulundugu bilinmektedir. Bu heterokompleksler niikleer laminada bulunmakla
beraber takrolimusun stimulusu ile sitoplazmaya salinmaktadir. Sitoplazmadaki
bu heterokompleks sitoskeleton ile, aktif aksonal alanlarla etkilesime gecer.
Diferansiye olmus ndronlarda kesi olustugunda bu kompleksin tekrar niikleer

laminaya dondiigii diistiniilmektedir. Takrolimusun HSP-90 ve FKBP-52
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tizerinden etki ederek bu kompleksi sitoplazmaya salinimini saglayarak
mekanik etki ile nororejenerasyonun erken evresine katkida bulunduguna
yonelik ¢aligmalar vardir (41). Tiim bu hiicre i¢i mekanizmalara ek olarak
takrolimusun sinir iyilesmesinde skarlasmay1 azaltarak da etki ettigine dair

calismalar mevcuttur (42).

Literatiirde takrolimusun periferik sinir rejenerasyonuna olumlu yonde
etkileri olduguna dair bilgi birikimi mevcuttur. Farkl: sinir yaralanma
modellerinde kullaniminin sinir iyilesmesini arttirdig1 gosterilmistir. Ezilme
tarzi yaralanmalar (43, 44) , tam kat kesi seklinde yaralanmalar (45) , kronik
aksotomi modelleri (46) , izogreft (47) ve allogreft (48) modellerinde kullanilip
olumlu sonuglar elde edilmistir. Bu calismalarda olumlu sonuclar elde edilmis
olsa da takrolimusun uzun donem kullaniminin gerekmektedir. Takrolimusun
sinir yaralanmasini takiben gegici bir siire ile kullanimi ile ayni olumlu etkinin
olusturulup olusturulamayacagini incelemek iizere yapilan ¢alismada; ezilme,
tam kat kesi onarimi ve greft ile sinir defekti onarimi1 modellerinde kisa donem
takrolimus uygulanmasinin rejenerasyonu hizlandirdig1 yoniinde veriler elde
etmistir (9). Ancak bu hiz devamli uygulanan takrolimus seviyesine gore daha
diisiik bulunmugtur. Takrolimusun kisa donem kullanilmasi halinde bilinen
artmus diabetes mellitus riski, hipertansiyon, hiperlipidemi, anormal renal
fonksiyon, gastrointestinal bozukluklar, I6kopeni, sitomegaloviriis enfeksiyonu
ve firsat¢l enfeksiyonlara yatkinlik gibi yan etkilerinin minimale indirilebilmesi

s6zkonusu olabilmektedir (49).

Tiim bu veriler 15181nda giliniimiizde klinik kullanimi olan

nororejeneratif etkisi olan bir farmakolojik ajan bulunmamaktadir.

Periferik Sinir Rejenerasyonuna Kok Hiicrelerin Etkileri:

Yaralanmig bir periferik sinirin tamamen dogru tekniklerle onarimi
yapilmig olmasi, postoperatif uygun bakimin uygulanmis olmasina ragmen

optimal sonuclar1 elde etmek her zaman miimkiin olmayabilir. Sonuglarin
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istenilenlerin gerisinde kalmas1 sebebiyle bilim insanlari, sinir rejenerasyonunu
arttiracak ve hizlandiracak alternatif tedavi metodlarini arastirma yoluna

gitmislerdir. Bu noktada kok hiicreler ile yapilan caligmalar 6nem tagimaktadir.

Bir¢ok kok hiicre tedavisinde oldugu gibi sinir rejenerasyonunda
kullanilan kok hiicre terapilerinde de hedef rejenere olmakta olan aksonlar i¢in
daha uygun bir biyogevre saglamak ve miimkiinse bunu uzun siire
stirdlirebilmektir. Bogsalmis motor ve duyu néron havuzlarim kok hiicreler ile
doldurmak sayesinde daha fazla sayida noron rejenerasyonuna imkan veren

mikrocevre elde edilebilecegi diisiiniilmektedir.

Periferik sinir rejenerasyonunda kullanilmak tizere elde edilecek kok
hiicre secilirken dikkat edilmesi gereken hususlar; dokunun kolay ulasilabilir
olmast, hiicrelerin kiiltiir ortaminda hizli cogalmasi, in vivo ortamda hayatta
kalabilir olmasi, konak dokulara entegre olabilir olmasi, transfeksiyona ve
eksojen gen ekspresyonuna dayanikli olmasi seklinde siralanabilir (50).
Bununla beraber secilen kok hiicre tipi, diferansiasyon derecesi, bulundugu

hiicre iskelesi ve verilis metodu 6nemlidir (51).

Kok hiicreler sinir sisteminde kaybedilen noronlarin yerini alabilirken
glial destek hiicrelerinin sayilariin artmasinda da rol oynarlar. Spinal kordun
dorsal kok veya ventral boynuzunda heniiz gosterilememis olsa da aksotomize
noronlarda sagkalima yardimci olma potansiyelleri oldugu ve rejeneratif siirecte
mikrogevreyi degistirerek etki ettikleri diigiiniilmektedir. Periferik sinir sistemi
sozkonusu oldugunda ise kok hiicreler etkilerini Schwann hiicre sayis1 ve
aktivitesini arttirarak yapmaktadir. Otolog schwann hiicrelerinin kiiltiire
edilmesi uzun siireler gerektirmesi sebebiyle pratik olmayan bir secenektir. Bu
sebeple kok hiicrelerinin bu etkisinden yararlanilabilecegi diislintilmiigtiir.
Eksojen Schwann-benzeri kok hiicrelerle Biingner bandlar1 entegre olup
aksonal gelismeye klavuzluk edebilir. Transplante edilmis olan hiicreler
biiylime faktorleri salgiliyor veya parakrin etkilerle endojen konak olan
schwann hiicre gruplarina biiytime faktorleri salgilatarak etki ediyor olabilirler

(52).
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Kok hiicre nakli sonrasinda sinir biiytime faktorii (NGF), beyin-derive-
norotrofik faktér (BDNF) (53) , glial hiicre serisi-derive-norotrofik faktor
(GDNF), silier norotrofik faktor ve norotrofin-3 gibi biiyiime faktorlerinin
endojen Schwann hiicreleri ve nakledilen kok hiicrelerce salgilandig:
gosterilmistir. Bunlarin yam sira vaskiiler endotelial biiylime faktorii (VEGF),
fibroblast biiytime faktorii (FGF), hepatosit biiylime faktorii ve anjiopoietin-1
gibi anjiojenik faktorlerin salindigina dair veriler de mevcuttur (54-57). Kok
hiicrelerin bilinen immiinomodiilator etkileri ise graniilosit (G-CSF) ve
makrofaj (M-CSF) koloni-stimiile edici faktorleri arttirmasi, interlokin 6-7-8-11
ve TNF-alfa gibi faktorleri arttirdig1 yoniindedir. Konak immiin cevabini
baskilamakla beraber kok hiicre tedavisinin uygulanmasi sinir onarimi sonrast
olusacak inflamasyon ve fibrozisi azaltacagindan iyilesmeyi olumlu yonde

etkileyebilir.

Kok hiicrelerin sinir iyilesmesinde kullanilmadan 6nceki getirilecegi
diferansiasyon asamasi ise tartigmali bir konu olmakla beraber Schwann
hiicresi-benzeri kok hiicrelere kadar veya daha onceki seviyelere kadar
diferansiye edilmis hiicre gruplari ile yapilmis ve olumlu sonuglar elde edilmis
calismalar mevcuttur (58, 59). Bu goriis dogrultusunda diferansiye edilmemis
kok hiicrelerin nakledilmesi halinde in-vivo istenmeyen diferansiasyonlar
olusabilecegi ve bu hiicrelerin yaralanma bolgesinde toparlanabilecegi yoniinde
bir karsit diisiince mevcuttur. Ancak ilging olarak diferansiye edilmemis kok
hiicrelerle yapilan ¢alismalarda da olumlu sonuglar bildirilmistir. Bu goriisii
savunanlar ise in-vitro ortamda diferansiasyon saglanmasi i¢in gereken siirenin
gereksiz gecikmeye sebep oldugu, klinik uygulanabilirligi kisitladigimi
diisiinmektedir. Hatta yapilan bir caligmada diferansiasyon siirecinin norotrofik
faktorlerin salgilanmasinda azalmaya sebep oldugu yoniinde sonuglar
bildirilmistir (60). Ayn1 zamanda in-vitro ortamda elde edilen
diferansiasyondaki hiicrelerin, in-vivo ortama nakledilmesi sonrasinda in-vitro
ortamdaki uyaranlarin ortadan kalkmasina bagl olarak orijinal fenotipine
donme egiliminde olduguna dair veri mevcuttur (61). Literatiirde diferansiye

olmamuisg kok hiicrelerin in-vivo ortamda lokal uyaranlarla uygun
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diferansiasyona gittigini gosteren yayinlar oldugu gibi bunu gésterememis

yayinlar da mevcuttur.

Kok hiicre kaynagi olabilecek hiicre gruplari:

-Embriyonik kok hiicreler: 1998 yilinda Thomson ve arkadaslari

tarafindan insan blastokistinden pluripotent hiicre gruplarinin izolasyonu
tanimlanmigtir (62). Bu kok hiicre grubu 3 germinal yapraga doniisebilme
ozelligi olan, iistiin diferansiasyon kapasitesi olan diger kok hiicre gruplarina
gore daha uzun siire proliferasyon kapasitesine sahip, 06zel bir kok hiicre
grubudur. Ancak noronal hiicre gruplarinin diferansiasyonu ¢ok daha 6zellikli
bir siire¢ olup, giiniimiizde tanimlanmig diferansiasyon protokolleri sinirl
sayida hiicre grubuna doniisiime uyum gostermektedir. Bu hiicre gruplarinin
kullaniminda diger engeller ise yiiksek immiinojenite (63) , yiiksek
tiimorojenite (64) ve etik problemler olarak sayilmaktadir. Bu hiicrelerin temin
edilebilmesi embriyonun blastokist agamasinda sakrifiye edilmesi ile
miimkiindiir. Bu zorluklar ise aragtirmacilar1 embriyonel kok hiicrelerden,

mezenkimal prekiirsorler lizerine ¢aligmalar yapmaya itmisgtir.

-Noronal Kok Hiicreler: Ilk olarak 1990 yilinda eriskin miirin

beyinlerinde elde edilmis bu kok hiicreler dogal olarak noronal ve glial hiicre
gruplarina diferansiye olurlar. Ancak bu degisim 6zellesmis olarak
embriyolojik donemde ve erigkin ¢agda santral sinir sisteminin sadece sinirh
bolgelerinde sinirli miktarda gerceklesebilir (65). Memelilerde bu hiicre
gruplar subventrikiiler ve subgraniiler alanlarda primer olarak bulunmaktadir.
Insan striatumunda da bu hiicre gruplarma rastlanmistir. Literatiirde bu hiicre
gruplarinin uygulandig: periferik sinir yaralanmalarina dair caligmalarda pozitif
sonuglar bildirilmigtir (66, 67). Bununla noral kok hiicre transferi sonrasinda
noroblastom olustugu da gozlenmistir (68). Ayrica elde edilmesi zor olan bir

hiicre ¢esidi olmas1 da kullanimini kisitlamaktadir.

-Mezenkimal Kok Hiicreler: Bu hiicre grubu multipotent olarak bilinir.

Mezenkimal kok hiicreler, kemik iliginden elde edilebildigi gibi adipoz
dokudan, fetal dokulardan, kil koklerinden, dis pulpalarindan da elde
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edilebilmektedir. Genel olarak bu hiicre grubunun diferansiasyonunun
mezodermal gruba oldugu kanisi var olsa da non-mezodermal hiicre serilerine
de transdiferansiasyon olabildigi kabul edilmektedir. Bu karakteristik 6zelligi

sayesinde nororejeneratif etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir.

-Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler: Bu hiicrelerin elde

edilmesi, embriyonel kok hiicrelerin ve néronal kok hiicrelerin aksine daha
kolay olmakla beraber etik problemler daha azdir. Uygun kogullarda kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicreler; non-mezodermal hiicre serilerine doniisiip
astrositler, noronlar ve Schwann hiicrelerini olusturabildigi bilinmektedir (69).
Bu hiicre gruplari tizerinde yapilan periferik sinir rejenerasyonu etkilerini
arastiran ¢calismalarda kok hiicrelerle doldurulmus kondiiit ve aseliiler greftlerin
bos kanallara oranla etkili oldugunu gosterenler mevcuttur. Buna karsin olarak
kiiltiire edilmis Schwann hiicrelerinin etkilerinin daha etkili oldugunu
destekleyen calismalar da mevcuttur (70). Bu kok hiicrelerin kullaniminin, sinir
defekti modellerinde altin standart olarak kabul edilen sinir grefti tekniginden
basarili oldugunu ve ayni oranda basarili olabilecegini destekleyen ¢aligmalar
mevcuttur (71, 72). Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler, yukarida
ismi gecen kok hiicre gruplari ile kiyaslandiginda bazi dezavantajlar
tagimaktadirlar. Bu hiicreleri elde etmek klinik olarak miimkiin olsa da elde
edilen dokudaki kok hiicre fraksiyonunun diisiik olmasi, kok hiicrelerin
proliferasyon ve diferansiasyon kapasitelerinin diisiik olmasi, elde edilig
yolunun goreceli invaziv ve agrili olmasi olumsuz yonleri olarak sayilabilir. Bu
sebeple daha az invaziv yollarla elde edilebilecek mezenkimal kok hiicre

kaynaklarr aranmigtir.

-Adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler: Yag doku kolaylikla
bulunabilen, liposuction gibi yontemlerle siklikla elde edilebilen bir dokudur.
Yag doku, kemik iligi ile kiyaslandiginda yiiksek kok hiicre fraksiyonuna sahip
bir doku olup buradan elde edilen kok hiicreler de yiiksek diferansiasyon ve
proliferasyon 6zelliklerine sahiptir (73). Bu hiicrelerle yapilan ¢alismalarda
diferansiye edilmis adipdz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin, multipl

noronal ve Schwann hiicre belirteglerini tagidiklar1 goriilmiistiir (53, 74-76).
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Tiim bu veriler goz oniine alindiginda; adip6z kaynakl kok hiicrelerin,
hasatindaki diisiik morbidite riski, genis kullanim alani1 ve {istiin kok hiicre
ozellikleri barindirmasi preklinik ¢aligmalarda bu hiicre grubunun daha ¢ok

tercih edilen bir secenek olmasina sebep olmustur.

-Fetal Kaynakli K6k Hiicreler: Bu hiicreler; amniyotik membran,

amniyon s1vist, umblikal kord hiicreleri ve kani, wharton j6lesinden elde
edilebilirler.Fetal dokular, mezenkimal kaynakli kok hiicrelerin en primitif
hallerine ev sahipligi yapar. Hiicrelerin yas1 42 haftay1 gecemediginden
erigskinden alinan kok hiicrelere oranla ¢evresel ve zamanin olusturdugu
olumsuz etkilere daha az maruz kalmislardir (77). Bu hiicreler kiiltiirde
genislemeye ve uygun ortamda noral fenotipe diferansiye olmaya uygundurlar
(78,79). Kok hiicre gruplariin naklinden sonra sagkaliminin sinirli oldugu
bilinmesi iizerine bu hiicrelerin sagkalimini arttirict yontemler aragtirilmalidir.
Inflamatuar mediatorlerin inhibe edilmesi apoptotik kaskadin zayiflamasina
katkida bulunabilir. Bu kok hiicre grubunun otolog kullanimi dogasi1 geregi
miimkiin olmadigindan allojenik kullanimlar giindeme gelebilir. Ancak
allojenik hiicrelerin kullanilmasi da immiinreaktivite gibi problemler sebebiyle

klinik uyarlamaya uygun olmadig: diistiniilmektedir.

Cilt Derive Prekiirsor Hiicreler: Bu hiicreler dermis i¢inde hazir halde

bulunan, kiiltiirde yiiksek cogalma oranlar1 gosteren, kolay erisilebilen
multipotent hiicre gruplaridir. Wallerian dejenerasyon esnasinda schwann hiicre
gruplarinda proliferasyona sebep olan nororegulin isimli faktor ile, insan ve
rodent kaynakl cilt derive prekiirsor hiicreler kiiltiire edildiklerinde Schwann
hiicre belirtecleri eksprese ettikleri ve onlar gibi davrandiklaria yonelik

calismalar mevcuttur (80-84).

-Kil Folikiilii Kok Hiicreleri: Kil folikiilleri dinamik dermis uzantisi

olan hiicrelerdir. Bu hiicrelere erisim kolay olmakla beraber noral krestten
koken alan hiicre gruplaridir. Ancak kiiltiirde genigleme hiz1 yavas olmasi
sebebiyle klinik uyarlamasi sinirli olabilecegi diisiiniilmektedir. Bazi

calismalarda miirin siyatik sinir yaralanma modellerinde bu hiicrelerin, GFAP
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pozitif schwann-benzeri hiicrelere diferansiye olup myelinizasyona yardimci

oldugu bildirilmigtir.

-Dental Pulpa K6k Hiicreleri: Bu hiicreler eksfoliye edilmis desidoz

disten elde edilebilen noral krest kokenli hiicreler olup tartismali olmakla
beraber en kullanigl multipotent kok hiicre kaynag1 dokulardir. Otolog genis
kullanima ge¢mesi icin erken yasta bu diglerin toplanmas1 ve saklanmasi
gerekmektedir. Bu hiicre gruplar1 daha yeni olmakla beraber periferal sinir

rejenerasyonunda olumlu etkileri olduguna dair bilgiler mevcuttur.

-Indiiklenmis Pluripotent Kk Hiicreler: 2006 yilinda farelerin somatik
hiicrelerde, transkripsiyon faktorlerinin ko-ekspresyonunu takiben indiiklenmis
pluripotens saptanmustir (85). Somatik hiicrelerin, viral vektorler araciligi ile
transkripsiyon faktorlerine maruz kalmasi veya ex vivo ciddi manipiilasyonlarla
elde edilebilmektedir (86). Bu hiicre gruplarinin embriyonel kok hiicrelerle
benzer Ozellikler gosterse de kiiciik farkliliklar: da vardir. Hiicreleri bu sekilde
yeniden programlama giindeme geldiginde, somatik hiicrelerin kimliklerinin
stabiliteleri sorgulanmaya baglanmigtir. Bu sayede embriyonel kok hiicrelerin
kullanimu ile ilgili kisitlamalari atlayan, hastaya 6zgii pluripotent bir kok
hiicrenin elde edilebilmesi s6zkonusu olmugtur. Ancak indiiklenmis pluripotent
kok hiicrelerin, noronal hiicre serilerine doniisiimii in-vitro olarak gosterilmis
olmakla beraber (87, 88) bu diferansiasyonun azalan efektivite ve artan
varyasyonlarla oldugu diisiiniilmektedir (89). Tiim bu verilere ragmen bu
hiicrelerin orijinal hiicrelerin epigenetik hafizalarini tagimasi ve tekrar
programlamanin kromozomal yozlagsmasini tagiyor olabilecegi ve bu sebepten
dolay1 embriyonel kok hiicrelerden bile daha tiimérojenik 6zellik

tagiyabilecegine dair ¢cekince mevcuttur (64).

Giintimiizde bu bilgiler 15181nda bakildiginda adip6z kaynakli kok
hiicreler; yliksek fraksiyona sahip olmalari, yiiksek diferansiasyon ve
proliferatif 6zellik barindirmalari, kolay ve diisiik morbidite ile toplanabilme
ozelliklerinin olmasi sebebiyle 6ncelikli tercih edilen hiicre grubu olmustur.

Mevcut bilgilerle bu hiicrelerin diferansiye edilip nakledilmesinin kesin
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tisttinliigii kanitlanmadigindan diferansiye edilmeden verilmesi daha pragmatik
ve uygulanabilir olacaktir. Bu secenegin de etkilerini optimize edebilmek i¢in
kok hiicrelerin uygun verilis metodunun ve saglanacak destegin se¢ilmesi

onemlidir.

Kok hiicreler yerlestirilebilecegi iskeleler; bu hiicrelere
canlilik proliferasyon destegi ve hiicreler arasi iletigim icin destek veren bir
zemin olusturan yapilardir. Bu amagla kullanilmakta olan iskeleler olarak N-
metakrilat glikol sitozan, hyaluronik asit, polietilen glikol, fibrin ve matrijel
gibi yapilar kullanilmistir. Destek rollerinin yani sira bu yapilar, kok hiicrelerin

uygulandig1 alandan yayilmalarini 6nleyen bir gorev iistlenirler.

Kok hiicrelerin periferik sinir iyilesme modellerinde verilme metodlar:
ile ilgili ¢esitli uygulamalar mevcuttur. Hiicrelerin i¢inde yiizdiigii medium
soliisyonlarmn sinir ug¢larina enjeksiyonu onarim yapilan modellerde
kullanilmigtir. Ancak bu yontemle hiicrelerin verilmesi sinir u¢larinda travmaya
sebep olarak noronal mimariyi bozabilmektedir. Buna bagl olarak da 6n
goriilemez hiicre dagilimi olacagindan sonuglari optimize etmek miimkiin
olmayabilir. Bunun iizerine hiicrelerin fibrin matrikse ekilerek, sinir onarim
sahasinin ceresine enjekte edilmesi de denenmistir. Ancak fibrin matrikse ekilip
onarim sahasina verilerek elde edilen sonuglarin sinir uglaria enjeksiyon
yapilarak elde edilenle arasinda fark olmadig1 goriilmiistiir (90). Diger ¢alisilan
kok hiicre verilme metodlarindan birisi de bu hiicrelerin kondiiit liimenine
yerlestirilmesidir. Bir bagka yol ise kondiiit bir matrikse bu hiicrelerin
gomiilmesidir. Bu amagcla kollajen ve fibrin gibi ekstraseliiler matriksden
olusan dogal kondiiitler kullanilabilecegi gibi poliglikolik asit, polilaktic-ko-
glikolik asit, silikon tiip, polihidrosibiitirat, politetrafloroetilen, ipek fibroin ve
sitozan gibi sentetik iiriinlerden olusan kondiiitler de kullanilabilmektedir.
Ancak karar verirken bu kondiiitlerin bozunabilirlikleri goz oniine alinmalidir.
Bu baglamda dogal kondiiitler daha 6ngoriilebilir, non-toksik sekilde bozunma
gosterirler. Bu 0zellikleri gosterirken dogal kondiiitler, hizli bozunma
gostermesi ile periferik sinir rejenerasyonu i¢in gerekli olan siire boyunca

rejenerasyon sahasinda kalamayabilirler. Sentetik kollajenler ise bozunma
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stireci i¢inde asidik biyocevreye sebep olabilirler. Bu ise hiicresel aktivitelerde

bozulmalara sebep olabilmektedir.

Zaman icinde aksonal ilerlemede, 6zellikle distal segmentteki
ekstraseliiler matriks elemanlar1 ve bazal laminanin 6neminin daha iyi
anlasilmasi sebebiyle yeni iiretilen kondiiitlerin bos tiiplerden ziyade liimen i¢i
yapilara sahip olmalarina 6nem verilmistir. Bu ¢abalarla liimenler i¢inde farkli
sekilde diizenlenmis lif yapilar: denenmistir. Tiim bu gelismelere ragmen i¢inde
hiicre destegi olmadan taklit edilmeye caligilan ndronal yap: yeterli bagariy1

yakalayamamugtir.

Son zamanlarda yapilan bazi ¢calismalarda kok hiicrelerin sistemik
uygulanmasinin uygun dozaj aralifinda olmak kaydiyla rejeneratif destek
sunabilecegini destekleyen caligsmalar mevcuttur (52, 91). Ayrica ndromuskiiler
kavsak seviyesine kok hiicre uygulanmasi da diger bir hiicre verilis yontemi
olarak literatiirde yer almaktadir (92).

Kok hiicrelerin periferik sinir rejenerasyonu ile ilgili kullanimu ile ilgili
yapilmig bagarili preklinik ve in vitro calismalara ragmen bu hiicrelerin klinik
kullanimi1 heniiz miimkiin goziikmemektedir. Bununla beraber kok hiicre
kullanimina ve periferik sinir rejenerasyonunu arttirdigina yonelik bir¢ok veri
olmasina ragmen bunlarin hi¢biri konvansiyonel yontemlerine iistiin
bulunmamugtir. Literatiirde kullanilan kok hiicrelerin; farkli tiplerde olmasi,
diferansiasyon asamalarimin farkli seviyelerinde bulunmalari, farkli hiicre
iskelelerine ekilmeleri ve farkli verilis metodlariin kullanilmasi ise bu
caligmalar arasinda homojen degerlendirmeler yapilmasini engellemektedir.

Ideal kok hiicre uygulanma stratejisi ise kok hiicrelerin periferik yolla
uygulandiginda spesifik olarak ihtiya¢ oldugu bolgeyi taniyip orada
kiimelenmesi veya etkilerini o bolgede meydana getirmesini icermektedir.

Bu calismada; kok hiicreler ile elde edilebilecek nororejeneratif pozitif
etkinin, yine periferik sinir rejenerasyonunu olumlu yonde etkiledigi bilinen
takrolimus isimli ajan ile kombine kullaniminin sinir iyilegsmesinde sinerjistik
etkiye sahip olabilecegi goriisii savunulmaktadir. Takrolimusun, immiinsupresif

etkisi sayesinde otolog kok hiicrelerin cerrahi saha ¢evresinde immun
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baskilanmuisg siire¢ sayesinde daha efektif sinir iyilesmesine olanak saglayacagi

gOriisli One siiriilmektedir.

