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1. GIRIS

Periferik sinir sistemi merkezi sinir sistemine oranla daha az korunakli
oldugundan travma sonucu hiicre hasar1 goriilme siklig1 daha yiiksektir. Travma disinda
bazi hastaliklar, tiimorler ve iyatrojenik lezyonlar da hiicre hasarina neden olabilir.
Yirmi milyon Amerikali, travmatik ve tibbi rahatsizliklarin neden oldugu periferik sinir
yaralanmasindan miizdariptir (Grinsell ve Keating, 2014) ve travmatik hasarli hastalara
her yi11 500.000' den fazla yeni hasta eklendigi tahmin edilmektedir (Rodriguez ve ark.,
2004).

Periferik sinir sistemi hasar gordiigiinde ya da hastaliklardan zarar gordiigiinde
merkezi sinir sisteminden daha fazla kendini onarabilme yetenegine sahiptir. Periferik
sinir sistemindeki hiicreler canli kalabilen noronlarla baglanti kurarak hasara yanit
verebilir. Fonksiyonel sinir hasarini tedavi edebilmek i¢in uygulanan pek ¢ok yontem;
yalnizca rejeneratif siirecin baglayabilmesi igin uygun c¢evre kosullar1 saglayarak
iyilesmeye katkida bulunur (Oberlin ve ark., 1994). Norotrofinler ile yapilan ¢alismalar,
lokal uygulamalarin fonksiyonel islevin geri kazanilmasinda daha etkin olduklarini
ortaya koymustur (Chen ve ark., 2001). Bununla birlikte sistemik olarak dagilan
norotrofinler protein toksisitesi gosterebilmektedirler. Hayvanlardan elde edilen
norotrofinlerin eksojen uygulanmasi, bagisiklik sistemini lezyonlu bolgeye karsi aktive
edebilir (Aloe, 2004). Nerve growth factor (NGF) bu norotrofinlerden en ¢ok calisilani
ve rejeneratif etkinligi en ¢ok saptananidir. Bu nedenle NGF stimiilatorii olan her madde
dejeneratif noral hastalik ve periferik sinir hastaliklari igin ila¢g olmaya adaydir. NGF
ekspresyonunu aktive eden aslan yelesi mantarinin da aralarinda bulundugu bir¢ok
dogal tiriin bulunmaktadir (Kawagashi ve ark., 1991, 1994, 1996; Yamaguchi ve ark.,
1993,1994).

Hericium erinaceus bircok Asya iilkesinde geleneksel tip alaninda ¢ok uzun
suredir tedavi edici bir mantar olarak kullanilmaktadir. Polisakkaridler, lektinler,
proteinler, erinasinler, herisenonlar gibi bir¢ok aktif bilesen igermektedir ve biyolojik
aktiviteleri tizerinde ¢alismalar devam etmektedir (Chang ve ark., 2015; Raman ve ark.,
2015; Phan ve ark., 2014; 2015; 2017; Seow ve ark., 2013; Eik ve ark., 2012; Mizuno,



1999; Kawagishi ve ark., 1991; 1993; 1996; Arnone ve ark., 1994; Kimura ve ark.,
1991).

Bu tezin amaci Aslan Yelesi Mantar1 (AYM) sicak su ekstraktinin fare dorsal
kok gangliyon (DKG) noéronlari (periferik duysal néronlar) tizerindeki rejeneratif

etkisini Sinir Biiylime Faktorii (NGF) ile karsilastirarak ortaya koymaktir.



2. GENEL BILGILER
2. 1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi, santral ve periferik sinir sistemi olarak ikiye ayrilir. Beyin ve
omurilik, santral sinir sistemini, kraniyal sinirler, spinal sinirler ve gangliyonlar ise
periferik sinir sistemini olusturur. Merkezi sinir sistemindeki ndron topluluklarina
niikleus denirken, periferik sinir sistemindeki néron topluluklarina ganglion denir. Ayni
sekilde merkezi sinir sistemindeki akson topluluklarina traktus, periferik sinir

sistemindeki akson topluluklarina ise sinir denir (Oge ve Baykan, 2015).
2. 1. 1. Periferik sinir sistemi

Embriyonel hayatin ii¢lincli haftasinin baslarinda ektodermden ndéral plagin
olusmasiyla sinir sisteminin tiim yapisini meydana getiren gelisim baglamis olur. Yirmi
besinci gilinde sinir sistemi gelisiminin tamamlanmasiyla birlikte tubus noralisin
olusumu dordiincii hafta itibari ile de tubus noéralisin iist kismindan encephalon, alt
kismindan medulla spinalis ve spinal sinirlerin gelisimi gézlenir (Junqueira ve Carneiro,
2006).

Periferik sinir sistemi; yapisal olarak ¢iftler halinde yer alan kraniyal ve spinal
sinirler ile bunlarla baglantili gangliyonlardan olusur. Gangliyonlar, bag dokusu
tarafindan desteklenen noron hiicre govdeleriyle, glia hiicrelerini iceren oval yapilardir,
sinir uyarilarinin aktariminda dagitim istasyonu olarak gorev alirlar. Bir periferik sinir;
duysal, motor ve sempatik, parasempatik liflerden olusur. Kraniyel sinirler beyinden
cikarak govdenin iist boliimiindeki organlara uzanan 12 c¢ift, spinal sinirler ise
omurilikten ¢ikarak tiim viicuda uzanan 31 c¢ift sinir igermektedir. Periferik sinir
sisteminde afferent lifler, gelismis reseptor sistemleri ile ¢evreden alinan uyarilari
santral sinir sistemine iletirlerken, efferent lifler ise santral sinir sisteminin cesitli

kademelerinde olusan uyarilari son organlara iletmektedir (Camppbell ve Reece, 2006).
2. 1. 2. Dorsal kok gangliyonu

Periferik sinir sisteminde noronlarin toplandigi bolgelere gangliyon denir (Sekil

2.1). Duysal noronlarin ilk hiicreleri burada bulunurlar ve farkli reseptor tiplerine



sahiptirler. Reseptor tiplerine goére mekanoreseptdr, termoreseptdr, nosiseptor,
elektromanyetik reseptorler ve kemoreseptorler olarak adlandirilirlar ve sirasiyla basing,
sicaklik, agri, 1sik ile tat ve kokuyu algilayarak iletirler. Pseudounipolar olan bu
hiicrelerin bir uzantisi uyarilacak periferik bolgeye dogru uzanirken, bir digeri merkezi

sinir sistemine giden merkezi dali olusturur (Guyton ve Hall 2007).

Spinal
cord

Sensaor lifleri

Periferal Sinir

Sekil 1. Dorsal kok gangliyonu anatomisi (Barton ve ark., 2017)

2. 1. 3. Sinir hiicresi

Sinir sisteminin yapisal ve islevsel birimi sinir hiicreleridir. Bu hiicreler bir
hiicre govdesi ile genellikle iki farkli ipliksi uzanti tipinden olusmustur (Sekil 2.2).
Dentritler, hiicre disindan gelen sinyalleri alip hiicre govdesi boyunca tasiyan, kisa ve
cok dallanmis uzantilar, aksonlar ise mesajlar1 akson tepecigi ile bagli oldugu hiicreden
diger hiicrelere ileten, uzunlugu bir metreyi asabilen uzantilardir. Yari jel kivaminda
olan noroplazmadan aksona dogru devamli bir sivi akis1 vardir ve akson igindeki sivi
aksoplazma adinm1 alir. Aksoplazma ¢evredeki yapilardan aksolemma denilen bir
membranla ayrilir (Junqueira ve Carneiro, 2006). Miyelinli sinir liflerinde sinir
hiicresinden sonra kisa bir uzaklik ¢iplak olarak devam eder. Daha sonra aksonun
cevresinde lipid ve protein karisimindan olusan miyelin kilif bulunur. En ¢ok miyelinize
olan hiicreler motor noronlarken, duysal néron aksonlarinin bir bolimi miyelinsizdir.
Miyelin kilifin devamliligi yoktur, ranvier bogumlarinda 1 mikronluk kesintiye ugrar.
Sinir lifinin iki ranvier bogumu arasindaki kismina internod denir. Bu bdlgelerde

adhezyon molekiilleri ve sodyum iyon kanallar1 bulunur. Ranvier bogumlari, elektriksel



iletinin aktarilmasindan sorumludur ve bdylece elektriksel iletinin akson boyunca

hizlandirilmasini saglar (Guyton ve Hall, 2007).

Dentritler
N\

~—=—— Hucre govdesi
Cekirdek ~——

Akson tepecigi Miyelin kilif

| , — Sinaptik

ug

Sekil 2. Sinir hiicre anatomisi (Camppbell ve Reece, 2006).

Periferik sinirler, igten disa dogru endonéryum, perinéryum ve epinéryum adi
verilen bag dokusu kiliflar1 tarafindan sarilmiglardir (Sekil 2.3). Sinirler distan
epindryum denen lenf, kan damari ve yag hiicrelerini de igeren bag dokusundan olusan
fibroz bir kiliftan olusur. Her demet cevresinde yassilasmis epitelyum benzeri
hiicrelerden olusan ve intrandral basinci koruyan perindryum ile schwann hiicreleri
tarafindan olusturulan miyelin ve tip 4 kollajen fibrillerden olusan endondryumdan

meydana gelir (Junqueira ve Carneiro, 2006).

Schwann hiicreleri noral tiipten kdken alan yalnizca periferik sinir sistemde
bulunan ve tek bir hiicrenin miyelinizasyonunu gergeklestirebilen noroglial hiicrelerdir
(Junqueira ve Carneiro, 2006). Bir¢ok farkli sistem miyelinizasyonu diizenlemekle
beraber schwann hiicrelerinde Notch sinyali araciligiyla gerceklesen negatif
modiilasyon miyelin olusumunun temel sebeplerindendir. Akson ¢ap1 schwann
hiicrelerinin miyelinizasyonu gerceklestirmesi igin bir anahtardir. Aktin filamentleri (F-
aktin), mikrotiibiiller, ara filamentler ve PO proteini periferik miyelin iskeletinin temel
elemanlarini, lipid bilesenleri ise igeriginin kuru agirliginin %75' ini olusturmaktadir

(Nave ve Werner, 2014).

Hasar sonrasi Schwann hiicreleri fenotipik degisiklige ugrar. Bu esnada

miyelinizasyon genleri inaktif olurken rejenerasyon genleri diizenlenir. Gozlenen



fenotipik degisimle beraber biiylime faktorlerinin salinimi artar, belirli faktorleri
salgilayarak makrofajlarin hasarli bolgeye miidahale etmesini saglar ve hasar sonrasi
hiicresel atiklarin temizlenmesinde ilk fazi gerceklestirir. Schwann hiicreleri otofajik
yontemle miyelin atiklarini stoplazmasinda yikima ugratir ve bdylece hasar bolgesinin
temizliginin yaklasik yarisin1 gerceklestirmis ve rejenerasyonu hizlandirmis olur

(Barton ve ark., 2017).

P eonoyum -

Endonoinyum

Sekil 3. Periferik sinir histolojisi (Gartner ve Hiatt 2001).

Noronlar fonksiyonel rollerine gére, motor néronlar, duysal noronlar ve ara
noronlar olmak tizere iice ayrilir. Motor ndronlarin hiicre govdeleri, spinal kordun 6n
boynuzunda yerlesiktir, aksonlar1 motor son plaklarda sonlanir. Duysal néronlarin hiicre
govdeleri arka kok ganglionunda yerlesiktir, aksonal uzantismin bir ucu periferde

0zellesmis reseptorlerde sonlanir, diger ucu merkezi sinir sisteminde sonlanir.
2. 2. Periferik Sinir Dejenerasyonu
2. 2. 1. Hiicresel hasar mekanizmalari

Simdiye kadar tanimlanmis olan tiim hasar modelleri hiicresel olarak belirli bir

yol izlemektedir. Sinirsel hasar i¢in su ana kadar iki ayr1 alternatif model belirlenmistir.



Dying back mekanizmasi

Sagliksiz  bir noéronda distalden hiicre govdesine dogru gerceklesen
dejenerasyona Dying back mekanizmasi denir. Dejenerasyon siireci haftalar hatta aylari
kapsayan bir siirede gergeklesir. Bu mekanizma, periferik sinirlerde en yaygin gozlenen
patolojidir. Toksik, metabolik ve enfeksiyonel nedenlerden kaynaklanmaktadir (Raff ve
ark., 2002).

Waller dejenerasyonu

1850 yilinda August Waller govdesinden ayrilmis kraniyel sinir aksonlarindaki
degisiklikleri gozlemlemistir. 1989 yilinda Stoll ve arkadaslarinin konuyu tekrar ele
almasiyla birlikte aksonun distal kisminin hizlica par¢alanmasi ve yikim sonucu olusan
kalintilarinin temizlenmesi ig¢in immiin sistem hiicrelerinin alana gegisini kapsayan bu

stireg Waller Dejenerasyonu (WD) olarak kabul edilmistir (Sekil 2.4).

