T.C.
FIRAT UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

CERRAHI ANABILIiM DALI

RATLARDA PERIFERAL SINiR HASAR VE
RUPTURLARINDA SINiR REJENERASYONU
UZERINE KOK HUCRE ETKIiLERININ
ARASTIRILMASI
DOKTORA TEZI
Sema Dilan KAYAPINAR
2022



ONAY SAYFASI

Prof. Dr. Mesut AKSAKAL

Saglik Bilimleri Enstitiisii Midiiri

Bu tez Doktora Tezi standartlarina uygun bulunmustur.

Prof. Dr. Ali Said DURMUS

Cerrahi Anabilim Dali Bagkani

Tez tarafimizdan okunmus, kapsam ve kalite yoniinden Doktora Tezi olarak
kabul edilmistir.

Prof. Dr. Mehmet Cengiz HAN

Danisman

Doktora Smavi Jiiri Uyeleri
Prof. Dr.Emine UNSALDI
Prof. Dr.Caner Feyzi DEMIR
Prof. Dr. Ali HAYAT
Prof. Dr. Mehmet Cengiz HAN

Dog. Dr. Cafer Tayer ISLER




ETiK BEYAN

Kendime ait ¢aligmalar ile bu tez ¢aligmasini gergeklestirdigimi, calismalarin
planlanmasindan, bulgularinin elde edilmesine ve yazim agsamasina kadar tiim
asamalarinda etige aykir1 davranisim olmadigini bu tezdeki tiim bilgileri ve verileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢aligmasi i¢inde yer alan ancak
bu tez caligmasinin bulgular1 arasinda yer almayan verilere, bilgi ve yorumlara

kaynak gosterdigimi beyan ederim.

Sema Dilan KAYAPINAR
Tarih
Imza

Prof. Dr. Mehmet Cengiz HAN
Cerrahi Anabilim Dali
ELAZIG



TESEKKUR

Beni yetististirip bu giinlere getiren, tez ¢alismam boyuncada maddi manevi
higbir destegi esirgemeyen, siireci benim i¢in kolaylastiran ve her daim yanimda
olan babam Mehmet KAYAPINAR, annem Elif KAYAPINAR ve agabeyim Samet
KAYAPINAR’a ve bu siire¢ boyunca her zaman yanimda olan ve destegini
esirgemeyen danisman hocam Mehmet Cengiz HAN’a en igten duygularimla

tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

BASLIK SAYFASI ...t nrree e I
ONAY SAYFASH ...t I
ETIK BEYAN ...ttt iii
TESEKKUR ....cooooviiiiiieeeeteee ettt enes st s et an et iv
ICINDEKILER ..........ooovoiiiiieceee ettt v
TABLO LISTESI ....oooiiiiiiiiie e viii
SEKIL LISTEST ......cooiiiieieieeee ettt iX
KISALTMALAR .ot Xiii
Lo OZET ..ottt bbb 1
2. ABSTRACT ..ottt r e 3
T €] 1 24 1T 5
3.1, SENIE SISTEMI 1ttt 5
3.2, SiNir SIStEMI ANALIOMIST ....c.veveiiieiiieiiieieee e 5
3.2.1. Merkezi SINIF SISTEMI.......coiiiiiiieieiee e 6
3.2.1.1. Medulla Spinalis (OmUIIiK ).....cccccoiiiiiiiiiiiie s 7

3.2.2. Periferik SINIr SISTEMI ......ccoiiiiiiiieicec e 7
3.2.2.1. Kafa Sinirleri (Nervi Craniales) ........c.ccoourvririiiiniiiiiene e 7
3.2.2.2. Omurilik Sinirleri -Spinal sinirler ( Nervus spinalis) ..........c.cc.cco.... 8
3.2.2.2.1. Plexus Cervicalis (Boyun Sinit A1) ......cceovvriveriniiiiieneennns 9
3.2.2.2.2. Plexus Brachialis (Kol Sinit AZ1) ......cccccevviiiiiiiciieiie i 9
3.2.2.2.3. Plexus Lumbalis (Lumbal Sinit AZ1)......ccccvevviiiieiiiiiiieiienn 9
3.2.2.2.4. Sacralis (Sakrum Sinir AG1) .....cccooevriieeriiiiiieiieeeesee e 9