MATERYAL METOD

T.C. Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
alman B.30.2.AKD.0.05.07.00/54 say1l1 etik kurul onay1 dogrultusunda bu
calisma yapilmistir. Bu ¢alismada agirliklart 200-260 gram arasinda
degiskenlik gosteren, Disi Sprague-Dawley cinsi si¢an kullanilmigtir. Sicanlar
rastgele secilim olmak tizere her grup 1’de 11 hayvan, grup 2 de 10 hayvan,
grup 3 de 12, grup 4’de 15 hayvan, grup 5’de 13 hayvan igerecek sekilde 5
farkli gruba ayrilmistir. Tiim hayvanlar Cities Yonergesine gore bakimlari ve
beslenmeleri yapilmis giindiiz ve gece sikliislerine uyacak sekilde aydinlik ve
karanlik maruziyetleri saglanmigtir. Calismanin herhangi bir zaman diliminde
anestezi indiiksiyonu sonrasinda exitus olan denekler calismadan ¢ikarilmigtir.
Grup 1 kontrol grubu olarak se¢ilmistir. Bu gruptaki canlilarda siyatik sinir kesi
ve onarimi yapilmigtir. Grup 2 ise sham grubunu temsil etmektedir. Sham
grubunda cerrahi stresi tetiklemek ve taklit etmek amach siyatik sinir eksplore
edilmis ancak kesi ve onarim gerceklestirilmeden cerrahi sonlandirilmigtir.
Grup 4 ise sinir kesisi ve onarimini takip eden 10 giinliik uygun dozda
takrolimus tedavisini almistir. Grup 3 ve 5 deki sicanlarin inguinal
bolgelerinden eksize edilen yag yastik¢iklarindan uygun ortamda adiposit
kaynakli kok hiicreler elde edilmigtir. Bu hiicreler uygun konsantrasyonlarda
tagima soliisyonlart ile beraber sinir kesi ve sonrasindaki primer onarim
sahasina verilmistir. Grup 3’de sinir rejenerasyonunu desteklemek amaclh
sadece adiposit-kaynakli kok hiicreler kullanilirken; grup 5’de bu hiicrelere ek
olarak postoperatif belirli bir siire i¢inde takrolimus uygulanmigtir.

Tiim hayvanlar 2 cerrahi siirecten ge¢mislerdir. Ilk cerrahi islem yag
yastik¢iklariin izolasyonunu igerirken, ikinci cerrahi iglem ise siyatik sinirin

eksplore edilmesini icermektedir.
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Adiposit Kaynakh Kok Hiicre Elde Edilmesinde Kullanilacak Olan

Inguinal Yag Yastikciginin Toplanmast:

Bu islem icin 75mg/kg dozda ketamin ve 15mg/kg dozda ksilazin
karigiminin intraperitoneal enjeksiyonu ile saglanan genel anestezi sonrasinda
sol inguinal bolge traglanmis ve uygun steril saha izolasyonu yapilmuistir.
Sicanlarin sol inguinal bolgelerinden inguinal ligaman 0.5 cm
inferolateralinden yapilan, ligamana paralel insizyonla ciltalt1 yag yastikcigina
ulagilmigtir. Bu yag dokuya giren superficial inferior epigastrik arter ve ven
bipolar koter yardimui ile koagule edilmistir. Islem esnasinda minimal kanama
olmasina 6zen gosterilmigtir. Kok hiicrelerin kullanildig: gruptaki siganlar
numaralandirilmis ve ilk seansda sol inguinal bolgeden yag yastik¢iklari
toplanmugtir. Bu yag yastik¢iklar: sican numarasi ile uyumlu sekilde
numaralandirilmis transfer soliisyonlari ile kok hiicre elde edilmek tizere
labaratuara nakledilmigtir. Kok hiicrelerin kullanilmadig: grup 1-2 ve 4 de ise
cerrahi siireci ve islemi taklit etmek amaci ile sol inguinal yag yastik¢igi
eksizyonlar1 yapilmigtir. Tiim cilt insizyonlar1 4.0 ipek dikis materyaliyle basit
stitiir teknigi ile onarilmistir. Tiim hayvanlar ilk cerrahi sonrasinda ayri
kafeslere yerlestirilerek 500mg parasetamol-500cc su karigimi olacak sekilde
icme sularma analjezik konulmugtur. Otofajiyi 6nlemek amaci ile rodentlere

uygun Elizabeth Yakalig1 takilip postop 3. giinde ¢ikarilmistir.

Adipoz-Kaynakh Kok Hiicre Izolasyonu

Cerrahi yolla elde edilen yag yastik¢iklar: antibiyotik icerikli transfer
besiyeri ile laboratuvar ortamina tagindi. Laboratuvar ortaminda steril
kabin icerisinde yag yastik¢iklari/fat-padler cerrahi makas yardimiyla mekanik

parcalanmaya ugratildi. 1X PBS ile yikanan makas ile mekanik parcalanmaya
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tabii tutulan yag dokusu %0.75 Kollajenaz Tip lile 37 °C’de bir saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 100 mikronluk meshden gegirilen yag dokusu
kimyasal par¢alanmanin ardindan ikinci kez mekanik pargalanmaya tabii
tutuldu. Uzerine %10 FBS igeren DMEM besiyeri eklenerek 1600 rpm’de 5
dakika santrifiij islemine tabii tutuldu. Kimyasal hiicre ayrismasi sonucu elde
edilen tiip icerigi santrifigasyon iglemi ile gradient ayrismasina ugratilmis
olundu. 50 mI’lik falkon tiip i¢erisinde santrifiij sonrasi olusan pellet Stromal
Vaskiiler Fraksiyon %10 FBS iceren DMEM ile ¢oziilerek petrilere ekildi ve 37
°C’de %5’lik CO,’li ortamda inkiibasyona birakildi. Iki giin sonra tutunan
hiicrelerin (adipoz kaynakl1 kok hiicre) giin ardisik besiyeri degistirilerek
cogalmasi saglandi. Iki kere %0.25’lik tripsin soliisyonu ile pasajlanan hiicreler
pasaj sayist li¢’ii buldugunda nakledilecek hiicre sayisinin elde edilmesi
saglandi. Gerekli sayiya ulagan hiicreler (1x100000 hiicre/100 ul/ sican) 1X
HBSS (Sigma, Cat: 55021C) igerisinde ¢oziilerek insiilin ignelerine ¢ekilerek

enjekte edilebilinir hale getirildi.
Kok Hiicre Eldesinde Kullanilan Gereg¢ ve Yontemler:

1. Hiicre Kiiltiiri

Hiicrelerin tamami L-glutamin, esansiyel olmayan amino asitler,
sodyum piriivat, %10 Fetal Dana Serumu (FBS-Bicochrom cat. No:S0115),
Penisilin/Streptomisin/Amfotersin B (BI-03 033 113) ve gentamisin eklenmisg
DMEM (Dulbecco’s Modifeid Eagle Medium — Biochrom FG0415) i¢inde
monolayer kiilterler %5 CO2’lik atmosfer, %95 nem ve 37 °C’lik inkiibatorde

cogaltildi.

2. PBS Hazirlanmasi

5SX PBS: 40gr NaCl, 1gr KCl1, 7,2gr Na,HPO, , 1,2gr KH,PO, tartilip,
800ml bidistile su i¢erisinde ¢oziildii. NaOH ve HCl ile pH 7.4’e ayarlandi.

Hacim 1L’ye tamamland1 ve otoklavlandi.

I1X PBS: 200ml, 5X PBS, 800ml bidistile su ile 1litreye tamamlandi.
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3. 9%0.75 Kollajenaz Tip 1 Soliisyonunun Hazirlanmasi

Toz seklinde ticari olarak alinan Kollajenaz Tip 1 (Sigma; Cat:C3867)
kimyasali 1 X PBS icerisinde ¢ozdiiriilerek w/v oran1 %0.75 olacak sekilde

¢oziildii ve kullanim zamanma kadar -200 °C’de sakland.

Sekil 2.1: Kok hiicrelerin immiinmarkerlarla izlenmesi

Siyatik Sinir Kesi Modeli Olusturulmasi ve Kok Hiicre Sunumunun

Yapildigs Cerrahi islem

Kok hiicrelerinin labaratuar ortaminda kiiltiirlerde yeterli sayiya
ulagmasi i¢in gereken 1 haftalik siirenin tamamlanmas: tiim gruplarda
beklenmistir. Ikinci cerrahi islem, ilkinden 1 hafta sonra gerceklestirilmistir.
Ikinci cerrahi islemde ise tekrardan 75mg/kg dozda ketamin ve 15 mg/kg dozda
ksilazin karigimi intraperitoneal olarak enjekte edilerek genel anestezi
saglanmugtir. Sol sirt bolgesi ve alt ekstremite dorsal yiizii traglandiktan sonra
rata yiiziistli pozisyon verilmistir. Kalca ve diz ekleminin hafif fleksiyonu
saglanip ratin kuyrugu alt ekstremitenin altina yerlestirilerek pozisyon
verilmistir. Steril saha izolasyonu saglanmustir. Iskial tiiberkiilden diz eklemine
uzanan bir hatta cilt insizyonu yapilmigstir. Karsilagilan biceps femoris ve
gluteus maksimus kaslar1 arasindan yapilan ayr1 bir split insizyon ile siyatik
sinir eksplore edilmistir. Bu noktadan sonraki cerrahi iglemler Zeiss cerrahi
mikroskop ile yapilmistir. Siyatik sinir diz eklemine yakin seviyedeki
trifurkasyosunun goriilebilecegi sekilde proksimale dogru gluteus maksimus
kasmin altinda kaldig1 alana kadar diseke edilmistir. Sinir, cevre yumugak
dokulardan tamamen ayrilip serbestlenmistir. Grup 2’de bu eksplorasyon

yapildiktan sonra kas ve cilt insizyonlar sirasi ile 4.0 vikril ve 4.0 ipek
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dikislerle onarilarak cerrahi sonlandirilmigtir. Diger gruplarda ise sinir
eksplorasyonu sonrasinda cerrahi devam etmistir. Distal seviyede sinir
trifurkasyosunun 8 mm proksimalinde keskin bir makas ile miimkiin olan en
atravmatik sekilde sinir kesisi yapilmistir. Saat 6 yoniinde 1 adet epindral siitiir
9.0 etilon materyal kullanilarak yerlestirilmistir. Sinir uglar1 bu siitiir etrafinda
cevrilerek arka duvar olan saat 3 seviyesinde bir epindral siitiir daha
yerlestirilmistir. Saat 6 seviyesine de yine epindral bir siitiir daha
yerlestirildikten sonra sinirin cerraha bakan kisminda epindral aralik acik
kalmaktadir. Bu aralik daha sonra perifasikiiler aralifa girip hiicreleri vermek
tizere kullanilacaktir. Kok hiicre kullanilan grup 3 ve grup 5 i¢in otolog kok
hiicre iceren HBSS soliisyonu; kok hiicre icermeyen grup 1 ve grup 4 ise sadece
voliim ve kimyasal etkiyi taklit etmek amach izole HBSS soliisyonu
kullanilmigtir. 26 Gauge kalinligindaki braniil ignesi takilmis insiilin
enjektorlerinde bu soliisyonlar bulunmaktadir. Sinirin kesisinin 6ncelikle distal
giidiigline dogru 26 gauge capindaki igne perifasikiiler arali8a yerlestirilmisgtir.
Igne yaklagik 5 mm distale dogru bulundugu aralikta ilerletilmistir. Bu islem
yapilirken fasikiillere hasar verilmemesine 6zen gosterilmistir. Kok hiicre
iceren soliisyonlar distale 50 ul miktarda perifasikiiler aralifa verilmistir. Bu
islemden sonra sinirin proksimal giidiigiine dogru tekrar perifasikiiler araliktan
ayni1 igne ucu ile girilerek Smm proksimale ilerlenmigtir. 50ul miktarda kok
hiicre soliisyonu buraya enjekte edilmistir. Kok hiicre bulunmayan gruplarda
ise sadece HBSS soliisyonu ayni teknikle perifasikiiler aralifa esdeger miktarda
verilmistir. Bunu takiben daha dnceden epinoral onarimda, sinirin cerraha
bakan saat 9 seviyesindeki epindral siitiirii miimkiin olan en kisa siire i¢inde
yerlestirildi (Sekil 2.1). Bu sayede enjekte edilen kok hiicre iceren sollisyon
kacag1 minimalize edildi. Sinir onarimi tamamlandiktan sonra kas insizyonu 4.0
vikril dikis materyali ile, cilt ise 4.0 ipek dikis materyali ile basit siitiir
tekniginde onarildi. Postoperatif analjezi i¢cin 500 mg parasetamol-500 cc su
karigimi ilk cerrahi iglem sonrasindaki gibi uygulandi. Ratlar tek baglarina
kalacaklar1 kafeslerde Elizabeth Yakaligi ile 3 giin izlendi. Postoperatif sosyal
izolasyonu engellemek adina 1. haftadan sonra siganlar 5’1 bir kafesde olacak

sekilde tekrar biraraya konuldu.