WD bir akson biitiinliigli tamamen bozuldugunda meydana gelmektedir. Hizla
dejenere olan aksonda endoplazmik retikulum yikima ugrar, noéroflamentler parcalanir,
mitokondri siser ve akson fagosite olacak fragmentlere pargalanir. Periferik hiicre
dejenerasyonunun, 48 saat igerisinde sonlandigi ifade edilirse de bu WD' nin baslangici
olarak kabul edilir. Periferik hiicre hasarlandiginda schwann hiicreleri aksondan
ayrilarak degisime ugrar, fibroblastlarla birlikte immiin hiicre gecisini destekleyen
sitokinleri salgilar. Notrofiller bolgeye ilk gelen immiin sistem hiicreleridir. Hasar
sonrasindaki 8 saat icerisinde aksonun distal ucunda toplanirlar. Kisa siire sonra
monositlerin bolgeye akis1 ve makrofajlara doniistimii gergeklesir. Birkag giin igerisinde
hematogenik makrofajlar 10kositler tarafindan tutulur. Bu durumun WD'yi
tamamlamada kritik bir rol oynadigi diisiiniilmektedir (Defrancesco-Lisowitz ve ark.,
2015).
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Sekil 4. Waller dejenerasyonu (Mackinnon ve Dellon., 2014). Saglikli sinir hiicresi iizerinde
yapilan kesilme hasar1 (A), Kesme isleminden sonra distalden hasarin oldugu yone kadar
dejenerasyon gerceklesmesi (B), Proksimal segmentten rejenerasyon igin uzayan sinir lifi
dallarinin biiyiime konisiyle schwann hiicreleri laminasina tutunmasi (C), rejenere olan bdlgenin
olgunlastikca her bir sinir dalinin miyelinize olmasi (D), Baslangicta kesim yapilan tek lifin
sonugcta miyelinize olmus ¢ok sayida fiber iceren bir yapiya doniigmesi (E).

2. 2. 2. Mekanik hasar tipleri
Crush (Ezilme) hasar

Bu hasar yaralanma semasi iginde degerlendirilmezse de 1. derece yaralanmadan
daha hafif ya da néropraksi hasarindan daha hafif dereceli oldugu vurgulanarak ifade
edilebilir. Genel olarak anatomik acikliklara yakin lokasyonlarda meydana gelir. Ust
ekstremitede en yaygin gorildiigii bolgeler Carpal Tunnel ve Cubital Tunnel'dir.
Periferik sinir ezilmesi akut ya da kronik olabilir. Akut ezilme, radyal mononéropatide
gozlendigi gibi belirli bir siire eksternal ezilme olusumu sonrasinda gegici uyusma,

hissizlik ve bilek diismesi bulgulaniyla ifade edilir. Tamamen iyilesme siireci



haftalardan yillara kadar degisebilir. Kronik ezilme ise Carpal Tunnel sendromunda
gbzlenir. Semptomlar uyusma ve distal hissizlikle baslar zamanla kaslar zayiflar, harap
olur ve aksonal hasar derecesine ulasir. Sinir morfolojisi ve noromuskiiler kavsaklar
normal yapisim1 korurken, miyelin kiliflarinin daha ince ve bozulmus oldugu

gozlenmektedir (Netscher ve ark., 2012).
Double crush

Ezilme alaninda bir diger hasar sekli double crush olarak bilinir. Ilk olarak 1973
yilinda Upton ve McComas tarafindan carpal tunnel ya da cubital tunnel tanisi olan 115
hastanin 81'inde ayn1 zamanda boyun bdlgesinde noral lezyon olusumunu
gozlemlemeleri sonucunda tanimlanmistir. Buna gore bir hiicrede proksimal bolgede
lezyon olusmas1 sonrasinda transport yoluyla baska bir bolgenin néropati gelistirmeye
yonelik artan bir hassasiyetinin meydana geldigini ifade eder. Double crushtaki lezyon
morfolojisi kronik lezyon morfolojisi ile aynidir. Daha sonra 1990 yilinda Dahlin ve
Lundborg bilekte ulnar sinir sikismasi goriilen hastalarin dirsekte benzer proksimal
hasar gelistirdiklerini gézlemleyerek double crush'in ters formunu (Reverse Double
Crush) tanimlamislardir (Molinari ve Elfar, 2013).

Carpma ve transeksiyon hasari

Carpma hasar1 tipik olarak akut travmatik ezilmenin kesici olmayan bir alet
(sopa, cerrahi clamp vb.) yoluyla ger¢eklesen yaralanma modeli iken transeksiyon
hasar1 ise delici ya da kesici bir alet (cam, bicak silah vb.) aracilifiyla sinir
biitiinliigiiniin tamamen bozuldugu yaralanma modelidir. Transeksiyon modeli hasar
simiflandirmasinda nérotmezis veya 5. derece yaralanma ile tanimlanabilir (zochodne ve

Levi, 2005).
2. 2. 3. Periferik hasar tipleri

Seddon 1943 yilinda 650 hasta iizerinde calisma yaparak demiyelinizasyon
varligi ve akson ile sinirlerin bagl oldugu dokulardaki hasarin boyutunu goz 6niine
alarak akson hasarlarim ii¢ farkli kategoride ele almistir (Seddon, 1943) (Sekil 2.5).
Daha sonra Sunderland 1951 yilinda aksonlarin bagli oldugu dokularin hasar

derecelendirmesini  yapabilmek amaciyla Seddon’un gelistirdigi simiflandirmay1



genisleterek smiflandirmay1 bes kategoride incelemistir (Sunderland, 1951) (Sekil 2. 5).
1988 yilinda Mackinnon ve Dellon Sunderland’in siniflandirmasina altinc1 grubu da

eklemislerdir (Mackinnon ve Dellon 1988).

SEDDON SUNDERLAND TANIM
Noropraksia 1.Derece Yaralanma Segmental
demiyelinizasyon, lokalize
iletim blogu
Aksonometsiz 2. Derece Yaralanma Aksonal yaralanma,
distalde
3. Derece Yaralanma Waller Dejenerasyonu
4. Derece Yaralanma Waller Dejenerasyonu
endondryumda fibrozis ile
birliktedir.
Norometsiz 5. Derece Yaralanma Intakt olan tek yap1

eksternal epindryumdur.

6. Derece Yaralanma Sinir tamamen ayrilmistir.

Sekil 5. Yaralanma Siiflandirmalari.

Seddon simiflandirmasi
a) Noropraksi

Gozlenen en hafif sinir hasaridir. Yalnizca fokal demiyelinizasyon gergeklesir,
aksonda ya da bagh oldugu dokularda herhangi bir hasar s6z konusu degildir. Hafif
derecede ezilme ya da carpma sonucu meydana gelir. Sinirde lokalize bir iletim
bozuklugu mevcuttur ve iletim hizinda diismeyle sonuglanir. Demiyelinizasyon
derecesine bagli olarak etkisi asenkronik iletimden kas zayifligina neden olan iletim

bloklanmasina kadar degisim gosterebilir (Sekil 2.6).

b) Aksonotmezis

Fokal demiyelinizasyona ek olarak aksonal hasar gerceklesmesine ragmen

destek dokunun devamliliginin korundugu daha agir bir yaralanma tiirtidiir. Hasarl

10



aksonun distalinde Wallerian dejenerasyonun (WD) olustugu, proksimalinde ise

aksondaki miyelin ¢apinin ve ileti hizinin azaldigr goriiliir (Sekil 2.6).
¢) Norotmezis

Cogu hasar derecelendirmesi norotmezis olarak yapilir. Periferik sinir
yaralanmasinin en siddetli formudur. Sinirin ve destek dokularinin lazer uygulamasi
sonucu anatomik biitlinliigiiniin tamamen kaybolmasidir. Cerrahi miidahale olmaksizin

tyilesme miimkiin degildir (Sekil 2.6).
Sunderland siiflandirmasi
a) Birinci derece yaralanma

Seddon’un néropraksia kategorisindeki 6zelliklerle ayni 6zellikleri tasimaktadir.

Rejenerasyon sonucunda eski haline gelebilmektedir.
b) ikinci derece yaralanma

Bag dokusu kilif yapilar1 saglam olmasma karsin aksonal biitiinliilk kesintiye
ugramistir. Seddon smiflandirmasinda aksonotmezisde yer alan bir hasar derecesidir.

Distal segmentte WD gelisir.
¢) Ugiincii derece yaralanma

Bu yaralanma da aksonotmezis kategorisinde degerlendirilmesine ragmen 2.
derece yaralanmayla kiyaslandiginda daha ciddi bir yaralanma oldugu gozlenir.
Schwann hiicre kilifi, endondryum ve akson devamliligi bozulmustur. Akson distalinde

WD ve endonoral fibrozis olugsmaktadir.
d) Dordiincii derece yaralanma

Epinéryum digindaki tiim tabakalarin devamliligi bozulmustur. Fiziksel olarak
sinir biitiinliigli devam etmekle birlikte, olusacak skar dokusunun yaratacagi blok, sinir
rejenerasyonunu engeller ve hasar bolgesinde néroma olusumuna neden olur.
Aksonotmesiz kategorisinde en agir derece olarak degerlendirilir. Skar dokusu

kaldirilmadan iyilesme miimkiin degildir
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e) Besinci derece yaralanma

Seddon'un Norotmezis kategorisiyle uyum gostermektedir. Epinéral kilif
yaralanmasini da igeren, sinir devamliliginin tamamen ortadan kalktigi, cerrahi onarim

yapilmadan iyilesmenin miimkiin olmadig1 ¢ok ciddi yaralanmalardir.
f) Altinc1 derece yaralanma

Yaygmn bir sekilde kabul edilmemis olmasma ragmen 3. ve 5. derece
yaralanmalarin ayni noron iizerindeki kombinasyonunu ifade etmek ic¢in kullanilmistir.
Bazi liflerdeki ileti bloklar1 ve akson kaybinin beraber goriilmesi ile olusur. Periferik
sinir i¢indeki tim yapilarda ¢esitli seviyelerde meydana gelen derecelendirmesi ve
tedavisi ¢ok zor olan hasar olarak tanimlamustir. Ozellikle ezilme tipi yaralanmalarda

ortaya ¢ikmaktadir.
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Normal

Periferal

Sinir
Sinir
fibrilleri
demeti

1. Derece
Noéropraksia

3. Derece

Noérometsiz

4. Derece

Norometsiz

5. Derece

Norometsiz

Sekil 6. Sinir travma simiflandirmasi (Tsao ve ark., 2006).

2. 3. Hiicre Govdesinin Dejenerasyona Yaniti

Protein ve . mRNA sentezinde belirgin bir artis olmasi hiicre gdvdesinin
dejenerasyona yanitini ifade eden en onemli gostergedir. Gen ekspresyonu, hiicrenin
aksonal rejenerasyonu desteklemeye ge¢meye basladiginin en tipik isaretidir. Noronlar
poliribozomlar1 endoplazmik retikulumdan ayirarak kromatolize olurlar. Hasar
sonrasinda aksondan gévdeye hasar sinyalleri gonderilmektedir. Gonderilen sinyaller
Ca™ iyonlarmin hiicreye girisiyle gerceklesen erken sinyaller ve retrograt tasimayla

gerceklesen geg sinyaller olarak ikiye ayrilabilir (Ambron ve ark.,1996).
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Erken sinyalde hasar bolgesinde hizli bir Ca*? iyonu artis1 gézlenir ve bu sinyal
govdeye dogru gidildik¢e artar (Ziv ve Spira 1995). Ca*? iyonundaki bu artigin
membran kapanmasi ve biiyiime konisinin olusumunda yararli etkileri vardir (Mills,
L.R., 1991). Ca* iyon seviyesi rejencrasyonda onemli bir rol oynayan JUN ve FOS
genlerinin erken aktivasyonundan sorumlu olabilir (West ve Greenber, 2011). Sinir
hasarmi takiben retrograt tagmiminin arttigt ge¢ sinyallerde adaptér molekiillerinin
aktivasyonu veya ekspresyonu artmaktadir. Bu molekiiller transkripsyon faktorlerinin
dynein motor proteinlerine eklenmelerini kolaylastirmaktadir (Byrd ve ark., 2001;
Cavalli ve ark., 2005). Hasar sonrasi retrograt tasinimin arttigi adaptér molekiillerden
biri JIP3'tiir (Cavalli ve ark., 2005). Baska bir molekiil ise importin ailesi
proteinlerinden importin-p1'dir (Hanz ve ark., 2003) ve bu proteinin tasinimi hasara
yanit veren hiicre govdesinde genlerin yarisindan fazlasinin degisimine etki eder (Perry
ve ark., 2012). JIP3 ve importin-p1 disinda STAT3 aktivasyonu (Qui va ark., 2005) bir
de DLK kisitlanmasinin retrograt hasar sinyali olarak ifade edilebilecegi gosterilmistir
(Shin ve ark., 2012). Aksotomi hasar1 ger¢eklesmis periferik sinir hiicrelerinin protein
iiretimi, distal bolgede schwann hiicreleri ile biiylime konileri arasindaki etkilesimi ve
rejenerasyon hedefli bir ¢evre olusturma acgisindan 6nem tasir (Fenrich ve Gordon,
2004).