3.2.3. Otonom Sinir Sistemi (Visseral — Vegetatif sinir sistemi)................. 10

3.3. Sinir Sistemi MOrfolOJiSi.......ccoviiiiieiiiiiecc e 10
3.4. Periferal Sinir Yaralanmalart ...........c.ccooeoiiiiiiiniiiicc 11



3.5. Periferal Sinir Yaralanmalarinda Tedavi Yaklagimi ........cccccceviiniiennnnnne 13

3.6. Kok Hiicre Tanimi ve OZelliKIEri.........coevevevvececeeieieeeeeceeeeseseeee s 15
3.6.1. KOK HUCTE TIPIEIT c.vvivviiiiiiiiiiiiieiisie e 16
3.6.2. Kok Hiicrelerin Kullanildiklart Alanlar .........cccoooeiiiiiiiiiiicn 19
3.6.3. Kok Hiicrelerin Doku Onarimi Uzerine EtKisi........ocooeevevvcervevennnn. 20

4. MATERYAL - METHOD .....oooiiiieee e 23

4.1. Deney Gruplarinin Belirlenmesi .........ccocvviviiiiiiiniiiiiiciic e 23

4.2, HazirlK ASAMAST ......c.vveieiiiiiiie e iiiie e e scie e e eree e e e st e e e s snre e e e s snre e e e e snneeeeaans 23

4.3. Kemik iligi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre Elde Edilmesi ................... 24

4.4, Sigan Kemik iligi MKH'lerin izolasyonu ve KGItirii ...........ccvvvvevercenne. 25

4.5. Transfer I¢in Hiicrelerin Hazirlanmasl...........cocoovvveveeeeevesseiee e, 26

4.6. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir

Reaksiyonu ile Karakterizasyonu ............cccooeieiineieninineeieeee e 28
4.6.1. RNA IZOlaSYONU.....c.oviveviriiiricieiiceicieee e, 28
4.6.2. CDNA SENTEZI ..ottt 28

4.6.3. Gergek Zamanli (Real Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile cDNA

AMPEFIKASYONU ... 29
4.7. Deneyin Gergeklestirilmesi Ve TaKibi........ccooovveiiiiiiiiiicieieec e 30
4.8. Postoperatif Bakim ........cccoooviiiiiiiiiiiiii 33
4.9. Degerlendirme YONtemMIEri.......ccooveviiiiiiiiiiiiiicicee e 33

4.9.1. Kavrama Testinin Uygulanmast...........ccocovvviiiiiiiiiniiniiiccce 33

4.9.2. Adim izi Testinin Uygulanmas1 Ve Siyatik Fonksiyon Indeksinin

(@] 10111125 T=rs 35
4.9.3. Sicak levha (Hot Plate) Testinin Uygulanmast ...........ccccooceerveniennnnne. 38
4.9.4. Elektromiyografi Olgiimlerinin Yapilmast.........ccoeveueeeeerererererereennnn. 39

4.9.4.1. Siyatik Sinir Motor Iletim CalISmast.........coceeveveeeeeereeeereeeeenenens 40
4.9.5. HistopatolojiK YONtem .......cccooviiiiiiiiiiiiece e 43

Vi



5. BULGULAR ..o 47

5.1. Klinik Degerlendirme Bulgulari.........c.ccooiiiiiiiiiniiiciceeccc e 47
5.2. Kavrama Testi Bulgulart ...........c.cccooiiiiiiiii 49
5.3. Adim 1zi Testi BUIGUIATT .....c.cocviviieeiicieiceece e 51
5.4. Hot Plate Testi Bulgulart...........c.ccoooiiiiiiiiiiiicice 53
5.5. Elektromyografi Test Bulgulart .........cccccvvviiiiiiiiiiii e, 55
5.6. Histopatolojik BUlQUIAN ............ccoveiiiiiiiecece e 58
5.7. Immunuhistokimyasal BulGUIar ............ccceeeueeeerereeseeeeeeseeeeeseeesenens 67
6. TARTISMA ..o 77
7. KAYNAKGQGA ..o 88
8. OZGECMIS ..ottt 95

vii



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.

Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 7.
Tablo 8.
Tablo 9.

Tablo 10.
Tablo 11.
Tablo 12.
Tablo 13.