26



Sekil 2.1:  a: Siyatik sinir kesi seviyesi - b: Saat 6 seviyesine

yerlestirilen epinoral siitiir etrafinda sinirin ¢evrilerek arka duvara epinoral
stitiirtin yerlestirilmesi — c: Epindral siitiirler yerlestirildikten sonra 6nytiizde
enjeksiyon yapmak tiizere acik birakilmis epinoral pencere — d: Distal segmentin
perifasikiiler araligina yapilan enjeksiyon — e: Proksimal segmentin
perifasikiiler araligina yapilan enjeksiyon — f: Epinoral pencere onarildiktan
sonra sinirin mikroskobik goriintiisii

Takrolimus Iceren Solusyonlarin Hazirlanmas: ve Verilisi

Takrolimus enjeksiyonu icin, 5 mg/ml dozunda ila¢ iceren intravendz

kullanim i¢in hazir preperatlar 4 ml salin ile diliie edilerek 1mg/ml lik
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konsantrasyonda takrolimus elde edildi. Takrolimus enjekte edilecek olan grup
4 ve grup 5’e bu soliisyondan 2 mg/kg/giin takrolimus icerecek sekilde
intraperitoneal enjeksiyonlar yapildi. Bu enjeksiyonlar siyatik sinir kesisi ve
onarimminin yapildig: giin ilk giin kabul edilerek 10 giin siire ile yapild.
Takrolimus tedavisi almayan grup 1, grup 2, grup 3 de ise yukaridaki ilag
voliimiine esdeger voliim olan 0.2 ml/kg/giin dozunda intraperitoneal salin
sollisyon enjeksiyonu 10 giin siire ile yapildi. Enjeksiyonda kullanilmak iizere
hazirlanan soliisyon giinliik kullanild1. 3 giin araliklarla denekler tekrar
tartilarak doz ayarlamalar1 yapildi. Hazirlanan enjeksiyonluk soliisyon 3 giinde
bir yenilendi (9, 12, 38, 93).

Yiiriime Analizleri:

Sicanlarda postoperatif 14. giinde baslayarak haftalik olarak yiiriime
analizi daha Onceden tarif edildigi sekilde yapilmistir (94). Haftalik yiirtime
analizinde ratlarin her iki ayaklar1 miirekkep ile boyandiktan sonra 60 cm
uzunlugunda 7 cm genigligindeki yiiriime koridoruna yerlestirilen beyaz bir
kagittan olugan zemin iizerinde serbest halde yiiriimeleri beklenmistir. Bu
yiirliylis esnasinda sicanlarin arka ayaklariin yiirlime izleri beyaz kagit zemin
tizerinde boyanmaya sebep olmustur. Bu kagitlar iizerinden yapilan 6l¢itimler
neticesinde fonksiyonel iyilesme derecesinin belirlenmesi i¢in siyatik fonksiyon

endeksi hesaplanmistir (94).
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Sekil 2.2: 42 .giinde yiirlime analizleri a:1.grup b: 2.grup c: 3.grup d: 4.grup e:
5.grup
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Elektrofizyolojik Olciimler:

Sicanlarda 14.giinde baglayarak gastrocnemius kas aksiyon
potansiyellerini tespit etmek amaglh siyatik sinir stimulasyonlar1 2,4, 6, 8, 10.
haftalarda yapilmistir. Bu amagla bir stimiilator ve kas aksiyon potansiyelini
gozlemlemek amacli elektrotlar kullanilmistir. Stimiilator ve elektrotlar her
seferinde perkiitan olarak yerlestirilmektedir. Stimulatoriin pozitif ucu lomber
vertebralardan sol siyatik sinirin ¢ikti81 seviyeye, negatif ucu ise
eksplorasyonun yapildig1 biceps femoris ve gluteus maksimus kaslar1 arasindan
siyatik sinir trasesine yerlestirilmistir. Kayit elektrotlarinin toprak ucu sol diz
lateralinde hemen ciltaltina, negatif elektrod sol gastroknemius kasinin hemen
tizerine, pozitif elektrod ise asil tendonunun hemen iizerine yerlestirildi. Biopac
MP150 cihazi kullanilarak, verilen stimuluslarla gastrocnemius kas aksiyon
potansiyelleri kaydedilmigtir.

91. giinde sicanlar 100 mg/kg dozda ketamin anestezisi altinda sol alt
ekstremiteleri traglandiktan sonra yiiziistii yatar pozisyonda sol bacak ve kalca
posteriorlarindan cilt insizyonlar1 yapildi. Bacak insizyonundan gastrocnemius
kas1 ekspoze olacak sekilde diseksiyon yapildi. Sol kalgadaki insizyondan,
biceps femoris ve gluteus maksimus kaslar1 arasindan eski insizyondan
girilerek siyatik sinir tekrardan eksplore edildi. Sican anestezik madde etkisi
altinda iken sinir stimiilatorii koaptasyon sahasi proksimaline temas edecek
sekilde yerlestirildi. Igne elektrodlar ise gastrocneimus kas1 goriilerek iizerine
yerlestirildi. Gastroknemius kas aksiyon potansiyelleri kayitlart alindi (Sekil
2.3). Ardindan mikroskop altinda sinir koaptasyon sahasi ortalanacak sekilde 1
cm lik sinir segmenti eksize edildi. Bu segmentin proksimal ucuna ayrimi
yapabilmek amacgli 9.0 etilon dikis materyali ile epindral igaret siitiirii konularak
formolde fikse edildi. Sinir segmenti eksizyonu tamamlandiktan hemen sonra
ratlar sevikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edildi. Bilateral olarak cilt
eksizyonlar1 yapildiktan sonra gastroknemius kaslar1 tamamen eksplore edildi.
Origo ve insersiyo noktalarindan ayrilarak gastroknemius agirliklar: hassas tarti
aracilig1 ile ol¢iiliip kaydedildi. Ratlarin agirliklar: ile beraber kas kiitlelerinin

degiskenlik gosterebilecegi gbz Oniine alinarak normal taraf ile deney yapilan
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taraflar arasinda 1slak agirliklarin oranlar1 hesaplandi.

Sekil 2.3: 90. giinde siyatik sinir ve gastrocnemius kasinin

eksplorasyonu sonrasinda agik elektromyografi yapilarak aksiyon

potansiyellerinin kaydedilmesi

Deney siireci boyunca sol ayakta kontraktiir deformitesi olan ve
minimal otoamputasyon olan hayvanlarda yiiriime analizleri yapilamadi. Ancak
bu ratlar sakrifiye edilmedi. Gastrocnemius 1slak agirlik oranlarinin
hesaplanmasi, elektromyografik inceleme ve histopatolojik incelemeye tabi

tutuldu.
Histopatolojik inceleme:

Patolojik incelemeye alinacak olan sinir materyalleri formol kaplarinda
patoloji laboratuarina tagindi. Anastomoz sahasi ortada kalacak sekilde her bir
sinir; proksimali “A”, distali “B” ile isaretli kasetlere alindi. Kasetler
hematoksilen eozin li soliisyonda bekletildikten sonra parafin bloklama iglemi
yapildi. Bloklamay: takiben anastomoz hattindan 3mm mesafe uzaklikta
kesitler alinarak hematoksile eozin boyasi ile boyanarak incelendi. Sonrasinda
noronal yapiy1 incelemek icin S100 antikor ile boyamalar yapilarak myelin lif

sayis1 hesaplandi.
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SONUCLAR

Caligma siiresi icinde tiim gruplar i¢inde kannibalism sonucu
otoamputasyon ve kontraktiir gelisen hayvanlarda yiiriime analizleri olay siiresi
sonrasinda kaydedilememistir. Bu hayvanlarda gastrocnemius aksiyon
potansiyeli ol¢iimleri 6ngoriildiigii zamanlarda yapilmis sonuglari
kaydedilmistir. Buna bagh olarak grup 1’de 6 ratta kontraktiirler gelismistir. 56.
giinde 1 ratta kontraktiir gelismisken 63. giinde ise 5 ratta kontraktiir geligsmis
bu sebeple yiirlime analizi testleri bu tarihten sonra alinamamigtir. Grup 2 de ise
1 ratta 63. giinde gelisen kontraktiir sebebiyle kayit alinamamistir. Grup 3 de 1
rat postoperatif erken donemde ekstremite distalini otoampute etmesi sebebiyle
bu rattan hic yiiriime analizi kaydi alinamamigtir. Ayn1 grupta 1 ratta 56. giinde
kontraktiir geligsmistir. Grup 4 de 1 rat 20. giinde olusan otoamputasyon
sebebiyle sonrasindaki yiiiirlime analizleri alinamamigtir. Yine bu gruptaki
ratlarin 2 sinde 56.giinden itibaren, 2 ratta 70.gilinden itibaren ve 1 ratta
77 .giinden itibaren gelisen kontraktiirler sebebiyle kayit alinamamistir. Grup 5
de ise 2 hayvanda 14 ve 21 .giinlerde otoamputasyonlar gdzlenmistir. Yine ayni
grupta 49. giinde, 70. giinde, 77.giinde 1’er ratta opere edilmis ekstremitede
kontraktiirler gelismistir. Tiim bunlarin neticesinde grup 1 de 6 rat, grup 2 de 9
rat, grup 3 de 10 rat, grup 4 de 9 rat, grup 5 de 7 rat tiim deney siireci boyunca

yiirlime analizi verisi elde edilebilen hayvanlar olmuglardir.
Yiiriime Analizi:

Yiiriime analizi neticesinde elde edilen siyatik fonksiyon endeksi
verilerine yonelik yapilan istatistiksel incelemede grup 2’nin tiim zaman
dilimlerinde diger gruplara iistiin oldugu goézlenmistir (p<0.01). Grup 3’iin grup
4’e gore 14, 28,35,42,56, 63,77. giinlerde istatistiksel iistiinliigli sonucu elde
edilmistir (p<0,05). Grup 3 ile grup 1 arasinda yapilan karsilastirmada ise
14,35,42,56. giinlerde istatistiksel fark saptanmistir (p<0,05). Grup 5 ile grup 4
arasinda 28. giinde istatistiksel fark saptanmistir (p<0,05).Grup 3 ile 5 arasinda

ise 35.giinde istatistiksel anlamli fark izlenmis olup (p<0,05) ; 56, 63. giinlerde
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kismi bir fark s6z konusudur(p=0,061 , p=0,088). Grup 5 ile grup 3 arasinda
56,70 ve 90.giinlerde yapilan 6l¢iimlerde istatistiksel fark saptanmistir
(p<.0.05). Grup 2’nin disindaki gruplar arasinda 84.giinde ve 90.giinde
istatistiksel fark ortadan kalkmistir. Grup 1 ve 4 arasinda hi¢bir zaman

diliminde istatistiksel fark bulunamamustir.

Yiiriime analizinde rejenerasyonun ne kadar siirdiigiiniin saptanmasi i¢in
her grubun kendi icinde; 6l¢iimiin yapildig: giiniin, sonraki giinlerle arasinda
istatistiksel farkin olmadig1 ilk zaman noktasi tespit edildi. Bu baglamda grup
2’nin hi¢bir zaman noktas1 arasinda anlamli degisiklik gostermedigi goriildii.
Grup 1 ve grup 5’in ise 49.giine, grup 3’iin 56.giine, grup 4’iin 42.giine kadar
aktif rejeneratif siirec icinde oldugu sonucu elde edildi (Tablo 1-4).