2. 4. Periferik Sinir Rejenerasyonu
2. 4. 1. Biiyiime konisinin yapis1 ve rejenerasyona etkisi

Biiylime konisi ilk olarak 1909 yilinda Santiago Ramoén Cajal tarafindan ele
alinmistir. Biiylime konisi aksonal ve dentritik kisimlarin uzayan boliimleridir. Isik
mikroskobunda biiylime konisinin temel iki kompartmandan olustugu goézlenmistir.
Bunlardan P Bolgesi lamellipod ve filopodlarin bulundugu genis bir diiz alandir. iki tip
membran ¢ikintist dallanmig aktin flamentleri ve uzun paralel aktin flament
demetlerinden bir ag icermektedir. C Bolgesi P Bolgesinin ardinda kalan ve akson
uzantisina baglanan kisimdir. Bu bélge mitokondri ve ekzositotik vezikiiller gibi
hiicresel organeller tarafindan zenginlesmistir. Ayrica sik bir mikrotiibiil ag
bulundurmakta bdylece en Onemli goérevi olan biiyiime konisinin hareketini
desteklemekte ve membran organellerinin taginimini saglamaktadir. Bu mikrotiibiillerin

bliylik bir boliimii C Bolgesinde sonlanir kiiclik bir boliimii aktin ve hiicre sinyal
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molekiilleriyle etkilesime girdikleri P Bolgesine gegis yaparlar. Yiiksek c¢oziintirliiklii
goriintli calismalariyla beraber biiyiime konisinin ti¢lincii bir bolgesi oldugu gosterilmis
ve bu bolgeye Gegis Zonu (T Zonu) denilmistir (Lowery ve Van Vactor, 2009). T
zonunun P ve C bolgeleri arasinda kaldigi ve Aktin ile miyozin yapilarinin her
ikisininde diizenlenmesinde rol oynayan aktomiyozin kontraktil yapilarini icerdigi
diistiniilmektedir. Bu igerigiyle birlikte T zonu, P bolgesinde aktin geri akimim
saglarken C bolgesinde ise mikrotiibiil kafes lokasyonunu sabitlemektedir (Burnette ve
ark., 2008).

a) Bilyiime konisinde aktin fibrillerinin rolii

Aktin, aksonal ve dentritik uzamaya Onciilik eder; belirli adezyon
molekiilleriyle birleserek ekstraseliiler kompanentlerin ileriye yonelik hareket giiclinii
olusturmalarmi1  saglar (Sekil 2. 7). Plazma membram1 yakiindaki aktin
polimerizasyonu, miyozin temelli aktin retrograt akimi ve adhezyon substratiyla aktin
grubunun segici etkilesimi kombinasyonunun biliylime konisini ileri ylriittigi
diisiniilmektedir (Lowery ve Van Vactor, 2009). Aktin iskeleti birgok sinyal molekiilii
tarafindan hedeflenmektedir. Rho-ailesi GTPaz' lar1 aktin dinamiklerinin olusmasi
amaciyla ekstraseliiler sinyallerin baglanmasi i¢in bir anahtar deligini temsil eder
(Burridge ve Wennerberg, 2004). Aktin flamentlerinin sivri uglarda veya belirli
bolgelerde hangi oranlarda bulunduklarini genis bir yelpazedeki diizenleyici proteinler
ve ¢ok sayidaki aksesuar proteinler organize ederler (Pollard ve Borrisy, 2003). Oncii
siir ¢ikintilart olan lamellipod ve filopodlar 6nemli 6l¢iide F-aktin polymerizasyonu
etkinliginde ger¢eklesmektedir (Symons ve Mitchison, 1991). F-aktin fibrilleri biiyiime
konisinde merkeze dogru mekanik bir gii¢ olusturmasi agisindan énemlidir. F-aktin gibi
mekanik gli¢ olusturan ikinci bir madde ise Miyozin-Il motor dimerleridir ve merkeze
yonelik F-aktin agimnin tersi yoniinde etki ederler (Yang ve ark., 2013). Bunlar biiyiime

konisi hareketi ve morfoloji ile vezikiil trafigine katkida bulunurlar.
b) Biiyiime konisinde mikrotiibiillerin fonksiyonu

Mikrotiibiiller 13 protoflamentten meydana gelirler ve silindir seklindedirler.
Mikrotiibiillerin bas ve kuyruk kismi o ve B-tiibiilinlerin polimeridir, her iki kisim da

polarizedir. a-tiibiilin bolgeleri negatif kisimdir, kapatilarak hiicre i¢inde stabilize edilir
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(Dammerman ve ark., 2003). Mikrotiibiillerin ¢ogu sentrozomlarda polimerize olur
fakat akson veya dendtiritik uzantilar tizerinde boliiniir, salinir ve tasinir. En 6nemli
Ozellikleri sinir hiicresinin hayati fonksiyonlar1 i¢in 6nemli olan organel veya paketlerin
uzak boélgelere tasinmasinda aracilik yapmalaridir. Cok yiiksek oranda bulunan
Mikrotiibiil-bagli proteinler (MAPS) mikrotiibiilllerin polarizasyonu, depolarizasyonu,
stabilizasyonu, etkilesimi, par¢alanmasi ve tagiimini diizenlerler (Hirokawa ve ark.,
2010). Ozellikle pozitif-ug tasiyici poteinlerin (+TIPs) etkin olduklar1 gosterilmistir. Bu
proteinler disinda depolarizasyonu saglayarak mikrotiibiillerin negatif etkisi ortaya
konmus olan KIF2 ve son zamanlarda calisilmis olan daha kisa fragmantlar1 olusturmak
icin mikrotiibiilleri bdlen katanin ve spastin gibi proteinler ortaya konulmustur (Roll-

Mecak ve MCNally, 2010).

Aktin
Polimerizasyon
' kuvveti

== Adhezyon
s~ Kuvvet
B-Tubulin

Sekil 7. Biiyiime konisine etkiyen kuvvetler (Santiago-Medina ve ark., 2015)

c) Adezyon molekiilleri

Adezyon molekiilleri kaba tabiriyle sabit sivilar igindeki protein yapilaridir,
bunlar tutucu gii¢ olusturmaktadir. Adhezyon molekiilleri integrinler, kadherin ve
imminoglobulin siiper ailesi (Ig SF) iiyelerini de igeren birgok farkli reseptorden
gelebilir. Kiigiik noktalar halinde goriiniirler ve temasa gecilen yerler olarak gdzlenirler.
Kadherin ve Ig SF molekiilleri komsu hiicrelerin yiizeylerinde salgilanan molekiillere

homofilik olarak baglanirlarken integrin ligandlar1 ekstraseliiler matrikste yer alir
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(Kolodkin ve Tessier-Lavigne, 2011). Bir de ekstraseliiler matriks i¢erigindeki laminin,
tenascin, fibronectin gibi ligandlar her biri ayri integrin proteinini aktive ederek etki
ederler (Myers ve ark., 2011). Yeni olusan ¢ikintilarda aktin primerlerini polimerize
eder ve aktivasyon i¢in integrinleri belirli pozisyonlara getirirler (Chan ve Odde 2008).
Her bir adhezyon molekiilii ylizey reseptorleri igerir ve temas noktasinda doniisiim
gecirirler. Adhezyon molekiillerinin fonksiyonlar1 tutma modeliyle agiklanmaktadir. Bu
modele gore molekiiller aktin ile birleserek retrograt akima girmektedirler, boylece
mekanik direng saglanir ve plazma membraninin ileri yonlii hareketi gergeklesir. Olusan
giice veya itime yanit olarak hiicreler mekanosensitif proteinler eksprese ederler. Bu
proteinler konformasyonel degisikliklere ugrayarak enzim aktivasyonu, iyon kapilari ve
protein-protein interaksiyonuna etki ederler. Bu proteinlerden en ¢ok iizerinde ¢alisilmis
olam1 Fokal adhezyon kinaz (FAK)' dir. FAK hiicreler arasi sinyal yolaklari ile
adhezyonlar arasinda direkt baglant1 saglayan protein-tirozin kinazdir (Parsons, 2003)
ve sitoiskeleti diizenlemek acisindan onemli olan serin ile tirozin fosforilasyon
bolgelerini bulundurur (Ma ve ark., 2001). Bu mekanosensitif protein disinda bir de
adhezyon molekiilleri igindeki P130 Cas, talin, flamin gibi yapisal proteinler de
mekanosensor gibi hareket edebilirler. Talin fonksiyonunun durdurulmasi filopodial

dinamiklerin degisimi ve biiylime konisinin olusumuna etki eder (Sydor ve ark., 1996).
d) Ca*?> davramisiyla biiyiime konisinin diizenlenmesi

Ik olarak Schubert ve arkadaslar1 (1978) nérit uzatma mekanizmasinda Ca*
iyonlarinin etkisini ¢aligmiglardir, intraseliiler Ca*? seviyesinin biiyiime konisi ve norit
biiyiimesinde Onemli bir rol oynadigi One siiriilmiis, daha sonraki ¢alismalarda
medyuma Ca*? kanal blokorii eklenmis ve bu durumda nérit biiylimesinin inhibe oldugu
gozlemlenmistir (Nishi ve Berg 1981; Suarez-Isla ve ark., 1984). Kanal blokorleri ya da
ekstraseliiler ortamdan Ca* iyonlanlariin uzaklastirilmasiyla iyon seviyesi
azaltildiginda bir saate kadar gegen siirede hiicrelerin intraseliiler stoklarini kullandigi
ve Ca'? bagimli mekanizmalarla norit uzatiminin diizenlendigi gézlenmistir (Kater ve
ark., 1988). 1991 yilinda yapilan bir ¢alisma ile biiylime konisinin 200 nM alt1 ve 300
nM istii Ca™ konsantrasyon seviyelerine karsi hassasiyet gosterdigi bulunmustur
(Lamkford ve Letouneau, 1991). Yapilan ¢alismalarla birlikte Ca*? iyon kanallarmin

bliylime konisinde yogunluk gostermesi ve Ca™ iyon bagli mekanizmalarla iyon
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seviyesini kontrol altinda tuttugu ortaya ¢ikmaktadir. Mekanosensitif kanallar Ca™ iyon
seviyesine direkt etki ederek hiicre gogii ve biiylime konisinin varligina etki eder
(Franze ve ark., 2009). Bu g¢alismalardan farkli olarak hiicrenin elektriksel
aktivasyonunun norit biiylimesini inhibe ederken stiimiilasyonun diizenli devamliligiyla
beraber norit biiylime seviyesinin normal haline geri dondiigii gosterilmistir (Fields ve

ark., 1990).
¢) Biiyiime konisinde membran hareketleri

Biiyliyen aksonda membran trafigi, uzama, donme, durma hareketleri ekzositoz
ve endositoz araciligiyla gergeklesir. Endositoz, membran integrin itici biiylime giicii
icin (Tojima ve ark., 2010), ekzositoz ise akson doniisii ve dallanmasinin artisi igin
onemlidir (Tojima ve ark., 2011). Meydana gelen membran hareketliligi ile birlikte
adhezyon molekiilleri, sinyal proteinleri, lipid diizenleyiciler ve reseptdrlerin tasinimi
ile 6ziimsenmesi de meydana gelir (Bloom ve Morgan, 2011). Membran hareketleri
ndrit biiylimesini siirlandirip yonlendiren bir fiziksel gii¢ gibi calisir (Meldolesi, 2011).
Membran genislemesinin biiyiik bir boliimii ekzositoz ile saglanir. Plazmalemma
prekiisor vezikiilleri (PPVs) ve enlargosomlar gibi biiyiik ekzositik vezikiiller hiicre
govdesinde salindiktan sonra aktiflesecekleri C bolgesine mikrotiibiiller araciligiyla
taginirlar (Pfenninger ve ark., 2003). Biiyiime konisinin belirli bir bdlgesine eklenti
olmastyla beraber baska bir kisimda da endositoz baslayabilir veya aktiflestirilebilir.
Endositozun bu iki farkli goriilme sekli farkli tiirde vezikiiller tarafindan ortaya ¢ikarilir
(Diefenbach ve ark., 1999). Biiyiiyen aksonlarda biitiin endositoz meydana gelmektedir
ve meydana gelen biitiin sivi faz endositoz norit uzama hiz ile is birligi i¢inde olup
biiyiimenin erken doneminde daha agik bir sekilde gozlenmistir (Bonanomi ve ark.,
2008). Biiyiime konisinde itici sinyal oldugu siire igerisinde ise asimetrik sivi faz
endositozun meydana geldigi ortaya konulmustur (Kolpak ve ark., 2009).
Aktiflestirilmis endositoz ise akson uzamasmin pozitif ve negatif sinyallerinin her
ikisiyle de iligkilidir, membran Oziimsenmesi ve geri doniisiimiiyle gerceklestirilir
(Tojima ve ark., 2011). Aktiflestirilmis endositozun bilinen bir markdérii membran
depolimerizasyonunu takiben aktiflestirilmis olan endozomlarin biiyiime konisinden
serbest birakilmasidir (Diefenbach ve ark., 1999).
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2. 4. 2. Sinir rejenerasyonunda immiin hiicrelerin rolii

Mast hiicreleri, noétrofiller, makrofajlar ve T hiicreleri periferik sinir hasari

sonrasinda rejenerasyonda etkili olan inflamatuvar hiicrelerdir.
a) Mast hiicreleri

Sinir dokuda halihazirda bir mast hiicreleri toplulugu bulunmaktadir. Bu
hiicreler hasar bolgesinde degraniilize olurlar ve bu graniiller aracilifiyla da néronlar
aktive eder ya da duyarli hale getirirler. Yine hasar bolgesinde aktive olarak
salgiladiklar1 araci proteinlerle notrofil ve makrofajlarin hasar bolgesine tasinmalarina

katkida bulunurlar (Moalem ve Tracy, 2005).
b) Notrofiller

Notrofiller dolasimdan hasarli bolgeye gelen ilk inflamatuvar hiicrelerdir.
Periferik sinir hasar1 sonrasi ilk 8 saat i¢inde sayilar1 artmaya baslar ve 24 saat i¢inde
notrofil sayis1 pik noktaya ulasir. Stoplazmalarinda graniiller ve salgi vezikiilleri
bulundururlar. Notrofiller barindirdiklart vezikiillerin, bakteriyosidal protein ve
sitokinleri, proteinaz ve reaktif oksijen molekiillerini salgilamasiyla hasar bolgesine etki
ederler (Moalem ve Tracy, 2005). Bolgedeki kalintilar1 fagosite eder, buradaki
sirkiilasyonu diizenler ve 6zellikle monositleri Wallerian dejenerasyonu sirasinda aktive

ederler (Gaudet ve ark., 2011).
c) Makrofajlar

Makrofajlarin sayisal artisi, aktiflesmeleri ve fagositik etkileri hasardan 2 giin
sonra baglar. Hasar bolgesinde yabanci partikiilleri fagosite eder ve hasarli ya da 6lmiis
olan dokuyu uzaklastirirlar. Yiizey proteinleri araciligiyla, antijenleri kontrol altinda
tutar ve schwann hiicreleriyle is birligi yaparak monositlerin hasarli bolgeye tasinmasini

saglar (Gaudet ve ark., 2011).
d) Lenfositler

Periferik sinir hasarinda bolgeye en son gelen hiicreler T lenfositlerdir. Hasar

sonras1 14-28 giin arasinda bolgedeki en yiiksek sayisal degere ulasirlar ve immiin
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yanitin bir sonraki adimini sekillendirerek rejenerasyona katkida bulunurlar. T
lenfositler, tirettigi birtakim sitokinler yardimiyla makrofaj fonksiyonlarini durdurabilir

veya bu fonksiyonlarin devam etmelerini saglayabilirler (Moalem ve ark., 2004).
2. 4. 3. Sinir rejenerasyonunda sitokinlerin rolii