TABLO LiSTESI

Gruplarin sematize edilmesi..........ccveciiiiriiiiiieic e 24
Sican spesifik primer dizileri........ccoooveriiiiiiiiiieiiie 29
Histopatolojik skorlama yontemi (hematoksilen-eozin, Masson’ un
ticlii boyama yontemi ve luxol fast blue) ........ccccvvvvviiiiiiiiiiieeninen, 45
Calismada kullanilan primer antikorlar............cccocceviiiiiiiiiicinn 45
Immunohistokimyasal skorlama yontemi. ............cccccveevevecrerrierennne, 46
Kavrama Testi Istatiksel VErileri ........ccoocevvvvveerereriieereeeeeeceeienans 50
Adim izi testi istatiksel VErileri ......ccovveriiiieiiiiiee e 52
Hot-Plate Testi istatiksel VErleri.........ccoooveoiiniiiinicincee 54
8. Haftada Cekilen EMG grafigi..........ccoovvviriiiinieiiciiic e 56
EMG istatiksel degerlendirme bulgulart ..........cccoovvviiiiiiiiiiiinnne 56
Histopatolojik istatistiksel degerlendirme sonuglart .........c..ccccevvennens 59
Immunohistokimya skorlama degerleri............cccouevrerrrerercrerrererennne, 68

viii



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.

Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil. 10.
Sekil. 11.

Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.
Sekil 17.
Sekil 18.
Sekil 19.
Sekil 20.
Sekil 21.
Sekil 22.
Sekil 23.

Sekil 24.
Sekil 25.

SEKIL LiSTESI

Sinir sisteminin bOITIMIETT ........coiiviiiiiiiiiiii e 6
Medulla SPINALIS. .......cveieii e 6
SPINAL SINITIEL ... 8
B L0 (0) 4121 o) S AP R PR 11
Akson Dejenerasyonu (Wallerien Dejenerasyon) ..........cccceecvevverueenee. 13
Aksonal rejenerasyon SUIECI........c.cvverireiiiieiinie e 14

Kok hiicrenin boliinme ve farklilasmasi. A: kok hiicre; B: 6ncii hiicre;

C: farklilasmais hiicre; 1: simetrik kok hiicre boliinmesi; 2: asimetrik kok

hiicre boliinmesi; 3: oncii boliinme; 4: son farklilasma (18,19)......... 16
Kok hiicre tiirleri ve farklilasma 6zellikleri. ........cccovovviiiiiiiiieninnnne 17
Kemik iligi Kok Hiicrelerinin Falkon Tiipe Aktarilmasi................... 26
Izole Edilen Kok Hiicrelerin C1Karilmast...........oveeeveveervcvceeniesiseiens 27
Tedavi Amagli Hazirlanmis Kok Hiicreler..........oooooviiiiiiiiiiinie, 27
Operasyon Sahasinin A¢ilmasi Sinirin Ortaya Cikarilmast............... 31
Tam kat kesi olusturulan Siyatik Sinir.........ccccoviiiiiiiiiiiiiiiine 32
Hemostatik Pens Ile Sikilarak Hasar Olusturulan Siyatik Sinir. ........ 32
Siyatik Sinire Kok hiicre uygulanmast..........coccoovieiiiiiicicicnnn, 33
Kavrama testinin uygulaniSi........ccoccvovvereiiiieniiee e 34
AdIm 171 DUZENETT .....cvvvviiicieveeieeee e 35
Ratlara Adim Izi Diizneginin Uygulani§i..........coocevvvrevevirerreerennnnn, 36
Ratlardan Alman Adim IZi.......cccccoooeiiieiiieiiceeeeccee e 36
Hot plate CIhazZi........ccooviiiiiii e 38
Hot plate Testinin Ratlarda Uygulanisi............cccooiniiiiiininicnnn 39
EMG CIhazZ1..c..coiiiiiiicie e 40

Ratlarin Siyatik Sinir Motor Iletim uygulanmasinda Uyarim ve Kayit

Noktalari; A- proksimal uyarim noktasi, B- distal uyarim noktasi, C-

KA1t NOKLAST ... 41
Uyarim Elektrotlarinin Uygulans Yerleri.........c.ccooeviiininiiininnns 42
Uyarimin Verilmesi ve Kayit .......cccooeviiiiiiiiiiiieecee 42



Sekil 26.

Sekil 27.

Sekil 28.
Sekil 29.

Sekil 30.

Sekil 31.

Sekil 32.

Sekil 33.

Sekil 34.

Sekil 35.

Sekil 36.

Sekil 37.