95% 95%
Confidence Confidence
Interval for Interval for
Difference® Difference®

Degisken Viean

Difference Std. Lower Upper

oOlciim I-J) Error Sig? Bound Bound
1 26,057 6,277 ,000 13,315 38,799
2 19,532 5,901 002 7,552 31,512
3 18,620 5,709 002 7,030 30,211
4 13,682 5,254 013 3,015 24,349
5 12,572 4472 ,008 3,493 21,650
7 6,062 5431 272 -4,963 17,088
8 ,399 5,518 872 -10,303 12,101
9 2,273 7,295 J157 -12,536 17,082
10 1,699 7,207 815 -12,933 16,330
11 -5,344 6,804 437 -19,156 8,468
12 -3,504 7,143 ,627 -18,005 10,997

Tablo 1: Grup 1 i¢in siyatik fonksiyon endeksi verilerinin 6. 6l¢ctimden (49.giin)

sonraki donemlerle kiyaslanmasi
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95% Confidence
Interval for

Difference®

95% Confidence
Interval for

Difference®

Degisken

Mean
oOlciim Difference (I-J) Std. Error Sig.* Lower Bound Upper Bound
1 49 212% 4441946877 |,000 |40,19453401 58,22979716
2 38,280 4,786237239 | 000 |28,56365804  47.99681437
3 28.462% 4877120757 |000 |18,5611525  38,36331553
4 13.810% 4008770766 | 002 |5,671830794  21,94830542
5 10,655% 3,121978348 | 002 |4317327829 1699323382
6 11,047 3,840150494 |, 007 |3250987882  18,84282781
8 0,189018384 3359427329 |.955 |-6,63098167  7.,009018438
942 |-
9 0371720521  5,107385224 9996822716  10,74026376
- 435
10 3724712712 4,715566576 -132978218  5,848396381
11 4,150645558 4423655596 |99 |-4,82985274  13,13114386
- 892 |-
12 0,663783925  4,866951656 10,54422107  9.216653218

Tablo 2: Grup 3 i¢in siyatik fonksiyon endeksi verilerinin 6. 6l¢ctimden (56.giin)

sonraki donemlerle kiyaslanmasi
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95% Confidence
Interval for

Difference®

95% Confidence
Interval for

Difference®

Degisken

Mean
olciim Difference (I-J) Std. Error Sig? Lower Bound Upper Bound
1 17,768 4,564487183 ,000 8,501179433 27,03398267
2 18,396* 4,542675348 ,000 9,174158241 27,61840072
3 13,628 4,252204857 ,003 4,995547875 22,26041746
258 |-
4 4,819343674  4,195103345 3,697168886 13,33585623
i 324 |-
6 3,335729708 3,333179534 10,10244391 3,430984489
980 |-
7 0,0838539 3,290854129 6,596935157  6,764642958
- ,153
8 5,611644718 3,844397912 -13,4161874 2,192897962
326 |-
9 -4,83274693 4,847477148 14,67364872  5,00815486
i 246 |-
10 6537246181 5542437711 1778899292 4,714500558
. 072 |-
11 8,091700207  4,684482152 18,20170456  0,818304149
- 059 |-
12 6,997016066  4,857096693 16,85744657  2,863414439

Tablo 3: Grup 4 i¢in siyatik fonksiyon endeksi verilerinin 5. 6l¢timden (42.giin)

sonraki donemlerle kiyaslanmasi

34




95% Confidence
Interval for

Difference®

95% Confidence
Interval for

Difference®

Degisken

Mean
olciim Difference (I-J) Std. Error Sig.* Lower Bound Upper Bound
1 34,624 5,304632651 000 [23,85489085 45,39284445
2 23,292% 4,98738493 ,000 13,16716372  33,41702309
3 10,044 * 4,825078788 045  0,24856308 19,83942448
4 13,429% 4.,440784399 005 (4413462613 22.44400584
540 |-
5 2,336810071 3,779470338 5,335922626 10,00954277
- 837 |-
7 0,951485335 4,589857735 10,26939191 8,366421243
- 559 |-
8 2,750114831 4,663464666 12,21745142  6,71722176
- 104 |-
9 10,29123562  6,16523976 22,80733774  2,224866495
- 275 -
10 6,757008895 6,091188334 19,12277862  5,608760833
610 |-
11 2,962989606  5,750176097 8,710488477 14,63646769
- S13 |-
12 3,986059218 6,037002467 16,24182579 8,269707352

Tablo 4: Grup 5 i¢in siyatik fonksiyon endeksi verilerinin 5. 6l¢timden (49.giin)

sonraki donemlerle kiyaslanmasi
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Ortalama yiiriime fonksiyon endeksleri incelendiginde ise grup 2 nin en
yiiksek seviyede olan grup oldugu goriilmiistiir. Diger gruplar incelendiginde
ise 21. giin ile 49-63. giinlere kadar siyatik fonksiyon endeksinde iyilesme
gozlenirken bu donemden sonra kismi dalgalanmalarda beraber son siyatik

fonksiyon endeksine yakin veriler elde edilmistir (Grafik 1).

Estimated Marginal Means of MEASURE_1
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Grafik 1: Gruplar arasinda ortalam siyatik fonksiyon endeksinin zamana gore

dagilimi
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Elektrofizyolojik Sonuclar

Elektrofizyolojik incelemede grup 1 deki 1 rat haricinde tiim gruplarda
42. giinde aksiyon potansiyelleri kaydedilebilmistir. Grup 1 de 28.giinde
yapilan elektromyografide 3 ratta diisiik amplitiidlii aksiyon potansiyelleri elde
edilmistir. 1 ratta ise ilk aksiyon potansiyeli 56. giinde elde edilebilmigtir. Grup
2 de tiim Ol¢lim zamanlarinda aksiyon potansiyelleri elde edilmistir. Grup 3 de
8 ratta 28. giinde aksiyon potansiyelleri gézlenmis olup 1 ratta ise 14. glinnde
yapilan 6l¢iimde aksiyon potansiyeli elde edilebilmistir. Grup 4 de 4 ratta ilk
aksiyon potansiyeli 28. giinde izlenmistir. Grup 5 de ise 3 ratta 14. giinde
aksiyon potansiyeli elde edilmigken 28.giinde aksiyon potansiyeli elde
edilemeyen rat sayisi sadece 2 olarak bulunmustur. Istatistiksel degerlendirme
tiim gruplar arasinda 42,56,70 ve 90. giinlerdeki aksiyon potansiyellerinin
birlesik kas aksiyon potansiyelleri ve latanslarinin karsilastirilmasi ile

yapilmustir.

Elektrofizyolojik calismanin verilerine yapilan istatistiksel analizde
grup 2’nin tiim 6l¢lim zamanlarinda diger tiim gruplara gore latans agisindan
tistiin oldugu gozlenmistir (p<0.05). Grup 5’in latans ve kiyaslamasinda grup 3
ve 4’e tilm zaman dilimlerinde iistiin bulunmustur (p<0.05). grup 5S’in grup 1’ e
kars1 latans degerlendirmesinde iistiin gériinmekle beraber 90. giinde
istatistiksel anlam yakalanamamugtir (p=0.054). Kok hiicrelerin takrolimusla
beraber uygulandig1 grup olan 5. grubun sadece kok hiicre uygulanan grup 3 e
oranla 6l¢iim zamanlarinda daha diisiik latansa sahip oldugu gozlenmistir

(p<0.05).
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Estimated Marginal Means of MEASURE_1
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Grafik 2: 42,56,70 ve 90.giinlerde yapilan elektromyografik dl¢iimlerde elde

edilen gruplarin latans siirelerinin zamana gore dagilimi

Birlesik kas aksiyon potansiyelleri agisindan yapilan kargilagtirmada ise
zaman dilimlerinde grup 1 ve 4 arasinda istatistiksel fark gozlenememistir.
Grup 5 in tiim zaman dilimlerinde grup 1 ve 4 e istiinliigii gdzlenmistir
(p<0.05). Grup 3 ise 90. giine dek grup 1 ve 4 den iistiin goriinmekte olup
(p<0.05); 90.giinde bu iistiinliik istatistiksel degeri tasimamaktadir (p>0.05).
Tiim zaman dilimleri arasinda yapilan 6l¢ciimlerde grup3 ve 5 arasinda
istatistiksel farklilik saptanamamaig olup 90.gilinde grup 5, grup 3’e kiyasla hafif
yiiksek amplitiidler gostermistir (p=0.083). Grup 2 de ise 90.giine kadar elde
edilen kas aksiyon potansiyelleri tiim gruplara gore iistiin goriinmekle beraber
(p<0.01), 90. giinde yapilan 6l¢iimde bu {istiinliik istatistiksel degerini
kaybetmektedir (p>0.05).
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Estimated Marginal Means of MEASURE_1
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Grafik 1: 42,56,70 ve 90.giinlerde yapilan elektromyografik dl¢iimlerde elde
edilen gruplarin ortalama birlesik aksiyon potansiyellerinin zamana gore

dagilimi

Gastrocnemius Islak Kas Agirhiklar::

Gastrocnemius kas agirliklar: tiim gruplarda sol tarafin saga orani
hesaplandi. Gruplar arasinda yapilan ikili kargilagtirma istatistiksel analizinde
grup 2 nin diger tiim gruplardan istiin oldugu gozlendi (p<0.05). Diger gruplar
arasinda anlaml farklilik saptanmasa da grup 3 ve 5’in grup 1 ve 4 e gére

kismen daha iyi oldugu gozlendi (Grafik 3).
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GASTROCNEMIUS KAS AGIRLIK ORANLARI
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Grafik 3: Otenazi sonrasinda gruplarda ortalama sol gastrocnemius kasinin

1slak agirligimin sag gastrocnemius kasinin 1slak agirligina orani

Histopatolojik Degerlendirme:

Histopatolojik incelemede proksimal ve distal sinir segmentlerdeki lif
sayilar1 hesaplanmigtir. Distal segmentteki sinir lifleri proksimal segmente
oranlar ylizde olarak hesaplanmigstir. Ancak gruplar arasinda istatistiksel
anlamli fark saptanamamistir (p=0.116). Bununla beraber sinir kesitlerine
bakildiginda grup 1 ve grup 4 de fasikiiller icinde 6demin hakim oldugu goze
carpmistir. Bu sebepten 151k mikroskobu goriintiilerinde sinir fasikiiliine genel
bakista sinir yogunlugu daha diisiik goézlenirken grup 2, 3 ve 5 de sinir liflerinin
daha yogunluklu bir dagilim gosterdigi gézlenmistir. Tiim bunlara ek olarak
grup 3 ve 5 de perifasikiiler yumusak bag doku i¢inde S100 ile boyanan sinir

hiicresi morfolojisine benzeyen hiicreler izlenmistir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: a: 1. grup proksimal sinir Kkesiti b: 1. grup distal sinir
kesiti c:2. grup proksimal sinir kesiti d:2.grup distal sinir kesiti
e:3. grup proksimal sinir Kkesiti f:3 grup distal sinir kesiti g:4.
grup proksimal sinir kesiti h:4. grup distal sinir kesiti i:5. grup

proksimal sinir kesiti  j:5. grup distal sinir kesiti (S100 boyama)



TARTISMA

Sinir kesilerinin oldugu yaralanmalar, yarattiklar1 morbidite sebebiyle
plastik cerrahi i¢in agilmaya calisilan 6nemli bir sorundur. Basit bir sinir kesisi
sonras! yapilan primer onarimda dahi elde edilen sonuglar normale gore diistik
olabilmektedir (38). Bu baglamda gecikmis kas denervasyonunun fonksiyonel
iyilesmeyi kisitladig: bilinmektedir (10). MacKinnon ve Dellon’un klinik
pratiklerinden bildirdiklerine gore proksimal kaslarin denervasyona tolerans
stiresi, yaklagik olarak 12 aydir. Sinir hasar1 sonrasinda reinnervasyonun
saglanmasinin miimkiin olan en kisa siirede yapilmasi fonksiyonel iyilesmenin
miimkiin olan en iyi sekilde olmasi icin esansiyeldir (95). Proksimal seviyedeki
yaralanmalarda dorsal kok ganglionlarinda ve 6n boynuzda ¢ok sayida hiicre
Oliimii de fonksiyonel iyilesmenin kisitlayici etkenlerindendir (96). Proksimal
yaralanma sonras1 iyilesmenin uzun siirmesi hedef organda disfonksiyonlara
sebep olabilmektedir (90). Bu sebeple bilim insanlar1 daha 1yi sinir iyilegsmesine
yardimc1 olacak metodlar aragtirmiglardir. Klinik kullanimi1 da olan takrolimus
isimli immunsupresor ajanin ayni zamanda noronal iyilesmede olumlu etkileri
oldugu preklinik ¢aligmalarla desteklenmigtir. Noronal iyilesmeden sorumlu
olan mekanizma halen net bilinmemekle beraber immiinsupresif mekanizmadan
bagimsiz oldugu yoniinde goriisler mevcuttur. Takrolimus gibi, kalsindrin
inhibisyonu ile etki gosteren siklosporin A ile yapilan ¢aligmalarda noronal
lyilesme izlenmemesi bu goriisii desteklemektedir (97). Tiim bunlarla beraber
takrolimus kullaniminin sistemik yan etkileri olmaktadir. Bu yan etkileri
minimalize ederken optimal etkinin saglandig1 muhtemel terapotik doz araligi,
uygulama sekli, uygulama siiresi, uygulama zamanlamasin aragtiran ¢aligmalar
mevcuttur. Takrolimusun immiinsupresif ve nororejeneratif etki
mekanizmasinin farkli oldugunun anlasilmasi iizerine doz ayarlamalar ile bu
mekanizmalarin ayr1 ayr tetiklenilebilecegi diisiiniilmiis ve ndrorejeneratif
etkinin maksimum elde edilebilecegi takrolimus dozu arastirilmigtir. Tibial sinir
modelinde yapilan bir ¢calismada subimmiinsupresif dozlarin etkinligi
arastirilmis olup cerrahi sonrasi ilacin kullanildig: siire arttik¢a