Sitokinler ve sitokinlerin bir alt grubu olan kemokinler néral homeostazisi
diizenlemek igin stres sonrasi salimimlari hizli bir sekilde arttirilirak etki ederler.
Noronlar ve glial hiicreler tarafindan iiretilirler. immiin hiicrelerde de belirli bir 6l¢iide
bulunur ve bu hiicreler araciligiyla taginirlar. Sitokinler ve kemokinler karsit etkili
ozelliklere sahip olabilirler. Bu 6zellikleri inflamatuvar yanitin derecesi ve zamaniyla
baglantili olarak ortaya g¢ikar. Bu baglamda miktarlarindaki artis zamansal olarak ikiye
ayrilabilir. ilk olarak Waller dejenerasyonunun baslangicinda schwann hiicreleri
tarafindan tretilen sitokinler biiyiik 6l¢iide demiyelinizasyon ve makrofaj dolasimi ile
iligkilidirler. Schwann hiicrelerinin farklilagarak olgunlasmamig forma doniismeleri ile
birlikte yapilarinda bulunan Biingner bantlar1 bu hiicrelerin tirettigi sitokinler, adhezyon
molekiilleri ve norotrofik faktorlerin kaynagidir. Sitokin miktarinin en yliksek dereceye

ulastig1 ikinci zamansal ayrim ise inflamatuvar yanitin sonlandirilmasiyla iligkilidir

(Dubovy ve ark., 2013).
a) IL-1 Ailesi Uyesi Sitokinler

IL-1 ailesi sitokinlerinin rolii, enfeksiyon ve hasar sonrasi inflamatuvar yanitin
diizenlenmesini baglatmaktir. Bu grupta 11 sitokin bulunmaktadir. ilk tanimlanan
sitokinler %30 civarinda homoloji gosteren IL-1a ve IL-1f' dir (Bastien ve Lacroix,
2014).

IL-10, hasar sonras1 5-6 saat i¢erisinde schwann hiicreleri tarafindan sentezlenir.
Proinflamatuvar genlerin ekspresyonunu diizenler, 16kosit dagilimi, apoptozis ve
nekrozis iizerinde etkinligi vardir. IL-1p ise proinflamatuvar sitokindir. Olgunlasmamis
schwann hiicreleri tarafindan iiretilir. Hasar sonrasi ilk 5-10 saat icerisinde salgilanmaya
baslar ve schwann hiicrelerinin remiyelinasyona baslamasiyla kaybolurlar. TNF-a ile
birlikte aktive ettikleri yolak aracilifiyla kan sinir bariyerini zayiflatarak monositlerin

damar disina ¢ikist ve gogiine katkida bulunurlar. Schwann hiicrelerinin baslangigtaki
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miyelin yikimm tetikler, NGF sentezini diizenler ve NT-3 ile sinerjik olarak norit

biiyiimesini desteklerler (Dubovy ve ark., 2013; Defrancesco-Lisowitz ve ark., 2015).

IL-6 proinflamatuvar sitokindir. Notrofil ve makrofajlarin dagilimini kemokin
salinimiyla diizenler (Bastien ve Lacroix, 2014). Sinir hasarina karsi ortaya ¢ikan noral
ve immiin yanitlar i¢in anahtar niteliginde oldugu diistiniilmektedir. IL-6, néronlardan
az seviyede schwann hiicrelerinde ise yiiksek seviyede salmir. Once kendi reseptorii
olan IL-6R ile birlesir daha sonra norotrofik sitokinlerin reseptorii olan gp-130 ile bir
kompleks molekiil olusturur. Bu kompleks molekiiller sinyal doniistiiriicii etkiye
sahiptir ve hiicrenin rejenerasyon igin gerekli genlerini ifade etmesini saglar. IL-6' nin
sitokin sinyal baskilayici protein 3 (SOCS3) proteini aracilifiyla salinimi inhibe edilir

boylece zarar verici inflamatuvar etkisi engellenmis olur (Dubovy ve ark., 2013).

IL-18, bazi sitokinlerin {iretimini diizenleyerek rejenerasyona katkida bulunur.
Ornegin anti inflamatuvar etki gosteren IL-4 ve IL-13 sitokinlerinin {iretimini tetikler ve
bu iki sitokinin tiretimi alternatif olarak aktive olan makrofajlarin varligiyla sonuglanir

(Dubovy ve ark., 2013; Bastien ve Lacroix, 2014).

b) Tiimor nekroz faktor  (TNF-a) ailesi

Waller dejenerasyonunun erken sathalarinda schwann hiicrelerinin aktivasyonu,
miyelin degradasyonu, fagositozu ve makrofaj dolasimi tizerinde etkindir. TNF-q,
fibroblast artigin1 destekleyip nérom olusumuna sebebiyet verme ya da kompleks yapi
olusturup apoptoz veya programli nekrozisi tetikleme gibi fonksiyonlariyla dejeneratif
bir etki gosterebilirken, doku hasarin1 ve demiyelinasyonu azaltarak ya da olusturdugu
baska bir kompleks yapinin anti-apoptotik proteinlerin salinimini arttirmasiyla

noroprotektif etki gosterebilir (Dubovy ve ark., 2013; Bastien ve Lacroix, 2014).
¢) Norotrofik sitokin ailesi

Bu grup CNTF ve LIF gibi ¢ok oOnemli sitokinleri igermektedir. Sinyal

dontistiiriici etkilere sahiptirler. Hasar sonrasi hiicrenin hem distal hem de proksimal
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bolgesinde LIF ekspresyonu ve retrograt taginimi artar. LIF aksondaki uzamaya destek

olurken aksonda dallanmay1 engeller (Dubovy ve ark., 2013).
d) IL-10 sitokin ailesi

En onemli ozellikleri proinflamatuvar sitokinlerin negatif diizenlenmelerine
katkida bulunmalaridir. Hasar sonrasi alt1 hafta icinde IL-10' un sayisal artig1 gézlenir.
Bu artisla beraber makrofaj dagilimi ve TNF salgilanmasii baskilar (Moalem ve
Tracey, 2005).

2. 4. 4. Sinir rejenerasyonunda norotrofik faktorlerin etkinligi

Sinir rejenerasyonuna etki eden faktorlerden en 6nemlisi Norotrofin ailesi olarak
adlandirilan NGF, BDNF, NT-3 ve NT-4'tiir. Bu faktorler sinir hiicresi dongiisiinde
belirli zamanlarda aktivasyonlarini arttirmalarinin yani sira hasar goren hiicrelerde de

belirli oranda aktivasyon ve seviyelerinde artis meydana gelir.
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Sekil 8. Norotrofinlerin X-ray kristalize yapisi (Allen ve ark., 2013).

a) Sinir bityiime faktorii (NGF)

[lk olarak erkek fare tiikiiriik bezinden elde edilmis olan NGF, sempatik ndronlar
ve primer duyu noéronlari igin spesifiktir. Daha sonraki ¢alismalarda merkezi sinir
sistemi, endokrin sistem ve bagisiklik sisteminde karakterize edilmistir. Olgun aktif
formu prekiirséor NGF (Pro NGF) formunun ayrigsmasiyla tiireyen (Fahnestock ve ark.,
2004) 26 kDa agirliginda, homodimerik bir polipeptittir. NGF' in aktif formu B-NGF
olarak bilinmektedir. B-NGF' in iki a-NGF alt initesi ve iki y-NGF alt {nitesi ile
bilesimi ise yiikksek molekiiler agirlikli 7S NGF olarak tanimlanmistir(Sekil 2. 9). Bu iki
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alt tiniteden y-NGF alt tinitesi aktif bolge iken a-NGF alt {initesi pasiftir (Minnone ve
ark., 2017).

Sekil 9. NGF alt iinitelerinin etkilesimi. Merkezdeki acik mavi ve koyu mavi ile gériinen
bolgeler B-NGF dimerlerini ifade ederken, kirmizi olanlar a-NGF ve yesil olanlar ise y-
NGF alt tinitelerini gostermektedir (Evans, 1993).

NGF farkli néron populasyonlarini hem gelisim doneminde hem de eriskin
donemde fenotipik ve fonksiyonel karakterlerini devam ettirmeleri i¢in destekler. NGF
geriye kalan norotrofinler i¢in bir prototip olarak kabul edilir. Farkli tiir ve dokulardan
birgok NGF varyasyonu elde edilmistir. Periferik sinir sisteminde genel olarak schwann
hiicreleri tarafindan salgilanan NGF endotel hiicreleri gibi farkli hiicrelerde de
salgilanarak otokrin etkiyle kardiyovaskiiler sisteme de etki etmektedir (Lazarovici ve
ark., 2006). Noron govdesine retrograt olarak tasinan NGF, biyolojik aktivitesini
kendisine spesifik olan tropomiyozin kinaz reseptér A (TrkA)' ya baglanarak ortaya
cikarir (Huang ve Reichardt, 2003). TrkA ile aktiflesen sitozolik ve endozomal temel
yolaklar mevcuttur (Klesse ve Parada, 1999; Reichardt, 2006). Biyolojik aktivitesini
gostermek i¢in kullandig1 baska bir yol ise pan-norotrofin reseptor (P75NTR)' ye diisiik
afinite ile baglanmasidir. P75N™® TrkA yoklugunda hiicreyi apoptozis yoluyla 6liime
gotiiren ek sinyal yolaklarini aktive eder (Friedman ve Green, 1999). NGF iiretiminin

artmasinin bir diger etkisi de inflamatuvar agr ile iliskilidir (Sekil 2.10). NGF trancient
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receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) kanallar1 ve sodyum kanallarinin genetik
ifadesini baglatarak agr ile iliskilenir (Minnone ve ark., 2017).
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Sekil 10. NGF sinyal yolaklar1 (Kumar ve Mahal, 2012).

NGF dinamik olarak norotransmitter ve noropeptid sentezini kontrol eder.
Sempatik noéronlarda epinefrin liretimi, DKG P Maddesi (SP) gibi noropeptidlerin
ekspresyonu ve primer duysal noronlarin aracilifiyla kalsitonin gen-iliskili peptidin
(CGRP) ekspresyonu NGF tarafindan diizenlenir (Mearow ve Kril, 1995). Néronlar
haricinde immiin -hematopoetik sistem hiicreleri de NGF iiretir ve bundan faydalanir
(Bonini ve ark., 1999). NGF hematopoetik kok hiicreler (Auffray ve ark., 1996),
graniilositler (Bischoff ve Dahinden, 1992), lenfositler ve monositlerin (Bracci-
Laudiero ve ark., 2005; Noga ve ark., 2007) fenotipik, farklilasma ve/veya yasamsal

oOzelliklerini etkilemektedir.

Periferik noropatide bagli olan dokular tarafindan dretilip salinir, sinir
terminalinde ekspresse edilen spesifik reseptdrlerle tutulur ve néron gévdesine retrograt
olarak tasmir (Mendell LM, 1999). NGF uygulanmasi sonucunda aksotomiden sonra
goriilen santral kromatoliz ve hasarli ndron Oliimiinde azalma, protein sentezi,

fosforilasyonu ve kollateral lif tomurcuklanmasinda artis saptanmistir (Zhuk ve ark.,
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1997). Sican siyatik sinirinde yapilan ¢alismada, kontrolli NGF serbestlenmesinin

aksonal rejenerasyonu doz bagimli olarak arttirdigi goriilmiistiir (Lee ve ark., 2003).