8. Haftada hasar olusturlmus kok hiicre grubuna kavrama testi
UYQUIANAN deNEGIMIZ........oiviiviiiieieiieieieic e 49
Ratlarin tiimiinde topuk ve parmak ucu arasindaki mesafe — basi
uzunligu, birinci ve besinci parmaklar arasi mesafe-adim genisligi,
ikinci ve dordiincii parmaklar arasi mesafe- adim ortast genislik
0] (111 L1 ST U PSSP OPRPSN 52
Tim Ratlarda Hot Plate Testini Uygulanist..........cccoviveiiiiniiieninnnen, 54
Kontrol hasar grubunda normal sinir bolgesi (n), hasarli bélge (h) ve
hasarli bolgede goriilen aksonal dejenerasyonun vakuoler goriintiisii,
Waller dejenerasyonu (oklar), HXE, 10X........cccccooeimieneniinenennnnnns 60
Kontrol hasar grubunda hasarli bolgede goriilen siddetli aksonal

dejenerasyonun vakuoler goriintiisii, Waller dejenerasyonu (oklar),

Kontrol hasar grubunda normal sinir bdlgesinde sayilart artmis
damarlar (oklar), HXE, 10X........ccccoveiiiieiieie e 61
Kontrol hasar grubunda normal sinir bolgesi (n), hasarli bolge (h) ve
hasarli bolgede goriilen bag doku formasyonu (oklar), Masson’ un {iglii
boyamast, 10X.......coiiiiiiiie e 61
Kok hiicre hasar grubunda normal sinir bolgesi (n), hasarli bolge (h) ve
hasarli bolgede goriilen aksonal dejenerasyonun vakuoler goriintiisii,
Waller dejenerasyonu (oklar), HXE, 10X.......ccccccovevviiciiece e 62
Kok hiicre hasar grubunda hasarli bolgede goriilen siddetli aksonal
dejenerasyonun vakuoler goriintiisii, Waller dejenerasyonu (oklar),
HXE, 20X 1 e 62
Kok hiicre hasar grubunda hasarli bolgenin sinir kilifinda goriilen
mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 (oklar), HXE, 20X. ..................... 63
Kok hiicre hasar grubunda normal sinir bolgesi (n), hasarli bolge (h) ve
hasarl1 bolgede goriilen bag doku formasyonu (oklar), Masson’ un ii¢lii
boyamast, 10X, ......coiiiiiiiiiiei 63
Kontrol hasar grubunda (KH) ve kok hiicre hasar grubunda (KHH),
sinir kilifinda, benzer goriinlimde miyelin pozitifligi (oklar), Luxol fast

blue boyamast, 10X......cccoviiiiiiiiiiicii e 64



Sekil 38.

Sekil 39.

Sekil 40.

Sekil 41.

Sekil 42.

Sekil 43.

Sekil 44.

Sekil 45.

Sekil 46.

Sekil 47.

Sekil 48.

Kontrol ruptur grubunda, ruptur bolgesinde goriilen siddetli aksonal
dejenerasyon (oklar) ve bag doku formasyonu (asteriksler), HxE,
LXK s 64
Kontrol ruptur grubunda, ruptur bolgesinde goriilen aksonal
dejenerasyon (okbaglar1) bag doku formasyonu (asterik) ve hafif
siddette mononiikleer hiicre infiltrasyonu (ok), HXE, 20X. ............... 65
Kok hiicre ruptur grubunda, normal sinir bolgesi (n), ruptur bolgesi (r)
ve proliferasyon bolgesi (p), HXE, 4X. ..ccooevviveiieiecc e 65
Kok hiicre ruptur grubunda, ruptur sonrast gelisen siddetli
proliferasyon, sinirde siddetli kalinlagsma, HXE, 4X. ..........cccoooennee 66
Kontrol ruptur (KR) ve kok hiicre ruptur grubunda (KHR) ruptur
bolgelerinin goriiniimii, KHR grubunda aksonal dejenerasyon (oklar),
KH grubuna kiyasla daha az, bag doku formasyonu (asteriksler) ise
daha fazla, HXE, 10X, .....ooiiiiiiiiiiiiie ettt 66
Kontrol ruptur (KR) ve kok hiicre ruptur grubunda (KHR) ruptur
bolgelerinin goriiniimii, KHR grubunda bag doku formasyonu (oklar),
KR grubuna kiyasla daha fazla, Masson’ un tiglii boyamasi, 10X..... 67
Kontrol ruptur grubunda (KR) ve kok hiicre ruptur grubunda (KHR),
sinir kilifinda, azalmis ve benzer goriinlimde miyelin negatifligi (oklar),
Luxol fast blue boyamasi, 10X, ......ccccooviiiiiiiiiiiccee 67
Kontrol hasar grubunda, hasar bdlgesinde (h), normal sinir bolgesine
(n) gore azalmis MBP pozitifligi (oklar), immunperoksidaz boyama,
L0XK . et 69
Kontrol hasar grubunda, hasar bolgesinde (H), normal sinir bolgesine
(N) gore azalmig MBP pozitifligi (kiwrmizi boyali alanlar),
immunperoksidaz boyama, 10X..........ccocoririiriniiiiiene s 70
Kok hiicre hasar grubunda, hasar bolgesinde (h), normal sinir bolgesine
(n) gore azalmis MBP pozitifligi (oklar), immunperoksidaz boyama,
20K et 70
Ruptur grubunda, ruptur bolgesinde (R), normal sinir bolgesine (N)
gore ileri derecede azalmis MBP pozitifligi (kirmiz1 boyali alanlar),