subimmunsupresif dozlarin da sinir dansitesi, lif oran1 ve kalinliginda anlamh
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artiglara sebep oldugu gosterilmistir (12). Takrolimusun nororejeneratif
etkilerinin, uygulandig1 zamana bagiml olarak degiskenlik gosterebildigini
destekler caligmalar da literatiirde mevcuttur. Ratlarda siyatik sinir kesisi ve
onarimi modelinde takrolimusun geciktirilmis uygulanmasinin nororejeneratif
etkileri aragtirilmigtir. Calisma neticesinde operasyon giinii uygulanan
takrolimusun, 3 giin sonra uygulanmasi ile ayn1 nororejeneratif etkilere sahip
olabilecegi bilgisi elde edilmistir. Bununla beraber bu etkinin 3. Giinden sonra
takrolimus uygulanmaya baslanmasi halinde azaldig1 goriilmiistiir (98). Ratlar
tizerinde yapilan bagka bir caligmada ise operasyon dncesinde, takrolimus
uygulanmaya baglanmasinin sinir iyilesmesi iizerine etkileri tibial sinir
modelinde arastirilmistir. Bu modelde tibial sinir kesisini takiben yapilan
onarim Oncesinde takrolimus uygulanmaya baglanmig ve 3 hafta sonunda
nororejeneratf etkiler histomorfometrik olarak incelenmistir. Elde edilen sonug;
operasyon oncesinde takrolimusun uygulanmaya baglanmasinin, sonrasinda
takrolimus baglamaya gore sinir lif sayisinda artmaya sebep oldugu yoniinde
olmugtur (38). Sinir kesilerinin acil onarimlari i¢in uygun bir yaklagim
olmamakla beraber elektif yapilan sinir rekonstriiksiyonlari i¢in yol gosterici
bilgiler verebilir. Ayrica halihazirda takrolimus kullanmakta olan hastalarda
olan sinir kesilerinin acil onarimi halinde faydali oldugu goriisii ortaya
ctkmaktadir. Yan ve arkadaglar: tarafindan takrolimusun kisa donem
uygulanmasinin nororejeneratif etkileri aragtirilmigtir. Takrolimus kisa
donemde uygulanarak yan etkilerini minimalize etmek amag¢lanmistir. Kisa
donem uygulamalar arasinda optimal ndrorejeneratif etkisini gosterebilecegi
slireyi aragtirmak amacl yapilan bu caligmada yine tibial sinir lizerinde ezilme,
kesi ve sinir defekti modelleri lizerinde kisa donemlerde takrolimus
uygulanmasinin sinir iyilesmesi lizerine etkileri fonksiyonel agidan
degerlendirilmistir. Fonksiyonel iyilesmenin takrolimusun uygulandig: siirenin
uzamas! ile daha hizli olugtugu sonucu elde edilmistir. Bu calismada
histomorfometrik olarak yapilan sinirin kantitatif analizinde gruplarda farklilik
saptanamamustir (9). Tavsan siyatik sinirinin kesi modeli tizerinde yapilan bir
caligmada hyaluronik asit ve takrolimusun lokal uygulanmasi halinde olusacak

sinir iyilegmesi incelenmigtir. Bu ¢alismada siyatik sinir kesi onarim hatti
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etrafina, gelatin siingere emdirilmis takrolimus ve hyaluronik asit ayr1 ayr1
olarak yerlestirilmis ve kontrol grubu ile kiyaslamalar yapilmistir. Her iki
ajanin da sinir iyilesmesini kontrol grubuna gore daha olumlu etkiledigini
elektrofizyolojik ve fonksiyonel olarak test edilip olumlu sonuglar bildirilmistir
(99). Hyaluronik asit ve takrolimusun bu yolla uygulanmasinin perinoral
skarlagma ve adezyonlar1 azalttig1 diistiniilmektedir. Skar formasyonunu azaltici
bu etkinin fibroblast proliferasyonunun baskilanmasi, makrofaj mobilitesinin
artmasi, graniilosit fagositozunun artmasi, lenfosit migrasyonunun artmasi

aracili olabilecegi diisiiniilmiustiir (42, 100).

Takrolimusun muhtemel yan etkilerinden kaginarak sinir iyilegsmesini
arttiric1 etkisinin saglanmasinin bir bagka yolu da nororejeneratif etkinin
saglandig1 mekanizmay1 anlamaktan ge¢gmektedir. Bu yonde yapilan ¢aligmalar
dogrultusunda takrolimusun immiinsupresif etkilerine aracilik eden baglayici
proteini olan FKBP-12’nin susturulmasi, nororejeneratif etkilerin ortadan
kalkmadig1 gosterilmistir. FKBP-52 isimli yiiksek molekiil agirlikly
immiinofilin ligandin antikorlarla baglanmasi halinde sinir iyilesmesi
tizerindeki etkilerin ortadan kalktiginin gosterilmis olmasi tizerine dikkatin
daha cok bu alana yonlenmesine sebep olmustur (39). FKBP-52, 52 kDa
agirliginda takrolimusu hedef alan, saperon 6zellikleri tasiyan bir proteindir
(101). Takrolimus bu proteinin cis/trans izomeraz kismina baglanmaktadir. Bu
kisim immiinofilin ligand ailesinin ortak baglanma noktas1 6zelligi
tasimaktadir. FKBP-52 ile FKBP-12 proteinleri bu kisim sebebi ile %55
homoloji géstermektedir (102). Bu sebepledir ki FKBP-52, FKBP-12 gibi
immiinsupresor etkiler gostermemektedir. FKBP-52 iizerinde ila¢ baglayan
kisima ek olarak tetratrikopeptid tekrarlayan kisimlar bulunmaktadir. Bu
kisimlar ise heat-shock-protein-90 (HSP90) i¢in baglanma alan1 olustururlar.
Iste bu baglanma alanlart FKBP-52’nin bilinen seliiler etkilerinden sorumludur

(103).

Noronal hiicrelerin, takrolimus bagimli diferansiasyonunun erken
basamaklarinda FKBP-52"nin ekspresyonunun kuvvetli bir sekilde indiiklendigi

gosterilmistir (41). Bununla beraber HSP-90 ve HSP-90 ko-saperonu olan p23
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de indiiklenmektedir. FKBP-52, HSP-90 ve p23 heterokompleks formlari
olusturmakta ve bu formlarda glukokortikoid reseptorlerine baglanmaktadir
(104, 105). Ancak noral diferansiasyon etkileri glukokortikoid reseptorlerinden
bagimsiz olugsmaktadir. Bu heterokompleks diferansiye olmamis hiicrelerde
normal sartlarda niikleer lamina iizerinde yerlesim gostermektedir. Ilging olarak
hiicrelerin takrolimus ile uyarilmas1 halinde bu heterokompleks stoplazmaya
dagilmaktadir. Noronal diferansiasyonun ve rejenerasyonun olugmasi ile bu
niikleer saperon heterokompleksi yapinin varliginin ve ayrigmasinin iligkili
oldugu diistiniilmektedir. Diferansiasyonun erken evrelerinde bu saperonlar
periniikleer diizenden ayrilip stoplazma icine go¢ ederler. Sitoskeletal yapilarla
etkilesime gecerek terminal u¢ veya dallanma cisimleri gibi aksonal alanlari
aktive ederler. Bunun sonucunda FKBP-52, HSP-90, p23 heterokompleksinin
nororejeneratif ve diferansiatif etkilerini mekanik yollarla gosterdikleri

diisliniilmektedir (41).

Takrolimusun noronal etkilerine aracilik ettigi diisiiniilen bir baska yap1
ise “growth-cone associated protein-43” (GAP-43) olarak bilinmektedir. Bu
proteinin sinir biiyiimesi ve plastisitesinde rolii oldugu diisiiniilmektedir. Ayni
zamanda biiylime konisinin yol bulmasinda da etkindir. Embriyolojik donemde
ve periferik sinir kesileri sonrasinda GAP-43 ekspresyonu artmaktadir (106).
Takrolimusun, GAP-43 fosforilasyonu ve aktivasyonuna sebep oldugu
diisiiniilmektedir. Spinal kord yaralanmasi modeli iizerinde yapilan bir
caligmada takrolimus uygulamasinin, GAP-43 eksprese eden sinir sayilarinin
ikiye katlanmasi ile sonuclandig1 gozlenmistir (107). Tiim bunlarla beraber
kalsinorinin GAP-43’ii defosforile ettigi bilinmektedir. Takrolimusun GAP-43
tizerinden oldugu diisiiniilen nororejeneratif etkisine kalsindrin inhibisyonunun

aracilik edebilecegi diisiiniildiigii bir calisma mevcuttur (44).

Nororejenerasyonun arastiritlmast ile ilgili caligmalar ¢ogunlukla deney
hayvanlar lizerinde yapilmistir. Bu sayede arastirilmakta olan nororejeneratif
etkinin ve mekanizmalarinin insan ¢alismalarina gegcmeden Once daha anlagilir
olabilmesi amaclanmaktadir. Literatiirde ¢ok sayida farkli yontemlerle sinir

iyilesmesini aragtiran ¢alisma mevcuttur. Ancak hayvan modellerindeki
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yorumlamanin uygun yapilmasi, caligmanin etkinliginin degerlendirilmesi
asamasinda kritik role sahiptir. insanlara kiyasla hayvan modellerindeki sinir
yaralanma modellerinde iyilesmesi beklenen sinir segmenti daha kisa
oldugundan fonksiyonel doniisii daha hizli olmaktadir. Bu sebeple sinir
lyilesmesinin olustugu evreyi saptamak énemlidir. Yapilan arastirmada 6l¢iim
slirelerinin uzun veya ge¢ olmasi sonucunda gruplar arasindaki farkliliklar
ortadan kaybolabilmektedir. Deney siireci iginde 0ne gegen bir grubun
saptanmas1 bu durumda miimkiin olmayabilir (108). Calisma siiresi boyunca
yapilabilecek seri 6l¢iimler bu sorunun 6niine gecilmesini saglayabilir. Bu
sebeple calismamizda fonksiyone iyilesmeyi degerlendiren yiiriime analizleri
haftalik aralarla, elektrofizyolojik ¢alismalar ise 2 ve 3 hafta aralarla
yapilmistir. Degerlendirme sikliginin fazla olmasi ile rejenerasyonun baglangi¢

ve siirecinin takibi planlanmigtir.

Sinir iyilesmesi degerlendirilirken, degerlendirilmek istenen
parametreye yonelik 6l¢iim metodunu kullanmak énemlidir. Ornegin
histomorfometrik veya elektrofizyolojik dl¢timler sonucunda elde edilen veri,
motor veya duyusal iyilesme ile ortiismeyebilir. Akson sayilarinin ve
myelinizasyonun degerlendirildigi 6l¢iim yontemleri ile ndronal iyilesmenin
hedef organa kadar ilerleyip ilerlemedigini bilmek miimkiin degildir (107). Bu
degerlendirme yonteminde genellikle sinir koaptasyonu etrafindaki sinir dokusu
incelemeye alinmaktadir. Ayrica boylu boyunca iyilesmenin organizasyonunu
gostermekte yetersiz kalabilirler. Siyatik sinir yaralanma modellerindeki
fonksiyonel iyilesmenin degerlendirilmesi i¢in, “siyatik fonksiyon endeksi”
literatiirde yogun olarak kullanilan bir 6l¢iim yontemidir. Yiirlimenin
maksimum efor gerektiren bir aktivite olmamasi sebebiyle yiiriime analizleri ile
maksimum kas kuvveti 6l¢cen yontemler arasinda korelasyon olmamasi olagan
kargilanabilir (109). Yiiriime analizinin degerlendirme yontemi olarak
kullanildig1 ¢alismalarda karsilagilabilen sorunlar olarak ekstremite distalinde
ototomiler, kontraktiir formasyonlar1 sayilabilir. Bu problemlerle karsilagildigi
takdirde yiirlime analizinin dogru sonuglar vermeyebilecegi gbz Oniinde
bulundurulmalidir (110). Bu sebeple ¢alismamizda yiirlime analizi

degerlendirmelerinde kontraktiir veya ototomi olan deneklerde yiiriime
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analizleri patoloji gelistigi tarihten sonra yapilmamustir.

Takrolimusun periferik sinirlerdeki nororejeneratif etkilerinin
arastirildig1 calismalarda fonksiyonel iyilesmenin degerlendirilmesi i¢in siyatik
fonksiyon endeksi ve tiirevleri literatiirde yogun olarak kullanilmigtir. Ancak
bir ¢calismada takrolimusun sistemik olarak tremor, astheni, parestezi, nobetler,
ataksik yiirlime gibi yan etkilere sebep oldugundan bahsedilmis ve bu
caligmada yiirlime analizinin uygun olmadig1 goriisii belirtilmigtir (38). Tiim
bunlara ragmen yliriime analizleri literatiirde halen en sik kullanilan
fonksiyonel degerlendirme metodu olarak yerini korumaktadir. Calismamizda
takrolimus alan deneklerin hicbirisinde yukarida bahsedilen yan etkiler
goriilmemistir. Ancak ¢alismamizda takrolimus uygulamasinin belirli bir siire

olmasi sebebiyle bahsi gecen yan etkilerin goriilmeme sebebi olabilir.