NGF'in etkileri diyabet, immiin defansif viral hastaliklar, deri iilseri retinal
gangliyon hiicreleri gibi sinir sisteminin etkilendigi bir¢ok hastalik ve agr1 lizerinde de
calistlmistir (Aloe ve ark., 2015).

b) Beyin kiokenli norotrofik faktor (BDNF)

Ik kez 1982 yilinda bulunmus olan 120 aminoasitli bir polipeptittir. Hasar
sonrasi schwann hiicreleri ve duysal noronlar tarafindan BDNF sentezinde ve anterograt
tasinmasinda artis goriiliir (Moalem ve Tracey, 2005). TrkB' ye baglanarak aktif etki
gosterir. Yalnz NT-4'te bazi durumlarda TrkB' ye baglanarak BDNEF' nin yerine
gecebilir (Erickson ve ark., 1996). Duysal reseptorlerin diisiik esik hassasiyetinin
diizenlenmesine yardimei olur, mekanoreseptor tipl' i yavasga adapte eder (Carrol ve
ark., 1998). Periferik hasara yanitin bir boliimiinde NGF' in nosiseptorlerdeki (agri
reseptorleri) ekspresyonunu diizenlemek, BDNF' nin bir baska 6zelligidir (Zhao ve ark.,
2006).

c) Norotrofin—3 (NT-3)

NGF ile yapisal benzerlik gosterir ve 119 aminoasitli dimerik yapili bir
polipeptittir (Lamballe ve ark., 1990). Yiiksek afinite ile trkC reseptoriine ve diisiik
afinite ile P75 reseptoriine baglanir. TrkC Grup la kas igcikleri tarafindan ekspresse
edilir (Huang ve Reichardt, 2001). Gelisimin ge¢ evrelerinde motor ndron
yasayabilirligi tizerine gii¢lii etkileri vardir (Chen ve ark., 2003). Ayrica periferik sinir
rejenerasyonunda sinirli diizeyde etkilidir (Mendell ve ark., 1999).

d) Norotrofin—4/5 (NT-4/5)

NGF ile yapisal benzerlik gosteren, 130 aminoasitli dimerik bir polipeptittir ve
ilk olarak 1991 yilinda tanimlanmistir (Berkemier ve ark., 1991). Yiiksek afinite ile trkB
reseptorlerine baglanir (Klein ve ark., 1991). NT-4 D-Hair mekanoreseptorlerinin

hassasiyetini diizenler (Hilaire ve ark., 2012). Motor ndron yasayabilirligi icin giiclii
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destekleyici etkilerinin oldugu ve motor noéronlarin iskelet kast innervasyon

kapasitelerini arttirdigi saptanmistir (Yin ve ark., 1998).
2.5. Aslan Yelesi Mantar1

Dogada, Hericium erinaceus (HE), yasli eski kiitiikler, kesilmis agag pargalari ve
canli agaglarin yaralar ilizerinde meydana gelir. Sapka, ¢ok sayida kiiglik puskiil ile
ortiilii biiyiik beyaz bir kiime seklinde olusur. Dokusu seyrek bir siinger seklinde olup,
dalsiz ve yogun veya dilimli kabarcik seklindedir. Gencken beyaz renkli olan mantar
tam olarak biiylidiigiinde sariya doner. Bazi tropikal bolgeler ve soguk bolgeler diginda,
Kore, Japonya, Cin, Giiney Dogu Asya, Avrupa ve Kuzey Amerika' da yetisir (Yew
Keong ve ark., 2007).

Sekil 11. Aslan Yelesi Mantar1 (Sabaratman ve ark., 2011).

2.5. 1. Aslan yelesi mantarimn 6zellikleri

AYM Asya tilkelerinde genis oranda gida olarak kullanilmakla beraber govde ve
misellerinden elde edilen biyoaktif bilesenlerle de saglik destekleyici o6zellik
gostermektedir. Yapisinda 5 farkli bilesen bulundurur: erinasin, aromatik bilesenler,

steroidler, alkoloidler ve laktonlar.
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a) Heriserinler

AYM' nin govde ve misellerinden elde edilen aromatik bilesenlerdirler. Li ve
arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismalarla kloroform ekstraktindan elde edilen 7 bilesik
ortaya konmustur (Li ve ark., 2014). Bunlardan en Onemlileri isoserinler ve
heriserinlerdir. Bu yedi bilesen disinda Miyazawa ve arkadaslar1 (2012) ile Zhang ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismalarla D-arabiol esteri igeren iki yeni aromatik
bilesen ve yeni bir diterpen tamimlanmistir (Miyazawa ve ark., 2012; Zhang ve ark.,
2015).

b) Erinasinler

Erinasinler diterpenoidlerin keton tip grubunu temsil etmektedirler (Sekil 2.12).
Tang ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismalarda 24 diterpenoitten 20 tanesinin aslan
yelesi mantarinda bulundugunu gostermisler ve potansiyel noroprotektif ozellikleri
oldugunu ifade etmislerdir (Tang ve ark., 2015). Mantarin misellerinin etanol ekstrakti

ile erinasin A izole edilmistir (Lee ve ark., 2014).
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Sekil 12. AYM govde ve misellerinden izole edilen erinasinlerin kimyasal yapilari (Phan ve ark.,
2017): i1k tanimlanan erinasinler A—I (Kawagashi ve ark.,1994; 1996; 2006 Lee ve ark.,
2000); Erinasin P ve Q karakterizayon (Kenmoku ve ark., 2000; 2002) ve erinasin R
karakterizasyonu (Ma ve ark., 2008).

c) Erinaserinler

Burada ifade edilenler erinaserin- izondolin -1 olanlardir. Yapilan ¢alismalarla
aslan yelesi mantarindan erinaserin C' den, erinaserin L' ye kadar adlandirilan 10 yeni

erinaserin-izondolin-1 izole edilmistir (Wang ve ark., 2015).
d) Erinaselaktonlar

Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarla 3 yeni erinaselakton spektroskopik yontemle

izole edilmistir (Wu ve ark., 2014).
e) Glikoproteinler

AYM' den yeni bir glikoprotein olan HE6-5 izole edilmistir. Bu glikoproteinin
hemaglutine edici aktivitesinin yani sira insan gastrik karsinomasini bityimesini inhibe

edici 6zelliginin oldugu da yapilan galismalarla vurgulanmistir (Cui ve ark., 2014).
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f) Polisakkaridler

Aslan yelesi mantar1 misellerinin etanolde ¢oziinmesiyle ¢esitli polisakkaridler

izole edilmistir. Bunlar biyorafineri gibi kullanilabilirler (Balan ve ark., 2008).
g) Steroller

Li ve arkadaslarimin yaptiklar1 caligmalarla aslan yelesi mantarinin etanol
ekstraktindan 6 yeni sterol izole edildi. izole edilen bu steroller Erinerol A ile Erinerol F
arasinda adlandirildi (Li ve ark.,, 2001). Yapilan baska bir calisma ile mantar
misellerinde ergesterol bulundu (Avtonomova ve ark., 2011). Ergesteroller UVB' ye
maruz kaldiginda vitamin D' ye doniistiikleri i¢in 6nemlidirler. Yine misellerin metanol
ekstraktindan daha 6nce tanimlanmis olan 5 ergostan-tip sterol yag asidi ile 10 ergostan-
tip sterol erinaroller (G-J) izole edildi. Bu izole edilen maddelerden bazilarinin

antiflamatuvar ve antiproliferatif 6zellikleri oldugu ifade edildi (Li ve ark., 2014).
h) Vitamin B12 lakton

Biyolojik olarak inaktif B12 (c-Lakton) icermektedir. Lakton zincirinin kimyasal
olarak agilmasi saglanarak aktif B12 elde edilebilir (Teng ve ark., 2014).
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Sekil 13. Hericium erinaceus gévde ve misellerinden elde edilen lakton (Wu ve ark., 2014 ve
Teng ve ark., 2014).

i) Ucucu bilesenler

Bilinen yaglarin %87,6'sina tekabiil eden 77 ugucu yag izole edilmistir
(Miyazawa ve ark., 2008). Bu yaglarin bircogu patojenik bakterileri inaktive etmektedir
(Friedmen ve ark., 2003; 2002).
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2. 5. 2. Aslan yelesi mantarmmin mineral organizasyonu ve gida olarak

kullanim

Aslan yelesi mantarmmin goévdesinin kuru agirhg@ %28 protein, %61,1
karbonhidrat, %6,2 su ve 100 graminda 374 kcal enerji igermektedir (Cohen ve
ark.,2014). Ayrica mantar gévdesi ve misel biomasinda farkli oranlarda makro ve mikro
elementler (Kalsiyum, krom, kobalt, bakir, magnezyun, demir, manganez, fosfor,
selenyum, sodyum, siilfiir ve ¢inko) ile ¢ok daha diisiik miktarda toksik elementler
(Aluminyum, arsenik, baryum, bor, kadmiyum, nikel, glimiis, strontiyum, kalay,

titanyum ve vanadyum) bulunmaktadir.

Mantar govdesinde yaklasik olarak 42,9 pg, misellerinde ise yaklasik 56 pg
kadar y-aminobutirik asit (GABA) bulunur. Mantarin ekmek igerigine %35 oraninda
eklenmesinin beyin fonksiyonlarina etki ettigi ifade edilmistir (Meyerhoff ve ark.,
2014). Yine aslan yelesi mantarindan elde edilen sirke gibi mayalanmis iriinlerin
antioksidan olarak etki edebilecegi (Li ve ark., 2014), bunun yani sira alkolsiiz fermente
icecek olarak veya pisirilerek gida olarak alinimasinin sagliga faydali olabilecegi

savunulmustur (Woraharn ve ark., 2016; Lam ve Okello, 2015).
2. 5. 3. Aslan yelesi mantarimin antibiyotik 6zelligi

Kawagashi ve arkadaslari metisilin direngli Stafilococcus aureus (MRSA)
bakterileri iizerinde yaptiklari ¢aligmalarda birka¢ erinasinin bileseninin anti-MRSA
aktive edici Ozellik gosterdigini ortaya koymuslardir (Kawagashi ve ark., 2006). Yine
Salmonella typhimurium tizerinde yapilan g¢aligmalarda mantar ekstraktinin in vitro
caligmalarda inaktive edici Ozelligi gozlenirken in vivo caligmalarda fare {izerinde
yapilan deneylerde ayni ekstraktin makrofajlar1 aktive ederek tiim patojenlere karsi

immiin sistemi aktive ettigi gosterilmistir (Kim ve ark., 2013).

2013 yilinda Helicobacter pylori iizerinde yapilan bir ¢alismada ise etanol

ekstraktinin diisiik seviyede aktivite gosterdigi gézlemlenmistir (Shang ve ark., 2013).

Wong ve arkadaglarinin aslan yelesi mantarinin 6zelliklerini tanimlamak igin
yaptiklart arastirmada ise ¢esitli ekstrakt yontemlerinin gram pozitif ve gram negatif

bakteriler lizerinde inhibe edici 6zelligi oldugunu bulmuslardir (Wong ve ark.,2009).
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2.5. 4. Aslan yelesi mantarmin antikarsinojenik etkileri

Insan karaciger kanseri iizerinde yapilan bir ¢alismada aslan yelesi mantarinin
sicak su ekstraktinin bu hiicreler lizerinde apoptotik sinyalleri arttirdigi ortaya
konmustur (Lee ve Hong, 2010). izole edilmis olan heriserin ve heriserin A' nin 16semi
hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigi yapilan bir ¢alismayla ortaya konmustur (Li ve
ark., 2015). Kolon kanseri CT-26 hiicreleri tizerinde dondurup kurutma teknigi ile elde
edilen B-glukan icerigi yiiksek bilesenin intraperitonal uygulanmasi sonucunda %41'lik
timor kaybr gergeklestigi gortlmistiir (Kim ve ark., 2012). Aslan yelesi mantarinin
kurutulmus govdesinden elde edilen bir lektin olan aglutinin karaciger ve meme

kanserinde hiicrelerin ¢ogalmasini engelleyici bir etki gostermistir (Li ve ark., 2010).
2. 5. 5. Aslan yelesi mantarimin néroprotektif etkileri

Dejenere edilmis fiokromositom (PC12) hiicreleri {izerinde aslan yelesi mantar1
govdesinden elde edilen ekstraktin denenmesi sonucunda hiicrelerin yagsama oraninda
artis ve laktat dehidrogenaz salimiminda azalma gozlenmistir (Lui ve ark., 2015).
Yapilan bagka bir calismada ise ndrorejeneratif etkinligi olan NGF serbestlenmesinin
erinasin A, B ve C uygulanmasiyla tetiklendigi ifade edilmistir (Kawagashi ve ark.,
1994). Basdiokarplardan HPLC uygulamasiyla tanimlanmis olan 6 farkli bilesik PC12
hiicreleri tizerinde denenmis ve erisenon E' nin bu hiicrelerdeki NGF serbestlenmesi
pozitif kontroliin iki katina kadar arttirdigi gosterilmistir (Phan ve ark., 2014). Astrosit
hiicreleri lizerinde yapilan bir g¢alismada ise izole edilen bu bilesiklerin etkili
olamamasina ragmen govde ekstraktinin NGF mRNA'sin1 arttirdigi gosterilmistir (Mori

ve ark., 2008).
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3. GEREC VE YONTEM
3. 1. Materyaller

3. 1. 1. Deney hayvam

Deney hayvani olarak 6-8 haftalik Balb-C wrki albino fareler kullanildi. Fareler, Van
Yiiziincii Y1l Universitesi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nden temin

edildi.
3. 1. 2. Cahsmada kullamlan sarf malzemeler

Tablo 1. Sarf malzeme listesi

Sira Uriin ismi Marka Katalog Kodu
N
o
1 Ketalar (ketamin-hcl) 50mg/ml Pfizer
2 RPMI 1640 Sigma R0O883
3 Neuro Basal A (NBA) invitrojen 10888
4 Hanks'in Dengeli Tuz Soliisyonu Sigma H9269
(HBSS)
5 Kollajenaz (Enzim) Sigma C7657
6 Tripsin Sigma T4424
7 Fetal dana serumu (FCS) Sigma F9665
8 Deoksiriboniikleaz (DNAz) Sigma D4513
9 Tripsin Inhibitori Sigma 16522
10 Percoll Sigma P4937
11 Poly-L-lizin Sigma P6282
12 Laminin Sigma L2020
13 B27 suplementi invitrojen 17504044
14 Antibiyotik Sigma A5955
15 Cam tabanli petri kabi wpi-europe FD35100
16 Flask (hticre kiltri icin) Thermo 153732
Sientific
17 Santriflij tlpl Thermo 366060
Sientific
18 Deney tupu (10 ml) (vasat Greiner  Bio- 227261
hazirlamak igin) one
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19 Mikropipet ucu seffaf Thermo 005.01.001

Sientific
20 Mikropipet ucu sari Thermo 005.01.002
Sientific
21 Mikropipet ucu mavi Thermo 005.01.003
Sientific
22 GlutaMAX invitrojen 35050038
23 NGF Sigma N6009
24 Propidyum iyodir Sigma P4170
25 Calcein AM Sigma 206700
26 Hericium erinaceus mantari Agora
Mantarcilik

3. 2. Yontem
3. 2. 1. Aslan yelesi mantar ekstraktinin hazirlanmasi

Hericium erinaceus mantarinin aktif bilesenlerini elde etmek amaciyla
uygulanan yontemlerden biri sicak su ile ekstrakte etmektir. Calisilan mantar
ARGOMA Mantarcilik Gida Tarim ve Hayvancilik San. Tic Ltd. Sti DENIZLI' den
tedarik edilmis olan kiiltiir mantaridir. Tedarik edilen mantarin sicak su ekstrakti Raman
ve arkadaslarinin uyguladiklart protokole gore hazirlanmistir (Raman ve ark., 2015).
Taze mantar basidiokarplar1 pargalanip elektrikli degirmen makinesinde ogiitiilerek toz
haline getirildi. Toz formundaki 20 gr mantar ii¢ kez distile edilmis su ile 1:10 (w/v)
oraninda 1slatildi, 50 Heltz frekansta ajitator ile karistirilarak kaynatildi. Kaynayan sivi
30 dakika dinlendirildi. Kalintilarin uzaklastirilmasi igin steril gazli bez ile filtre edildi
ve 10.000 rpm devirde +4°C' de santrifiij edilerek siipernatant Whatman filtre
kagidindan (Number 1) gecirildi. Ornek bir gece -80°C' de bekledikten sonra
liyofilizatérde (Christ Alpha 1-4 LD Freeze dryer) -50°C' de 48 saat kurutuldu. Toz
halindeki ekstrakt 50 pg/ml' lik stoklarara ayristirilarak -20°C'de saklandi (Raman ve
ark., 2015).