immunperoksidaz boyama, 10X.........ccccovieiiiiiieiic e 71

Xi



Sekil 49.

Sekil 50.

Sekil 51.

Sekil 52.

Sekil 53.

Sekil 54.

Sekil 55.

Sekil 56.

Sekil 57.

Sekil 58.

Sekil 59.

Kok hiicre ruptur grubunda, ruptur boélgesinde (R), normal sinir
bolgesine (N) gore ileri derecede azalmis MBP pozitifligi (kirmizi
boyali alanlar), immunperoksidaz boyama, 10X. .........cccccceerrvernnnen. 71
Kontrol hasar grubunda, CD68 pozitif makrofajlar (oklar)
immunperoksidaz boyama, 20X..........ccccooiriiiiiiiiie s 72
Kontrol hasar grubunda, CD68 pozitif makrofajlar (okbaslar1) ve CD68
pozitif Schwann hiicreleri (oklar), immunperoksidaz boyama, 40X. 72
Kok hiicre hasar grubunda, CD68 pozitif makrofajlar (okbaslari) ve
CD68 pozitif Schwann hiicreleri (oklar), immunperoksidaz boyama,
20K, ettt nae e e areenreenre s 73
Kontrol ruptur grubunda, CD68 pozitif makrofajlar (okbaslar1) ve
CD68 pozitif Schwann hiicreleri (oklar), immunperoksidaz boyama,
20X ... A A Y 73
Kok hiicre ruptur grubunda, CD68 pozitif makrofajlar (okbaslari) ve
cok sayida CD68 pozitif Schwann hiicresi (oklar), immunperoksidaz
DOYAMA, 20X, .. oeeieciecee e 74
Kontrol ruptur grubunda cerrahi siitiir ¢evresine yogunlasmis S100
pozitif mikrogliya hiicreleri, immunperoksidaz boyama, 20X. ......... 74
Kontrol hasar grubunda damarlarda NGF pozitifligi (oklar),
immunperoksidaz boyama, 40X.........ccccccevieieiie i 75
Kok hiicre hasar grubunda damarlarda NGF pozitifligi (oklar),
immunperoksidaz boyama, 40X..........ccccviriiiniiieiee s 75
Kontrol ruptur grubunda damarlarda NGF pozitifligi (oklar),
immunperoksidaz boyama, 20X..........cccccevieiieie i 76
Kok hiicre ruptur grubunda, damarlarda NGF pozitifligi (oklar),
immunperoksidaz boyama, 20X...........cccviriiiniiiiiee s 76

xii



KISALTMALAR

ACTH : Adrenokortikotropik hormon

AEC : 3 amino-9-etilcarbazole
AKH : Adipoz doku kok hiicreleri
ASY - Atesli silah yaralanmasi
BUF : Baski Uzunluk Faktorii

CMAP - Birlesik kas aksiyon potansiyali
CSF : Graniilosit koloni uyarici faktor
CcVv : Tleti mzi-conduction velocity
DEPC - Dietilpirokarbonatl

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle Media, (besi yeri)

EIT : Atolojik ayakta ikinci ve dordiincii parmak arasi mesafe
EKH : Embriyonik kok hiicre

EMG : Elektromiyografi

EPL - Patolojik basi uzunlugu

ETS : Patolojik ayakta birinci ve besinci. parmak aras1 mesafe
HKH : Hematopoietik kok hiicreler