Periferik sinir yaralanmalarinin iyilesmesi i¢in olumlu etki yarattig:
diisiiniilen diger bir etken olan kok hiicreler ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma
mevcuttur. Farkli orijinli kok hiicre modellerinin nororejeneratif etkileri
aragtirilmistir. Ornegin noral kok hiicreler, schwann hiicrelerinin prekiirsorleri
olmasi sebebiyle mantikli bir tercih olarak goriinmektedir. Hayvan
modellerinde periferik sinir iyilesmesini olumlu yonde etkiledigi gozlenmis
(111) olmasina karsin elde edilmesindeki giicliikler ve etik sorunlar nedeniyle
kullanimlar1 kisithdir. Ayni gerekgeler iyilesmeyi arttirdig1 diisiiniilen
embriyonel kok hiicrelerin de bu alanda kullanimini kisitlamaktadir (112). En
cok caligilmis hiicre grubu olan adiposit kaynakli kok hiicrelerin ex vivo
ortamda sinir biiyiime faktorii (NGF), glial hiicre serisi-derive biiylime faktorti
ve beyin-kaynakli norotrofik faktor (BDNF) sekrete ettigi gosterilmigtir. Buna
ek olarak adiposit derive kok hiicrelerin glial fenotipe ait oldugu bilinen noron
fonksiyon ve metabolizmasindan sorumlu genleri eksprese ettigi gosterilmistir
(83). Literatiirde bu kok hiicrelerin ekildigi kondiiit modelleri ile yapilan sinir
onarimlarinin bos kondiiitlerle yapilanlara gore tistiin oldugunu gosteren ¢cok
sayida ¢alisma mevcuttur. Bu hiicrelerin otolog Schwann hiicreleri kadar etkili
oldugunu destekler calismalar da bulunmaktadir (113, 114). Kemik iligi

kaynakli ve adipdz kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin birbiri lizerine
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etkinliklerini kiyaslayan ¢aligmalarda ise ikisinin etkinligi arasinda belirgin
farklilik olmadig1 gézlenmistir (113, 115). Ancak tiim bunlara ragmen adiposit
derive kok hiicrelerin ndronal iyilesme iizerine etki mekanizmasinin nasil

oldugu hala bilinmezligini korumaktadir (116).

Kok hiicrelerin periferik sinir sistemi tizerine etkilerini inceleyen
calismalarda genellikle sinir defekti modelleri kullanilmis olup bu defektlere
uygun uzunlukta biyolojik veya sentetik kondiiitlere kok hiicreler farkl
sekillerde yerlestirilmigtir (117-123). Bununla beraber adiposit derive kok
hiicrelerin kaynag1 olan lipoaspiratlarla doldurulmug ven greftlerinin sinir
defekti modellerinde rejenerasyonun engellendigi goriilmiistiir (124).Bu
baglamda periferik sinir rejenerasyonunun arastirilacagi caligsmalarda kok
hiicrelerin elde edildikleri kaynaklardan ziyade izole edilip kullanilmasi daha
efektif goriinmektedir. Ayrica adiposit kaynakli kok hiicrelerin, schwann hiicre
benzeri seriye diferansiye olduguna dair veriler mevcut olmakla beraber bu
doniisiim neticesinde kok hiicrelerin otolog schwann hiicrelerine alternatif
olabilecegi diisiiniilmiistiir (74, 76, 125). Elde edilen kok hiicrelerin
diferansiyasyon evreleri de 6nem tagimaktadir. Ancak yapilmig bir caligmada
diferansiye edilmis adiposit kaynakli kok hiicrelerin, diferansiye olmamis kok
hiicrelere gore daha yiiksek seviyelerde norotrofik faktorleri salgiladigi, néronal
gelismeyi daha kuvvetli destekledigi sonucu elde edilmistir (56). Sinir
iyilesmesinin fonksiyonel ve histolojik olarak degerlendirildigi diger bir
caligmada ise diferansiye olmus adiposit kaynakli kok hiicrelerin, diferansiye
olmamuisg kok hiicrelere oranla iistiin olmadig1 goriilmiistiir. Diferansiye edilmis
kok hiicrelerin in vitro ortamda gozlenen pozitif mediator etkileri in vivo
ortamda fonksiyonel ve histolojik farkliliklar saglayamayabilir. Bunun sebebi
ise diferansiye hiicrelerin in vitro ortamlarindan alindiktan sonra diferansiye
durumlarimi koruyamamalar: veya diferansiasyon protokollerinin yetersizligi
olabilir (126). Nitekim schwann hiicre grubuna diferansiye edilmis adiposit
derive kok hiicrelerin, diferansiasyon medium’u ortadan kalktiktan sonra
schwann hiicre biiyiime faktorlerinin ekspresyonunun azaldigi ve daha immatiir
hiicre morfolojisi gostermeye egimli oldugunu gosteren bir caligma da

mevcuttur (127). Fibrin kondiiitlere yiiklenmis diferansiye adiposit derive kok
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hiicreler, diferansiye kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler ve otolog
schwann hiicrelerinin kargilastirildig: siyatik sinir defekti modelinde en iyi
sonuglar otolog schwann hiicreleri ile elde edilmistir. Buna ek olarak kok hiicre
iceren iki grubun da kontrol grubuna oranla daha iyi oldugu goriilmiistiir (50).
Ven kondiiitlerine ekilen omentum kaynakl1 diferansiye edilmemis adiposit
derive kok hiicrelerin ve kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
siyatik sinir modelinde karsilastirildig1 ¢calismada gruplar arasinda

histolojik ,morfometrik veya fonksiyonel acidan anlamli farkliliklar
saptanmamustir. Adiposit kaynakli kok hiicre grubunun kismen daha kalin

myelin olugumu gosterdigi izlenmistir (115).

Adiposit kaynakli kok hiicrelerin immiinmodiilator etkileri oldugu
bilinmektedir. Makrofajlar, nétrofiller, NK hiicreler, dendritik hiicreler ve
lenfositlerin aktivasyonunu engelleyebilirler (128-130). Bu hiicrelerin
denervasyon kas atrofisi modeli iizerindeki etkileri incelenmistir. Siyatik sinir
kesisi yapilan deneyde, 2 hafta sonra gastrocnemius kasi tizerinde yapilan
incelemelerde kastaki inflamasyon neticesinde olusan fibrozisin daha az
oldugu, néromuskiiler kavsak sayisinin daha fazla oldugu, anjiogenezin daha

fazla oldugu gozlemlenmisgtir (131).

Periferik sinir yaralanmalar1 sonrasinda kok hiicrelerin rejeneratif siireci
baglatabilmesi i¢in verilis metodu da onem tagimaktadir. Primer sinir
onariminin miimkiin oldugu modellerde kok hiicrelerin sunumu fibrin
yapistiricilarla yapilabilir. Bu yontemle siitiirasyon isleminin getirecegi
inflamatuar siirecten kaginilmis olabilir. Fibrin yapistirict matriksinin, kok
hiicrelerin maruz kalacagi ciddi ¢evresel strese kars1 sagkalimina destek oldugu
in vitro gosterilmistir. Bu esnada biiyiime faktorleri salgilamaya devam
edebildikleri ancak migratuar 6zelliklerinin azaldig1 gosterilmigtir (132). Kemik
iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerin fibrin yapistirictya gomiilerek aseliiler
sinir greftlerinde intragreft ve extragreft kullaniminin sinir rejererasyonunu
arttirdig1 gozlenmistir (90). Sinir uclarina hiicrelerin mikroenjeksiyonu ise ayr1
bir metod olarak sayilsa da intrandral hassas anatomiyi bozabilir ve

ongoriilemeyecek sonuclara sebep olabilir (133). Literatiirde sinir defekti
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modelleri i¢in hazirlanmis bircok ¢esit hiicre sunum metodu vardir. Bu
metodlarda kok hiicrelerin farkli metodlarla yerlestirildigi farkl kondiiit
modelleri vardir. Ancak sinir defekti olusturmadan yapilacak kok hiicre

sunumu metodlari sinirlidir.

Sinir iyilesmesinin degerlendirilmesi farkli anlamlar ifade eden
metodlarin sonuglarinin yorumlanmasini gerektirir. Deneysel asamada
kullanilan yontemlerinin tek bagia degerlendirilmesinden ziyade birden fazla
metodun sonuclarinin kiyaslanmasi iyilegsme hakkinda daha saglikli sonuglar
verecektir. Bu sebeple calismamizda ratlarda elektrofizyolojik ve fonksiyonel
lyilesme, uygun yontemlerle periyodik araliklarla 6l¢iilmiistiir. Sonrasinda

histopatolojik incelemer yapilmaisgtir.

Calismamizda yaptigimiz perifasikiiler enjeksiyon, primer onarim
modellerinde uygulanabilir bir metoddur. Bu enjeksiyon yonteminde epindral
onarim yapilirken son dikis kapatilmadan birakilan bir epinoral pencereden
girilerek yapilan enjeksiyon esnasinda ndronal mikroyapi korunarak
perifasikiiler gevsek bag doku icine kok hiicreler birakilmaktadir. Akabinde
hizli bir sekilde epindryumda agik olan pencerenin siitiire edilerek kapatilmasi
sonrasinda kok hiicreler bu bag doku i¢inde yiizebilir durumda olmasi
sayesinde onarim hatt1 ile temas1 miimkiindiir. Matrigel gibi kismi akigkan
tastyicilarin aksine bu hiicrelerin iginde bulundugu HBSS soliisyonunun tam
akiskan olmasi sayesinde, hiicrelerin maksimal migratuar etki gdsterecegi
diisiiniilmiistiir. Bu sayede hem onarim hatti hem de proksimal seviyede
biiylime konisi olugmasi beklenen noktaya hiicrelerin etki etmesi s6z konusu
olabilir. Distal segmente de yapilan enjeksiyon sayesinde wallerian
dejenerasyon sonrasi rejenerasyon olusacak yol iizerinde kok hiicrelerin

myelinizasyona destekleyici etkisi olabilir.

Elektrofizyolojik incelemeler neticesinde gastrocnemius kasindan elde
ettigimiz aksiyon potansiyelleri kasin reinnervasyonunu gostermektedir. Grup 3

ve grup 5°de 14 ve 28. giinlerde alinabilmis aksiyon potansiyeli 6l¢iimleri,
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adiposit kaynakli kok hiicrelerin periferik sinirlerin rejenerasyonun
baglamasinda hizlanmaya sebep olabilecegini isaret etmektedir. Bununla
beraber bu aksiyon potansiyellerinin amplitiidleri heniiz ¢ok diisiik ve latans
stiresi uzun izlenmektedir. Daha sonraki giinler i¢in yapilan elektrofizyolojik
Olciimlerde de adiposit kaynakli kok hiicrelerin kullanildigi bu iki grubun kendi
kontrol gruplarina oranla (grup 1 ve grup 4) daha yiiksek amplitiidlii ve daha
kisa latansli aksiyon potansiyellerine sahip olduklari goriilmiistiir. Bu baglamda
kok hiicre kullaniminin periferik sinir rejenerasyonunu hizlandirmasinin yani
sira bu rejenerasyonun daha yiiksek kas kontraktilitesi ile sonuclandigi

diisiiniilebilir.

Fonksiyonel iyilesmenin incelendigi siyatik fonksiyon endeksi
Olciimlerinde elde edilen sonuglara gore en iyi iyilesmeyi gosteren grubun,
sadece kok hiicrenin uygulandigi grup oldugu goriilmektedir. Fonksiyonel
iyilesmenin olabilmesi i¢in, sinirden iletinin son organa ulagmasi yeterli
olmadig1 unutulmamalidir. Fonksiyonel iyilesmenin degerlendirildigi yiirlime
stirecinde, duyusal input, kortikal entegrasyon ve uygun yanitin olugabilmesi
gerekir (110). Rejeneratif siirece giren bir periferik sinirin uygun fonksiyon
gosterebilmesi i¢in bu siirecin icine kortikal plastisite de girmektedir. Motor
organ olan kasa gelen iletinin santral acidan organize edilebilir olmasi

fonksiyonelligi belirler.

Elektrofizyolojik ol¢iimler ve yiirlime analizleri neticesinde elde edilen
veriler dogrultusunda, adiposit kaynakli kok hiicre uygulamasinin periferik sinir
rejenerasyonunu arttirdigi diistiniilebilir. Ancak kok hiicre ile takrolimusun
beraber uygulanmasi ile ilgili elde edilen veriler dogrultusunda
elektrofizyolojik acidan beraber uygulamanin avantajli oldugu, fonksiyonel
acidan izole kok hiicre uygulamanin daha avantajli oldugu gozlenmistir.
Gastrocnemius kasina gelen maksimal iletiyi gosteren elektromyografi
degerlendirmeleri, maksimal efor gerektirmeyen yiirlime fonksiyonu ile farkli

sonuglar vermesi olagandir (109).