3. 2. 2. Cahismada kullanilan vasatlarin hazirlanmasi

Calismada kullanilan vasatlar Oguz 'un uyguladigi protokole uygun olarak

hazirlandi (Oguz, 2009).
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a) Diseksiyon Vasati

Diseksiyon vasati, %1 oraninda glutamin-antimikotik- antibiyotik karigiminin
RPMI 1640 soliisyonu igerisine aseptik kosullarda eklenmesiyle hazirlandi. Vasat

diseksiyon siiresince soguk olarak kullanildi.
b) Kiiltiir Vasat1

Neurobasal A (NBA) soliisyonu igerisine %21 glutamin, %1 antibiyotik-
antimikotik ve %2 B27 supplementinin aseptik kosullarda eklenmesiyle hazirlandi.

Kiiltir siiresince vasat 37 °C sicaklikta muhafaza edildi.

3. 2. 3. Farelerden arka kok gangliyonlarin ¢ikarilmasi

Sekil 14. Arka kok ganglionlarin diseksiyonu sirasinda kullanilan malzemeler A) Standart
bistiiri, B) Oluk makasi, C) mikro makas, D) Standart forseps, E) Ince uglu forsepsler

DKG néron kiiltiirii halen laboratuvarimizda rutin olarak basariyla uygulanan bir
protokolle hazirland1 (Cengiz ve ark., 2012). Bunun i¢in Balb-C k1 geng yetiskin
fareler (6-8 haftalik) ketamin anestezisi (100 mg/kg) ile uyutulduktan sonra servikal
transeksiyon yontemi ile sakrifiye edildi. Dorsal kok gangliyonlar aseptik sartlarda
stereo mikroskop altinda ¢ikartildi. Cikarilan ganglionlar kiiltiir hazirlanincaya kadar
soguk diseksiyon vasatinda bekletildi.

3. 2. 4. Hiicre kiiltiiria

a) Enzimatik ayristirma
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Kollajenaz uygulamasi

Gangliyonlarin enzimatik ayristirilmasina kollajenaz ile baslandi. 995ul kiiltiir
vasati igerisine Sul kollajenaz tip IV eklenip ¢ikarilan ganglionlarin uzantilar1 kesilerek
bu karisim igerisine birakildi ve bu sekilde 40 dk. boyunca inkiibatorde (37 °C sicaklik,
%35 CO2, nem) bekletildi (Cengiz ve ark., 2012).

Tripsin uygulamasi

Inkiibasyon sonrasi siipernatant kisim atildi ve HANK'’S soliisyonu ile DKG' ye
3 kez yikama yapildi ve tizerine 400 ul NBA ile birlikte 200 pl tripsin ilave edildi.
Yeniden inkiibatore kaldirildi ve 15 dakika inkiibe edildi (Cengiz ve ark., 2012).

b) Mekanik ayristirma

Enzim muamelesi ile yumusayan doku 20 dk. siiren ¢ok sayida pipetleme ile
(tiritlirasyon) parcalandi. Bunun i¢in mavi pipet ucu u¢ kismindan makasla kesilerek
genisletildi. Bu ugla siv1 igindeki ganlionlar ¢ekilip geri bosaltildi. Sonra kalin pipet
ucuyla, daha sonra ince pipet ucuyla tiritiire edildi. Son olarak insiilin enjektoriiyle bir
defa siv1 alimip bosaltildi. Uzerine 6 ul DNAz enzimi eklendi. Etiive kaldirildi 30 dk.
boyunca 50 Heltz frekansta ajite ederek inkiibe edildi (Cengiz ve ark., 2012).

c) Saflastirma

Etiivden ¢ikarilan kiiltiir 120 g' de +4 °C' de 3 dakika santrifiije edildi. Cikarilan
ependorftaki siipernatant pipetle ¢ekilerek atildi. Ependorfa 360ul kiiltiir vasati, 40ul
FBS, 30ul Tripsin inhibitorii eklendi. Ayr1 bir bos 15 ml' lik santrifiij tiipiinde %60,
%35, %10' luk percoll gradiyenti olusturuldu. Hiicre siispansiyonu gradiyent {izerine
eklenerek 4000 rpm' de +4°C' de 20 dakika santrifiije edildi. Noronlarin yogunlukta
oldugu tabaka bir baska santrifiij tiiptine aktarildi ve 120 g' de 3 dakika santrifiije

edilerek noron hiicreleri kalintilardan arindirildi (Cengiz ve ark., 2012).
d) Ekim
Elde edilen ndronlar, bir giin dncesinde oda sicakliginda 2 saat %10 poly-I lizin

ve ardindan 37 °C’de 1 gece siiresince %0,001’lik laminin ile kaplanan ve ekim
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oncesinde steril distile su ile yikanip kurutulan 35 mm’ lik cam tabanli petri kaplaria
ekildi. Hiicreler oncelikle kiiltiir vasati i¢inde 600 pl siispansiyon olarak ekildi.
Hiicrelerin tabana yapismasi i¢in, iki saat etiivde inkiibe edildi sonra 900ul kiiltiir vasati
eklendi, petrideki kiiltiir vasati 1,5ml’ye tamamlandi. Kiiltiirler %5 CO2 ayarli 37°C” lik
etliivde 48 saat inkiibasyona alindi (Cengiz ve ark., 2012).

3. 2. 5. Mikroskobik goriintiileme ve aksotomi
a) Zaman aralikh mikroskopi ile pozisyon bulma

In vitro ortama aktarilmis olan noronlarm aksotomi igin uygun uzunluga
erisecek seviyede akson uzatmis olmalart icin 48 saat beklendi. Aktarilmis olan
noronlardan hangileri lizerinde calisma yapilabilecegini saptamak icin bilgisayar

kontrollii invert mikroskop (Cell Observer-Zeiss) kullanildi.

Sistem motorize bir invert mikroskop (Axiovert 200M) ile tiim fonksiyonlarin
kontrol edilip programlanabildigi bilgisayar ve yazilimindan olusmaktadir. Mikroskop
tizerinde bulunan dijital kamerayla alinan goriintiller bilgisayar ortamina
aktarilabilmektedir. Tabla iizerinde bulunan ve preparatin i¢ine yerlestirildigi inkiibator
kutusu sayesinde, hiicreler i¢in fizyolojik sartlar saglanabilmektedir (37°C sicaklik, %5
CO,, nem). Sistemde kurulu bilgisayar programi (Axiovision 3. 1) mikroskobun tiim
fonksiyonlariin bilgisayar ortaminda diizenlenebilmesine imkan saglamaktadir. Ayrica
bu program hiicreleri canli olarak bilgisayar ortaminda izleme olanagi vermektedir. Bu
program sayesinde preparatlarin X, Y, Z koordinatlartyla ¢esitli pozisyonlar kaydedildi.
Goriintli 6zellikleri (renk ayari, parlaklik, ¢oziiniirliik gibi) ayarlandi. Goriintli alirken
objektifler, filtreler ve 151k ayarlari otomatik olarak ayarlandi. Aksotomi yapilacak
noronlarin pozisyonlart 40X biiyiitmeli bir objektifle belirlendi (Sekil 3. 3). Propidium
iyodirin (7,5 uM) medyuma eklenmesiyle olii hiicreler tespit edildi. Membran
deformasyonu, vakuollerin artis1 ve akson fragmantasyonu gibi stres belirtileri gosteren
hiicreler elimine edildi. Mikroskop iizerinde bulunan dijital kamera yardimiyla
goriintiiler bilgisayar ortamina aktarildi. Onceden belirlenen ve goriintiilenen
pozisyonlar fotograflandi ve zvi formatinda depolandi. Fotograflar TIFF formatina

doniistiiriildii.
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Sekil 15. Zaman aralikli mikroskopla akson uzunlugunun 6lgiimii.

b) In vitro aksotomi yontemi

Deneysel calismalarda bircok hastaligin tam1 ve tedavisine yonelik hasar
modelleri gelistirilmistir. Periferik sinir hasari i¢in en ¢ok kullanilan yontemler
transeksiyon ve ezme hasaridir. Kullanilan birgok yontem dokusal kesi hasari
olusturmakta ve dokusal sorunlara yol agmaktadir. Bu ¢aligmada uygulanan mikrolazer
transeksiyon modeli, tamamen hiicresel hasara odaklanarak hiicresel yanitlari baglatmasi
acisindan uygulanan diger kesi hasar1 yontemlerinden ayrismaktadir. Ciinkii in vitro
ortamdaki ndronlara uyguladigimiz mikrolazer transeksiyon modeli, lazer giiciiniin,
hasar yerinin, hasar siiresinin ve diger c¢evre kosullarinin kontrol edilebilir olmasi
nedeniyle aksotomi sonrasinda ndronlarda benzer hiicresel yanitlar baslatmaktadir. Bu

nedenle diger transeksiyon modellerinden listiin oldugu sdylenebilir.

Noronlarda transeksiyon hasar1 (aksotomi) mikrolazer sistemi (PALM
Microbeam) ile gergeklestirildi. Bu sistemde bulunan lazer iinitesi 337 nm dalga
boyunda, her biri 3 ns siiren ve yaklasik olarak 300 pJ enerji salan pulse darbeler
tiretmektedir. Lazer aksotomileri sirasinda 63X kuru faz kontrast objektif (Achroplan
N.A. 0.75, Zeiss Almanya) ve lazer 1sinlarini, mikroskobu ve mikroskoba bagli olan

CCD kameray1 kontrol eden bilgisayar sistemi kullanildi (Sekil 3.4).
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Sekil 16. PALM Mikrolazer sistemi

Aksotomi islemi sirasinda ndronlar fizyolojik sartlarda tutuldu (37°C sicaklik,
%5 CO; ve nem). Gorilintileme ve aksotomi, PALM mikrolazer mikrodiseksiyon
mikroskobu (Zeiss Axiovert 200) kullanilarak 63x kuru faz kontrast objektifle yapildi.
Aksotomisi yapilacak olan noronlar belirlenerek pozisyonlar kaydedildi. Aksotomi igin
secilen noronlarin ve noritlerinin saglikli olmasina, néron biiylkligi ve norit capi
bakimindan aralarinda fark olmamasina dikkat edildi. Aksotomiler yaklasik olarak %90
enerji diizeyinde ve perikaryondan 150 pm uzaklikta yapildi (Sekil 3.5). Aksonlar
aksotomi iglemi sonrasinda aksotomi noktasindan proksimal ve distal segmentlere
ayrildi. Iki segment arasinda genis bir agiklik olustu. Aksotomi islemi, pH dengesinin
korunmasi amactyla 30 dakikalik araliklarla gergeklestirildi. Her petride ortalama 30
noronda aksotomi hasar1 olusturuldu. Canli hiicre tespiti amaciyla aksotomiden 48 saat
sonrasinda propidium iyodir (7,5 uM) ve Calcein AM (1 uM) floresan boyalari

kullanilarak goriintii alindi.
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Sekil 17. PALM mikrolazer sisteminde transeksiyon yapilacak néronun aksotomi 6ncesi (A) ve
aksotomi sonras1 (B) goriintiileri. B' de ok akson tepesinden 150 um mesafede
gerceklestirilen aksotomi noktasini gosteriyor.

3. 2. 6. Gruplar

Kontrol grubu: Noéron kiiltiiriine 10 ul/ml serum fizyolojik (SF) eklendi. Bir
saat sonra se¢ilen canli noéronlara PALM mikrolazer mikrodiseksiyon sistemiyle

aksotomi hasar1 gerceklestirildi.

NGF grubu: Noron kiiltiirine 50 ng/ml NGF eklendi. Bir saat sonra segilen
canli noronlara PALM mikrolazer mikrodiseksiyon sistemiyle aksotomi hasari

gerceklestirildi.

AYM grubu: Noron kiiltiirtine 50 pg/ml aslan yelesi mantarmin sicak su
ekstrakti (AYM) eklendi. Bir saat sonra segilen canli néronlara PALM mikrolazer

mikrodiseksiyon sistemiyle aksotomi hasar1 gerceklestirildi.

NGF+AYM grubu: Noron kiiltiiriine 50 ng/ml NGF ve 50 pg/ml AYM’ nin su
ekstrakti eklendi. Bir saat sonra se¢ilen canli noéronlara PALM mikrolazer

mikrodiseksiyon sistemiyle aksotomi hasar1 gerceklestirildi.