IM : Intramuskiiler

v . Intravenoz

KH : Kok hiicreler

LP : Lomber ponksiyon

MKH : Mezenkimal kok hiicreler

Xiii



MNCV  : Motor sinir ileti hizi- motor nerve conduction velocity

MSS : Merkezi sinir sistemi

MU : Motor iinit

N. : Nervus

NIT : Normal ayakta ikinci ve dordiincii parmak aras1 mesafe
NKH : Noral kok hiicreler

NPL : Normal bast uzunlugu

NTS : Normal ayakta birinci ve besinci parmak arasi mesafe
OAF : Orta Parmak Ayriklik Faktori

PAF : Parmak Ayriklik Faktori

PBS : Phosphate Buffered Saline

Rpm : Revolutions per Minute

SFI : Siyatik Fonksiyon Indeksi

SSS > Santral sinir sistemi

Xiv



1. OZET

Kok hiicre tedavisi cerrahi ve medikal olarak tedavi edilemeyen perifer sinir
yaralanmalarinda potensiyel bir tedavi yontemidir. Bu ¢alismada siyatik sinir hasar
ve rupturlarinda kok hiicrenin iyilesme iizerine etkilerini deneysel rat modelinde

arastirilmasi amaglandi.

Calismada yaklagik 250 gr agirhi§inda, yaslar1 2 aylik olan 56 adet winstar
albino disi rat kullanildi. Ratlar, her bir grupta 14 adet rat olacak sekilde 4 gruba
ayrildi. Ratlar genel anesteziye alindi. Sol arka bacak dorsalinde gluteal kaslarin
hemen iizerinden 2 cm uzunlugunda bir ensizyon olusturuldu. Gluteal kaslar kiit
olarak ayrilacak ve siyatik sinire ulasildi. 1. ve 2. Grupta hemostatik pens
yardimuiyla siyatik sinir 1 dk boyunca sikilarak hasar olusturuldu, 3. ve 4. ise siyatik
sinirde tam katli ruptur olusturuldu. Kesilen siyatik sinir epineuriumu kars1 karsiya
stitur edildikten sonra 1. ve 3. Grup ratlara epineurium igerisine subparaneural 2,5
x10° kok hiicre enjekte edildi. Yaralar basit ayri siitur ile kapatildi. Postoperatif
olarak ratlar giinliik g6zlemleri yapildi. Bunun yaninda on bes giinliik araliklarla 8
hafta boyunca kavrama testi, adim izi testleri uygulandi. Son hafta hot plate testi ve

EMG testi yapildi.

Kok hiicre uygulanan gruplarin kontrol gruplarina gore istatiksel olarak
anlamli farklhiliklar bulunurken, tiim grup igerisinde postoperatif yapilan testlerde
hasar olusturulmus kok hiicre grubunun diger gruplardan, istatiksel olarak anlaml

farklilik gosterdigi belirlendi.

Postoperatif 8 hafta sonunda sonra 6tenazi edilen ratlarin lezyonlu sinir

dokular1 histopatolojik degerlendirmede kok hiicre uygulanan gruplarin kontrol



gruplarina anlamli farkliliklar goériildii. Sonug¢ olarak periferik sinir hasarlarinin
onariminda, kemik kaynakli mezenkimal kok hiicre uygulamasi (yapilan motor

fonksiyon ve histolojik degerlendirmeye gore) olumlu etki gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Siyatik Sinir, Dejenerasyon, Kok Hiicre, Rat



2. ABSTRACT

Stem cell therapy is a potential treatment method for peripheral nerve

injuries that cannot be treated surgically or medically.

In this study was aimed to investigate the effects of stem cells on healing in

sciatic nerve damage and ruptures in an experimental rat model.

In the study, 56 winstar albino female rats, weighing approximately 250gr
and aged 2 months, were used. Rats were randomly divided into 4 groups with 14
rats in each group. Rats were placed under general anesthesia. A 2 cm long incision
was made just above the gluteal muscles in the dorsal left hind leg. The gluteal
muscles will be divided bluntly and the sciatic nerve has been reached. In the 1st
and 2nd groups, damage was created by squeezing the sciatic nerve for 1 minute
with the help of hemostatic forceps, and a full-fold rupture was created in the sciatic
nerve in the 3rd and 4th. After suturing the epineurium of the cut sciatic nerve,
subparaneural 2.5 x10° stem cells were injected into the epineurium of the 1st and
3rd group rats. The wounds were closed with simple separate sutures. Daily
observations of the rats were made postoperatively. In addition, grasping test and
step-track tests were applied for 8 weeks at 15-day intervals. Hot plate test and

EMG test were performed in the last week.