Calismamiz 15181nda gozlenen net fark kok hiicre uygulanan gruplarin
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kesi yapilan diger gruplara oranla daha iyi rejeneratif siire¢ gecirdikleri
yoniindedir. Calismamizda kesi modellerinde takrolimusun izole uygulamasi ile
sadece primer onarimin yapildig1 gruplar arasinda anlamli fark bulunmamugtir.
Bunun gerekgesi, daha onceki bir ¢alismada takrolimusun kisa donem
uygulamasinin yapildigi tibial sinir kesisi modellerinde gosterdigi rejeneratif
etkiyi; daha yiiksek bir seviye olan siyatik sinir kesi modellerinde 10 giinliik
uygulama ile gosterememesinden kaynaklanabilir. Takrolimusun yan
etkilerinden kaginmak icin siirenin kisa tutulmasi nororejeneratif etkilerin de
geri kalmasina ve yeterli gozlenememesine sebep olabilir. Yaptigimiz ¢alisma
neticesinde takrolimusun yan etkilerinden kaginmak icin siireyi kisaltmak
yerine , nororejeneratif etkinin tam anlasilmasi ve bu baglamda hedefe yonelik,
nokta atig1 tedavi araglar1 planlamak daha uygun bir yaklasim olabilecegi

goriisiindeyiz.

Kok hiicre uygulamasinin sinir rejenerasyonunu arttirdigi,
fonksiyonelligi arttirdig1 bilinmekle beraber ¢alismamiz da bunu destekler
niteliktedir. Adiposit kaynakli kok hiicrelerin otolog se¢ilmesi ve takrolimus ile
beraber uygulanmasi ile immiinsupresif etkinin ekarte edilmesi planlanmugtir.
Adiposit kaynakli kok hiicrelerin kaynagi olan dokular1 toparlamanin kolay ve
hizl1 olmasi bu iglemin otolog uygulanabilir olmasina olanak saglamigtir.
Ancak fonksiyonel iyilesme agisindan takrolimusun beraber uygulanmasinin
daha az iyilesmeye sebep oldugu goriilmiistiir. Bunun sebebi takrolimusun kok
hiicrelerin biiyiime faktorii salgilamasi veya diferansiasyonuna engel olmasi
olabilir. Bu yonde in vitro yapilacak caligmalarda takrolimus ile kok hiicrelerin
ayn1 ortama yerlestirilmesi sonucunda kok hiicrelerin biiylime faktorii salgilama
etkileri ve diferansiasyon etkileri bir sonraki aragtirma konusu olabilir.
Bilindigi iizere periferik sinir kesisi sonrasinda rejeneratif siirecin olugsmasi i¢in
distal segmentte wallerian dejenerasyon olugsmasi, immun sistem tarafindan
myelinin yikilarak debrislerin aciga ¢ikmasi ve proksimaldeki biiylime konisini
uyaran mediatOrler aciga ¢ikmasi gerekmektedir. Bunun sebebi, kok hiicrelerin
immun sistemi baskilayici 6zellikleri ile takrolimusun immunsupresif etkisinin
birlesmesi sonucu sinir kesisi distalinde rejenerasyon siirecinin baglamasina

sebep olan inflamatuar etkiyi baskilamasi olabilir.
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Histopatolojik incelemelerde kok hiicrenin uygulanmadigi onarim
modellerinde fasikiiller i¢inde artmig 6demin goze ¢carpmasi ayri bir
degerlendirme konusudur. Kok hiicrenin kullanildig1 gruplarda bu morfolojik
sonucun olusmamasi kok hiicrelerin immun modulan etkilerinden
kaynaklanabilir. Diger degerlendirme metodlari ile beraber yorumlandiginda
kok hiicre alan gruplarin daha iyi rejeneratif fonksiyonel sonuclar vermesinin
altinda yatan etken kontrollii bir inflamatuar siire¢ olabilir. Bununla beraber bu
hiicrelerin parakrin etkileri ve konak hiicrelere veridigi norotrofik destek
sonucunda daha yiiksek iyilesme oranlar1 gézlenebilir. Ayrica grup 3 ve 5 de
goriilmiis perifasikiiler alanlardaki S100 ile boyanmus hiicreler, perifasikiiler
araliga verilmis adiposit kaynakli kok hiicreler olabilir. Bu hiicreler 90 giinliik
stire¢ sonunda sag kalmis ve noronal diferansiasyon gostermis olabilir.
Hiicrelerin otolog secilmesi sonucunda bu hiicreler hayatta kalabilmig
rejeksiyona ugramamis ve immunmodulan etkilerinin yani sira
nororejenerasyonu destekleyici etkiler gostermis olabilirler. Tiim bunlarma
netlige kavusabilmesi i¢in ileri bir ¢calismada bu hiicreler floresan boyamalarla
boyanip takip altina alinabilir. Ayrica kok hiicrelerin diferansiatif etkilerini
gostermek lizere ndronal ve kok hiicre isaretleyicileri ile isaretlenmesi

yapilabilir.

Sonug olarak elde ettigimiz veriler 1s1g1nda literatiir bilgi birikimini
destekler nitelikte, otolog adiposit kaynakli kok hiicrelerin perifasikiiler aralifa
verilmesinin nororejenerasyonu arttirdig1 goriisiindeyiz. Bu ¢alismada
takrolimus ile beraber uygulamanin nororejeneratif siirecte avantajli olmadigi
gozlenmistir. Ancak bu iki nororejeneratif yontemin beraber uygulanmasinin
birbirlerini kisitlayici sebepleri olabilir. Takrolimusun ve kok hiicrelerin
nororejenerasyondan sorumlu mekanizmalarinin daha aydinlatilmasi icin

caligmalar gerekmektedir.
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OZET

Periferik sinir kesileri sonrasi yapilan sinir onarimlarda, fonksiyonel
geridoniisiin maksimize olmasinda rejenerasyon siiresi nemli rol almaktadir.
Kesi sonrasinda olusan ileti kaybina bagl olarak son organlarda fonksiyon
kayb1 olugmaktadir. Motor sinirlerin kesileri sonrasinda iskelet kaslarinda
motor-son plakta dejenerasyonun gelismesinden sonra yapilacak ileti getirici
yontemlerin fonksiyonel geri doniis lizerine etkisi olmadig1 bilinmektedir.
Periferik sinir kesisi sonrasinda iskelet kaslarinin néronal uyarilmasinin kisa
stirede ve nitelikli olarak saglanmasi ile fonksiyonel kayiplar
azaltilabilmektedir.

Literatiirde sinir onarimlar1 sonrasinda rejenerasyonun basarili ve hizli
olmas1 amaciyla denenmis ¢esitli ajanlar, cerrahi yontemler ve kok hiicre
caligsmalar1 bulunmaktadir. Takrolimus (FK506) isimli immiinsupresif ajanin
nororejeneratif etkisini destekleyen ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Takrolimusun immiinsupresif yan etkilerinden kacinmak amaciyla kisa donemli
kullaniminda nororejenerasyonu arttirdigina dair ¢aligmalar mevcuttur.

Adiposit kaynakli kok hiicrelerin nororejeneratif etkisi literatiirde
incelenmigtir. Farkli diferansiasyon evrelerindeki adiposit kaynakli kok
hiicreler ve schwann hiicrelerine benzeyen transdiferansiye adiposit kaynakli
kok hiicrelerin periferik sinir kesi modellerinde nororejenerasyona olumlu etki
ettifine yonelik ¢alismalar mevcuttur. Ancak kok hiicrelerin sinir koaptasyon
bolgesine sunum yontemleri ile ilgili sorunlar bulunmaktadir. Calismamizda bu
hiicrelerin perifasikiiler araliga sunularak verilmesi planlanmistir.

Bu caligmada koaptasyon yapilmis sinir kesisi modellerinde, otolog
adiposit kaynakli kok hiicre ve kisa donem kullanilan takrolimusun (FK506)
birlikte kullaniminin ndrorejenerasyon tizerine etkileri incelenmek
istenmektedir. Ayrica bu ayr1 iki rejenerasyon arttirici yontemin birbirlerine

olan tistiinliikleri ve zayifliklari ele alinmigtir
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Sonuglarin incelenmesi asamasinda fonksiyonel geri doniigiimiin
gosterilmesi i¢in yliriime analizi yapilmigtir. Rejenerasyonun baslangicini
bulmak amaciyla ratlarda ilgili gastrocnemius kasina yonelik EMG
uygulanmigtir. Rejenerasyon kalitesini incelemek amaciyla histopatolojik

olarak sinir kesitleri incelenmistir.

Elde edilen sonuglar neticesinde yiiriime analizi verileri izole kok hiicre
alan grubun sinir kesisi olan diger gruplara oranla daha iyi fonksiyonel sonuglar
gosterdigini igaret etmektedir (p<0,05). Elektrofizyolojik caligmada ise
maksimum kas aksiyon potansiyelleri ve latans siireleri degerlendirilmis ve kok
hiicre ve takrolimusun beraber uygulandig1 deneklerde latans siiresinin daha
kisa oldugu gozlenmistir. Her iki kok hiicre uygulanan grupta ise kesi yapilan
diger gruplara oranla daha yiiksek amplitiidlii aksiyon potansiyelleri ve daha
kisa latans siireleri elde edilmistir (p<0,05). Islak kas agirliklar
kiyaslandigininda kok hiicre kullanilan iki grubun, kesi yapilan gruplara kismi
tstiinliigii gosterilmistir (p>0.05). Histopatolojik incelemede kesinin proksimali
ve distalindeki sinir lif sayilar1 oranlar1 arasinda gruplar arasi farklilik
saptanmamustir (p=0,116). Ancak morfolojik bakilarda kok hiicre
kullanilmayan kesi modellerinde fasikiil ici ddem ve lif yogunlugunda azalma
dikkati cekmistir. Ek olarak perifasikiiler alana enjekte edilmis hiicrelerde S100

boyanma izlenmistir.

Bu sonugclar 15181nda kok hiicrelerin sinir kesi modellerinde maksimum
kas aksiyon potansiyelini ve fonksiyonel iyilesmeyi arttirdig1 goriilmektedir.
Kok hiicrelerin izole olarak nororejeneratif etkisinin takrolimusla beraber
kullanimi arasinda kismi farkliliklar gozlenmistir. Ancak nororejenerasyona
pozitif etkisi olan bu iki etkenin beraber kullaniminin etkilerinin ve

mekanizmalariin daha net anlagilmasi icin ileri caligmalar gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Periferik sinir rejenerasyonu, Takrolimus, Kok

Hiicre, Yiirlime analizi, Elektromyografi
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ABSTRACT

Neuroregenerative process has a great role in maximizing functional
recovery after repairing peripheral nerve lacerations. Functional loss occurs at
the end-organs due to conduction loss. It is well known that repairing the
injured nerve can not recover the function after motor-end plates are
degenerated. As a result skeletal muscles should be reinnervated as soon as
possible to minimize the functional loss.

Various pharmacological agents, surgical methods, stem cell researchs
are tested in altering and accelerating nerve regeneration while increasing
regeneration quality. Tacrolimus, an immunosuppressive agent which is
investigated in neuroregeneration, is found to impore neuroregeneration. In
order to avoid side effects of this immunosuppresive agent some researchers
administered this drug temporarily and found that it can still play an effective
role in neuroregeneration.

The neuroregenerative effect of adipocyte derived stem cells are investigated.
Several differantiaton status of adypocyte derived stem cells and schwann-like
transdifferantiated adipocyte derived stem cells are found to improve nerve
regeneration process in peripheral nerve injury models Unfortunately there are
some problems about delivering stem cells to the injury site in primary repair
models. We have planned to deliver these cells to the repair site by injecting
these cells to the perifascicular areolar soft tissue proximally and distally.

In this study, we investigated neuroregenerative effects of using
tacrolimus and adipocyte derived stem cells together in peripheral nerve
laceration model.

We have evaluated the funcional recovery by intemittent walking track
analysis. Electrophysciological evaluation was made to get compuond muscle
action potential and latency duration. Histopathological evaluation was made to
understand the quality of regenerating nerves. Wet gastrocnemius muscle

weight was assessed and recorded.
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Walking track analysis showed that subjects that received only stem
cells regained walking function better than other subjects (p<0,05).
Electrophysological assessments showed that the subjects which receives
tacrolimus and stem cells together have shorter latency duration compared to
the other nerve injury subjects. In addition Two groups which received stem
cells have demonstrated better compuond muscle action potential levels and
during the experiment (p<0,05). Groups which treated with stem cells had
partially higher wet muscle weight compared to non-stem cell received groups
(p>0,05). Histopathological distal to proximal fiber ratio assessment did not
demonstrated significant difference between groups (p=0,116). However
morphological evaluation showed that non-stem cell received groups had
intrafascilular edema and low nerve density. In contrast groups treated with
stem cells showed less edema and high density compared to other nerve
lacerated groups. In stem cell received groups perifasciular loose tissue

contained cells which had S100 dye.

Stem cells can enhance compound muscle action potentials and improve
functional recovery in laceration models. There are some partial differences
between subjects which received only stem cells and tacrolimus with stem
cells. However further studies are required to investigate neuroregenerative

mechanisms of tacrolimus and adipocyte derived stem cells.

Key words: Peripheral nerve regeneration, Tacrolimus, Stem Cells,

Walking Track Analysis, Electromyography
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