48 saat sonra aksotomi uygulanan noéronlarin hayatta kalma oranlar1 ve aksotomi
hasar1 gergeklesen noritlerin ortalama akson uzunluklar1 saptandi, gruplar arasi

karsilagtirma yapildi.
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istatistik Analiz

Uzerinde durulan 6zelliklerden siirekli degiskenler icin tanimlayici istatistikler;
Ortalama ve Standart Hata olarak ifade edilirken, Kategorik degiskenler igin say1 ve
ylizde olarak ifade edilmistir. Strekli degiskenler bakimindan grup ortalamalarin
karsilagtirmada Tek Yonlii Varyans analizi yapilmistir. Varyans analizini takiben farkli
gruplar1 belirlemede Duncan ¢oklu karsilastirma testi kullanilmigtir. Kategorik
degiskenler bakimindan gruplar1 karsilastirmada z testi ile oran karsilastirmasi
yapilmistir. Hesaplamalarda istatistik anlamlilik diizeyi %5 olarak alinmis ve

hesaplamalar i¢in SPSS istatistik paket programi kullanilmstir.
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4. BULGULAR

Dort  farkli g¢alisma grubundaki hiicreler, zaman aralikli  mikroskobik
gorlintiilleme sisteminde aksotomi Oncesi, aksotomi sonrasi ve 48. saatlerde
goriintiilendi. Tk 6nce propiyum iyodiirle boyanan 6lii hiicreler saptandi, canli hiicreler
belirlendi, aksotomi islemi bu canli hiicrelere yapildi. Aksotomi hasari gergeklestirilen
noronlarin 48 saat sonra 6lmiis olanlar1 ve canli kalanlar1 saptandi. Noronlarin akson
uzunluklar1 Axiovision 3.1 programi aracilifiyla dlgiildii. Istatistik degerlendirme igin

her grupta en az 100 hiicreye ait veri toplandi.
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4. 1. Kontrol Grubu

Serum fizyolojik uygulanan, aksotomiden once canli olduklar1 dogrulanan
noronlar, aksotomiden 48. saat sonra zaman aralikli mikroskop sisteminde goriintiilendi.
Bu néronlarm %31'inin canl kaldiklar1 goriildii ve bu noronlara ait aksonlarin ortalama

uzunlugu 6,90+ 2,2 pm hesapland1 (Sekil 4. 1).

Sekil 18. Kontrol grubu hiicrelerinin mikroskobik gorintiileri. Segilen canli hiicrenin (uzun ok)
aksotomi oncesi time lapse mikroskobunda faz (A), Pi (B), faz ve Pi’nin birlikte bulunduklar
goriintiiler (C). PALM lazer mikroskobunda aksotomiden hemen o6nce (D) ve aksotomiden
hemen sonra (E) faz goriintiiler. E’de ok bas1 aksotomi hasar noktasini gosteriyor. Aksotomiden
48 saat sonra time lapse mikroskobunda faz (F), P (G), Calcein (H), faz, PI, Calcein’in birlikte
bulunduklari goriintiiler (I).
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4.2. NGF Grubu

NGF (50 ng/ml) uygulanan grupta, aksotomi Oncesi canli olduklar1 dogrulanan
noronlarin, 48 saat sonra yapilan mikroskobik goriintiilemesinde %60’ nin canli kaldig:
goriildii. Bu noronlara ait aksonlarin ortalama uzunlugu 32,35+ 4,5 pum olarak

hesaplandi (Sekil 4.2).

Sekil 19. NGF grubu hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri. Segilen canli hiicrenin (uzun ok) aksotomi
dncesi time lapse mikroskobunda faz (A), PI (B), faz ve PI’ nin birlikte bulunduklar: gériintiiler
(C). PALM lazer mikroskobunda aksotomiden hemen dnce (D) ve aksotomiden hemen sonra (E)
faz goriintiileri. E’de ok bag1 aksotomi hasar noktasimi gosteriyor. Aksotomiden 48 saat sonra
time lapse mikroskobunda faz (F), PI (G), Calcein (H), faz, PI, Calcein’ in birlikte bulunduklar1
goriintiiler.
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4.3. AYM Grubu

AYM ekstraktt (50 pg/ml) uygulanan grupta, aksotomi oncesi canli olduklar

dogrulanan noronlar, 48 saat sonra zaman aralikli floresan mikroskopla goriintiilendi,

%91’inin hayatta kaldig1 goriildii. Bu noronlara ait aksonlarin ortalama uzunlugu ise

32,22+ 4,2 um olarak hesaplandi (Sekil 4.3).

Sekil 20. AYM grubu hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri. Segilen canli hiicrenin (uzun ok) aksotomi
dncesi time lapse mikroskobunda faz (A), P1 (B), faz ve PI’ nin birlikte bulunduklar1 gériintiiler
(C). PALM lazer mikroskobunda aksotomiden hemen 6nce (D) ve aksotomiden hemen sonra (E)
faz goriintiileri. E’de ok bagi aksotomi hasar noktasini gosteriyor. Aksotomiden 48 saat sonra
time lapse mikroskobunda faz (F), PI (G), Calcein (H), faz, PI, Calcein’ in birlikte bulunduklar
goriintiiler (I).
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4. 4. AYM ve NGF Grubu

AYM ekstrakti (50 pg/ml) ile NGF’in (50 ng/ml) birlikte uygulandig1 grupta,
aksotomi Oncesi canli olduklari dogrulanan néronlar, 48 saat sonra zaman aralikli
floresan mikroskop sisteminde gériintiilendi. Bu ndronlarin %94’{iniin hayatta kaldig
goriildii. Bu ndronlara ait aksonlarin ortalama uzunlugu 63,08+ 4,7 pm olarak

hesaplandi (Sekil 4.4).

Sekil 21. NGF + AYM grubu hiicrelerinin mikroskobik goriintiileri. Segilen canli hiicrenin (uzun
ok) aksotomi oncesi time lapse mikroskobunda faz (A), PI (B), faz ve PI’ nin birlikte
bulunduklar1 goriintiiler (C). PALM lazer mikroskobunda aksotomiden hemen 6nce (D) ve
aksotomiden hemen sonra (E) faz goriintilleri. E’de ok bagi aksotomi hasar noktasini
gosteriyor. Aksotomiden 48 saat sonra time lapse mikroskobunda faz (F), Pi (G), Calcein
(H), faz, PI, Calcein’ in birlikte bulunduklar1 gériintiiler (I).
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Sekil 22. Deney gruplari canlilik karsilagtirmasi. Deney gruplarinin kontrol grubuna oranla canlilik
orani anlamhdir *(p <0,01). AYM ve AYM+NGF gruplart canlilik oranlart NGF grubu canlilik
oranlart ile karsilastirildiginda anlamlidir **(p<0,01).
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Sekil 23. Aksotomi sonrasi 48. saatte yapilan akson uzunlugu dl¢iimlerinin gruplara gore dagilimi.
NGF, AYM ve NGF+AYM gruplart Kkontrol grubu ile akson wuzunlugu agisindan
kargilatirildiginda fark anlamlidir * (P<0,01). Ayrica NGF+AYM grubunun NGF, AYM ve
kontrol grubundan olan farki da anlamlidir ** (P<0,01).
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5. TARTISMA

5. 1. Yontem Tartismasi

Yapilan ¢alismada materyal olarak fare dorsal kok gangliyonundan g¢ikarmis
oldugumuz duysal néronlar kullanildi. DKG' den elde edilen primer kiiltiirlerde farkli
hiicre tiplerinin gozlenmesi daha 6nceki ¢alismalarla uyum gostermektedir (Cengiz ve
ark., 2012). Dorsal kok gangliyonlarda Hericium erinaceus' un etkinligini 6lgmek igin
uygulanan birgok ¢alisma PC-12 hiicreleri tizerinde yapilmistir. 1976 yilinda ilk kez
ratlardaki adrenal medulla tiimoériinden elde edilen bu hiicreler hiicre biiyiikligii ve
kiiciik vezikiil yapilariyla noronlara olduk¢a benzemektedirler (Greene ve Tischler,
1976). Sempatik ganglion noronlar ile fenotipik benzerlikleri, etik problemini ortadan
kaldirmasi, bulgulardaki varyasyonu azaltmasi ve kolay kiiltiire edilmesi sebebiyle
yapilan bir¢ok deneysel ¢alismada tercih edilmektedir (Westerink ve Ewing, 2008).
Fakat sinir hiicrelerin canliligi, biiyiime, sinyal degisimi ve ndrit uzama gibi faktorlerin
degerlendirilmesinde duysal noéronlarinin primer kiltiri daha yaygin olarak
kullanilmaktadir (Yu ve ark., 2015). Bu ¢alismada AYM' nin noroprotektif ve
nororejeneratif etkinliginin goriintiileme sistemi kullanilarak ortaya konulmasi

amaclandigindan primer kiiltiir uygulamasi daha uygun goriilmiistiir.

Deneysel olarak olusturulan birgok aksotomi modeli in vivo dejenerasyon
modelleridir. Periferik sinir transeksiyon modeli siklikla kullanilmaktadir. In vitro
transeksiyon modeliyle yapilan c¢alismalar daha nadir uygulanmaktadir. Bu modelin
diger modellere gore istiinliigli istenen Ozelliklere sahip hiicre se¢iminin net
yapilabilmesi, aksotomi yapilacak noktanin hesaplama programiyla belirlenebilmesi,
lazer giicliniin ve uygulama smirlarinin kontrol edilebilmesidir (Al-Ali ve ark., 2017).
Bu calismada uygulamis oldugumuz aksotomi hasarinin PALM mikrolazer sistemi ile
yapilmis olmasi da her bir néron i¢in tam bir akson kesimi olusturmasi ve H. erinaceus
sivi ekstraktinin etkinligini 6l¢mek i¢in olusturulabilecek en iyi ve Ozgiin sistem
oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica daha Once aksotomi deneyleri ile yapilan
caligmalarda kesim bolgesinin hiicre govdesine uzakliginin 100 pm' den fazla olmasinin
rejenerasyon siirecinin gergeklesmesi i¢in gerekli oldugu belirtilmistir (Cengiz ve ark.,
2012).
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Sinir hiicrelerinin rejenerasyon siirecinde herhangi bir maddenin etkinligini ya
da rejenerasyon modelinin avantajini ortaya koymak igin belirli 6lglim yontemleri
gelistirilmistir. Retrograt etiketleme, histomorfometri ve imminohistokimya, yeniden
sinir kas kavsagi kurulmus olan ilgili kaslarin elektrofizyolojik 6l¢iimleri ve davranissal
geri kazanim gibi gegerli 6l¢iim kategorileri bunlardan bazilaridir (Kemp ve ark., 2017).
Yaptigimiz bu ¢aligmada Ol¢iim yontemi olarak histomorfometri yontemini floresan
boyalar araciligiyla kullanarak hem aksotomi Oncesi ve sonrasi canli hiicre sayilarini
hem de akson uzunlugunu net olarak 6l¢ebildik. Bu yontem arciligiyla farkli florasan
boyalar bir arada kullanabilme avantajini1 kullanirken toksik etkisi olmayan boyar
maddelerden faydalanarak time-lapse goriintileme yontemi ile aksotomi sonrasi

hiicrelerin davraniglarint adim adim gézlemlendi.

Mantarlarin etkinligi bir¢ok izolasyon yontemiyle arastirilmistir. 1990'lardan
giinimiize kadar sivi ekstrakti, etil alkol ekstrakti, metanol ekstraktt ve bu
ekstraktlardan izole edilen birgok bilesenin yapist HPLC, spektrioskopi yontemi, X-ray
kristalografi yontemleriyle ortaya konularak nérotogenik etkinlikleri c¢aligilmistir ve
calisilmaya devam edilmektedir (Kawagashi ve ark., 1996, 1997; Lee ve ark., 2002;
Tsukumoto ve ark., 2003; Qu ve ark., 2012). Bu ¢alismada primer kiiltiir, mikrolazer
aksotomi gibi daha dnce AYM etkinligini degerlendirmek i¢in kullanilmamis yontemler
uygulandi. Aslan Yelesi Mantar1 ekstrakt yontemi olarak, Raman ve ark. (2015)

tarafindan metode edilmis sicak su ekstrakti tercih edildi.
5. 2. Etkinlik Degerlendirmesi

Deneysel calismada negatif kontrol, SF uygulamasinin ardindan aksotomi
uygulanan hiicreleri kapsamaktadir. Calisma sonunda kontrol grubundaki hiicrelerin
yalnizca %31' inin canli kalmis olmasi, bu teknigi uygulayan onceki caligmalarla
uyumludur. Dejeneratif yontem olarak kullanmig oldugumuz mikro lazer yonteminin
basarisin1 da ortaya koymustur (Sekil 4.5). Ayrica kontrol grubu dahilinde bulunan
noronlarin 48 saat sonunda ortalama akson uzunluklar1 6,90 um olarak hesaplandi
(Sekil 4.7). Herhangi bir etkene maruz birakmaksizin aksotomi sonrasi 48 saate kadar
akson uzunlugunda meydana gelen bu degisim waller dejenerasyonunun, Schwann
hiicreleriyle birlikte dejeneratif siireci devam ettirdigi ve hiicrenin gen ifadesi acisindan

rejenerasyon siirecine gecemedigini diisiindiirmekle beraber ¢alismadaki diger gruplarin
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rejenerasyon etkinligini ortaya koymasi agisindan temel bir basamak olusturdu (Sekil
4.1).

Pozitif kontrol olarak ¢alisilan hiicreler ise 50 ng/ml NGF eklenerek
desteklenmistir. NGF'in noronlar iizerindeki etkinligi yaklasik 40 yildir arastirmalara
konu olmustur. NGF'in akson uzatma ve rejenerasyonda aktif rol oynadigi kesindir ve
doz bagimli etkisi vardir. Phan ve ark. (2014) nin in vitro ortamda yaptigi ¢alismada
NGF’in en etkin dozu 50 ng/ml belirlenmistir. Uygulama sonucunda elde edilen veriler
yapilan ¢alismalarla uyumludur (Raman ve ark., 2015). NGF uygulamasi yapilmis olan
pozitif kontrol grubunda transeksiyon hasari meydana gelmis olan ndritlerde geri
¢ekilme gozlenirken canliliklarimi biiyiik oranda koruduklart goriildi. Transeksiyon
islemi uygulanan ndritlerin u¢ kisimlarinin aksoplazma akisim1 engelleyecek sekilde
kapanmalarina ragmen bliylime konisi olusturmadiklart bunun yerine ayni akson
tizerinde veya NGF uygulamasi yapildiktan sonra gelisen baska bir norit iizerinde

dallanma yaparak farkli yonlere dogru rejenere olduklart goriildii (Sekil 4.2).

Basidiomycetes ailesine mensup birgok mantarin rejeneratif etkinligi
arastirilmistir; 2012 yilinda yapilan bir calismada PC-12 hiicrelerinde Plouretus
giganteus mantarinin sivi ekstrakti kullanilmis ve 25 pg/ml' nin en etkin doz oldugu
ortaya konarak akson uzatiminda %31,7 artis gozlenmistir (Phan ve ark., 2012); yine
aynt yil igerisinde Lignousus rhincorus mantarmin sivt ekstraktinin  PC-12
hiicrelerindeki etkin dozunun 20 pg/ml oldugu, akson uzamasinda %15 artis sagladigi
kaydedilmistir (Eik ve ark., 2012); Kim ve ark. (2007) Tremella fuciformis mantarinin
stvi ekstraktint PC-12 hiicrelerinde c¢alismalart sonucunda 0,1 pg/ml ile 1,7 birimlik
norit artisi kaydedilmistir. Ganoderma neo-japonicum sivi ekstraktinin 50 pg/ml etkin
dozda 9%14,22'lik norit artist sagladigi; Ganoderma lucidium mantarmin = sivi
ekstraktinin 75 pg/ml etkin dozda norit uzamasinda %12,61 katkis1 oldugu; Grifola
frondosa mantarinin nérit uzamasindaki etkin dozunun yine 75 pg/ml oldugu ve %12,07
oraninda ndrit uzatma artig1 sagladigi ve son olarak Hericium erinaceus mantarinin sivi
ekstraktinin PC-12 hiicreleri tizerindeki en etkin dozunun 50 pg/ml oldugu ve %14,66
oraninda norit uzatma artist sagladig ortaya konulmustur (Seow ve ark., 2013). Primer
hiicre kiltiiri iizerinde yapilan denemelerde de H. erinaceus sicak su ekstrakti

etkinliginin 50 pg/ml yogunlukla %32,22 pm ndrit uzunlugu (Sekil 4. 6) ve %91
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canlilik oran1 bulundu (Sekil 4. 5). Seow ve ark., (2013) AYM’nin rejeneratif siirecte
islevsel olarak NGF' i taklit ettigini, trkA reseptorlerine baglanarak noritogenezisi
baslattigini bildirdiler. Primer noron kiiltiiriinde yapilan ¢alismada hiicrelerin 48 saat
sonundaki AYM grubunun canlilik orani, NGF grubundaki hiicrelerin canlilik oraniyla
karsilagtirildiginda anlamli bir fark ortaya ¢ikmis olmasi (p<0.01) AYM' nin hiicrelerin
hayatta kalma basarisint NGF' ten c¢ok daha kuvvetli bir sekilde destekledigini
gostermektedir. AYM'nin bu basarisi, glial hiicrelerdeki norotrofin, sitokin,
kemokinlerin salinimini ve/veya duysal hiicrelerindeki rejeneratif gen ekspresyonunu
tetikledigini diisiindiirtmektedir. Daha dnce iizerinde yapilmis olan bir ¢alismayla AYM'
nin endoplazmik retikulum stresinin tetikledigi hiicre 6liimiini azalttig1 ifade edilmistir
(Nagai ve ark., 2006). Bu ¢alisma neticesinde de elde edilen bulgular AYM' nin sinir
hiicrelerini ¢esitli fizyolojik stres faktorlerinin yikici etkilerinden koruyabildigini akla
getirmektedir. Yine 48 saat sonundaki hiicrelerin ortalama akson uzunluklarinin AYM
grubunda 32,22 um, NGF grubunda 32,67 um olmasi AYM ile NGF' in hiicrelerin
rejenerasyon yetenegini benzer sekilde etkilediklerini gostermekle birlikte Seow ve ark.

(2013)’nin goriislerini de desteklemektedir.

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarin birgogunda AYM' nin NGF'in gen
ekspresyonunu arttirarak rejenerasyona katkida bulundugu ifade edilmistir (Mori ve
ark., 2008, 2011; Sabaratnam ve ark., 2013). Lai ve arkadaslarinin neuroblastoma —
glioma cell NG108-15 hiicreleri iizerinde 10 ng/ml NGF ile 10 ug/ml AYM ekstrakti
kullanarak yaptiklari ¢alismada norit uzatmada kontrol grubuna oranla %59" luk bir fark
ortaya koymuslardir (Lai ve ark., 2012). Bu ¢alismada 50 ng/ml NGF ve 50 pg/ml
AYM ekstrakt: ile primer dorsal kok gangliyon ndronlar iizerinde arastirma yapildi.

Elde edilen veriler Lai ve ark. (2012)’nin sonuglari ile uyumludur (Sekil 4.7).
5. 3. Sonug¢

Son yillarda travma sonucu gelisen sinir hasarini tedavi etmek, ¢esitli hastaliklar
neticesinde gelisen sinir hasarlari i¢in koruyucu ve tedavi edici yontemler gelistirmek,
periferik sinir hasarindan kaynaklanan hasta magduriyetini gidermek, yapilan saglik
harcamalarin1 azaltmak ve periferik sinir hasar1 tedavisinden yola ¢ikarak merkezi sinir
sistemi hastaliklarini tedavi edici yollar gelistirmek amaciyla bir¢ok ¢alisma yapilmistir.

Bu calismalarda 6ne ¢ikan en onemli terdpatik ajan adaylarindan biri NGF olmustur.
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Ancak bugiine kadar yapilan calismalarda NGF’in stabil olmamasi, yiiksek polipeptit
yapida olmasi, kan-beyin bariyerini gegememesi, hayvanlardan elde edildigi igin
bagisiklik sistemini hasarli dokuya karsi aktive etme riski nedeniyle noérorejeneratif
kullanim alanmi kisithidir. Bu nedenle rejeneratif etkisi en az NGF diizeyinde olabilecek,
hasarli bolgeye hizli yiiksek konsantrasyonda yogunlasabilek ya da endojen NGF

miktarini arttirabilecek, yeni biyoaktif maddeler aranmaktadir.

Yapilan uygulamalar sonucunda, Hericium erinaceus mantarinin in vitro
ortamda fare DKG' den primer kiiltiirle elde edilen duysal néronlar tizerinde mikrolazer
hasarma karsi rejeneratif etkili oldugu belirlendi. Ayrica AYM grubunda elde edilen
veriler, bu mantarin sicak su ekstraktinin rejeneratif etkisinin NGF' inkinden ¢ok daha

yiiksek oldugunu gosterdi.

Gelecekte, Hericium erinaceus mantarmm sicak su ekstraktinin  doku
mithendisligi tarafindan hazirlanan, biyolojik olarak viicutta metabolize olabilen
sentetik polimer graftlar araciligiyla NGF yerine eksojen olarak pratikteki kullaniminin
rejenerasyonda alternatif bir tedavi olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Bu uygulamanin
yanisira, biyoaktif maddesinden faydalanarak hazirlanacak kapsiil formunun hem
periferik hem de merkezi sinir sistemi hastalarinda tedavi destegi saglama potansiyeli

tasidig1 sOylenebilir.

AYM'in in vitro ortamdaki rejeneratif etkisi, tedavi amagli kullanilabilecegine
yonelik umut verici bir fikir olusturmaktadir. Ancak ekstraktin hayvan deneylerindeki
terapotik etkinliginin test edilmesine ve klinik faz g¢aligmalar1 ile desteklenmesine

ithtiya¢ duyulmaktadir.
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OZET

Ayhan P, In vitro sinir hasarinda sinir biiyiime faktérii (NGF) ile aslan yelesi mantarin (Hericium
erinaceus) rejeneratif etkilerinin karsilastirilmasi, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Biyofizik Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2017. Periferik sinir hasar1 ¢cogunlukla
travmatik yaralanmalardan ileri gelir. Cogu hasarin iyilesmesi igin cerrahi girisim gerekir, yine de
beklenen fonksiyonel iyilesme tam saglanamaz. Yapisal ve fonksiyonel tam iyilesme saglamak, hastalarin
yagsam kalitesini yiikseltmek ve tedavi masraflarin1 azaltmak i¢in yeni yontem ve ilaglara ihtiyag
duyulmaktadir. Aslan yelesi (Hericium erinaceus) mantari (AYM) geleneksel Cin tibbinda
gastrointestinal rahatsizliklarin tedavisinde gili¢lendirici ilag olarak ve Dogu Asya'da hafiza gelistirmek
icin kullanilir. Sinir Biiyiime Faktorii (NGF) periferik sinirlerde Schwann hiicreleri, endotel hiicreler ve
immuno hemotopoetik sistem hiicreleri tarafindan salgilanir, hasarli néron Sliimlerini azaltir ve akson
rejenerasyonunu arttirir. Bu calismanin amaci, in vitro ortamda fare dorsal kok gangliyon (DKG)
noronlarinda mikrolazerle aksotomi hasar modeli olugturmak, bu model iizerinde NGF ile AYM ’nin
rejeneratif etkilerini floresan boyama ve mikroskobik goriintiileme yontemiyle karsilastirmaktir.
Calismada, AYM’nin sicak su ekstrakti hazirlandi. Balb-C 1rki farelerden DKG néronlart elde edildi,
petrilere ekildi, akson uzatmalari igin 48 saat inkiibatére birakildi. Dort ¢alisma grubu olusturuldu.
Kontrol grubuna SF, NGF grubuna NGF, AYM grubuna AYM ekstrakti, AYM+NGF grubuna hem AYM
ekstrakti hem de NGF uygulandi. Bir saat sonra canli néronlara PALM mikrolazer mikrodiseksiyon
sisteminde aksotomi hasar1 gerceklestirildi. Petriler 48 saat inkiibatore birakildi, petrilere floresan boya
eklendi. Hasarli noronlar, floresan mikroskop sisteminde gorintiilendi, bu néronlarin hayatta kalma
oranlart hesaplandi, hasar verilen aksonlarin uzunluklar1 6lgiildli, gruplar arasi karsilagtirma yapildi.
Sonug olarak hem AYM’nin hem NGF’nin hasarli periferik duysal noronlar {izerinde rejeneratif etkili
olduklar1, bununla birlikte AYM’nin rejeneratif kapasitesinin NGF’den daha giiclii oldugu saptandi. Buna
gore AYM’nin periferik sinir yaralanmalarinda terapdtik etkisini belirlemek amaciyla preklinik ve klinik
calismalar yapilabilecegi onerilebilir.

Anahtar Sozciikler: Dorsal kok gangliyonu, Hericium erinaceus, sinir biiyiime faktorii, aksotomi
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SUMMARY

Ayhan P, Comparison of regenerative effects of lion’s mane (Hericium erinaceus) mushroom and
nerve growth factor (NGF) in vitro nerve injury, Van Yuzuncu Yil University, Institute of Health
Sciences, Department of Biophysics, Thesis for Master of Science, Van, 2017. Periferic nerve damage
mostly arises from traumatic injuries. Surgical intervention is required for most of the damage to heal,
however, expected functional healing cannot be fully achieved. For structural and functional complete
recovery, improving life quality of patients, reducing treatment costs, new methods and drugs are required.
Lion's mane (Hericium erinaceus) mushroom (LMM) is used for the treatment of gastrointestinal disorders
in traditional Chinese medicine and memory enhancement in Eastern Asia. Nerve Growth Factor (NGF) is
secreted from Schwann cells in peripheral nerves, endothelial cells, and immune hematopoietic cells. It
reduces damaged nerve deaths and increases axon regeneration. The aim of this study is to establish
axotomy damage model with a laser microdissection system in mice dorsal root ganglion (DRG) neurons
and to compare the regenerative effects of NGF and LMM on this model with fluorescent staining and
microscopic imaging methods. LMM hot water extract was prepared in the study. DRG neurons were
obtained from Balb-C mice and cultured to petri dishes and incubated to growth of axon for 48 hours. This
study was consisted of four groups: Saline to control group, NGF to NGF group, LMM to LMM group,
both LMM and NGF to LMM+NGF group. After one hour from treatment, axotomy damage was
performed to live neurons with PALM micro-laser system. Petri dishes were incubated for 48 hours, and
then fluorescent dyes were added. Damaged neurons were imaged with fluorescent microscope system.
Survival rates of those neurons were calculated, the length of damaged axons was measured, and Groups
were compared for these parameters. As a result, both LMM and NGF had regenerative effect on damaged
peripheral sensory neurons, in addition regenerative capacity of LMM was found higher than that of NGF.
According to these results, it should be suggegted that preclinic and clinic studies can be conducted to the
determine therapatic effect of LMM.

Key words: Dorsal root ganglion, Nerve growth factor, aksotomy
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