While there were statistically significant differences in the stem cell applied
groups compared to the control groups, it was determined that the damaged stem
cell group in the postoperative tests showed a statistically significant difference

from the other groups.



In the histopathological evaluation of the lesioned nerve tissues of the rats,
which were euthanized after 8 weeks postoperatively, significant differences were

observed between the stem cell applied groups and the control groups.

As a result, bone-derived mesenchymal stem cell application has a positive
effect on peripheral nerve repair (according to motor function and histological

evaluation).

Keywords: Sciatic Nerve, Stem Cell, Degeneration, Rat



3. GIRIS

3.1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi, viicud sinir lifleri ve sinir hiicrelerinden olusan karisik bir
sistemdir. Sinir sistemi sayesinde, ¢esitli duyu organlarindan gelen bilgiler, tasinir,
kaydedilir ve uygun cevaplar meydana getirir(1-3). Sinir sistemi viicut igi
mekanizmalarin (6rnegin hormonlarin salgilanmasi) kontroliinii yapar. Yiiriimek
gibi temel hareketlerin istemli kontroliinii saglar. Ayrica hafiza ve 6grenme icin
gerekli tecriibelerin olusturulmasini saglamaktadir (4,5). Sistem duyular1 algilama

uyarilabilme, iletebilme, ve uyarilara cevap verme 6zelligine sahiptir (5-7).

3.2. Sinir Sistemi Anatomisi

Sinir sistemi néron (neuron) adi verilen sinir hiicrelerinden olusur. Bir sinir
hiicresinde perikaryon (govde), perikaryona bagli uzantilar bulunur. Bu uzantilar
sinir lifi ya da neurit olarak adlandirilir. Uzun ve kisa olmak {izere iki gesit uzanti
bulunur, bunlardan kisa olan1 dendrit olarak adlandirilir. Cevre dokulardan gelen
uyarilar dendrit araciligiyla ile sinir hiicrelerine taginirlar. Uzantilardan uzun olan
ise akson olarak adlandirilir. Akson ise sinir hiicrelerinden ¢evre dokulara ileti

gotiirlir. Dendrit sayisi bir ya da daha fazladir, akson tektir (8,9).

Sinir sistemi; merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sistemi olmak tizere iKi

boliimdiir (Sekil 1) (8,9).
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Sekil 1. Sinir sisteminin boliimleri
3.2.1. Merkezi Sinir Sistemi

Merkezi sinir sistemi, diger adiyla santral sinir sistemi olarak isimlendirilir.
Merkezi sinir sisteminin yapisini beyin ve omurilik (medulla spinalis)
olusturmaktadir. MSS’nin yapisinda substantia alba (beyaz cevher), substantia
srisea (gri cevher) bulunmaktadir. Sinir hiicrelerinin govdeleri gri katmanda;

uzantilarida beyaz katmanda bulunur (8-10).

Kafatas1 kemik sistemi igerisinde, beyin, bulunur. Columna vertebralisin
(omurga) iginde ise medulla spinalis bulunur ve boyundan baslar, kuyruk

sokumunda biter (Seki 2)(8-10).
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3.2.1.1. Medulla Spinalis (Omurilik )

Medulla spinalis, merkezi sinir sisteminin 6énemli bir pargasidir. Omuriligin

sinir hiicrelerinden olusan silindirik olusuma sahiptir (8-10).

On boynuz ve arka boynuz olarak adlandirilan, medulla sipinalisin gri
madde yapisinin arka tarafinda iki ¢ikintis1 vardir. Duyu ve motor sinirleri 6n ve
arka boynuzlardan giris ¢ikis yaparlar. Nervus spinalis, sollu ve sagli olmak iizere

31 giftten olusur (8-10).

3.2.2. Periferik Sinir Sistemi

Periferik sinir sistemi, 12 ¢ift kraniyal (kafa) ve 31 ¢ift spinal (omurilik)
sinirden meydana gelmistir. Perifer sinirler, merkezi sinir sistemi ile duyu organlari,
organlar, bezler ve kaslar arasindaki iletisimi saglamakla gérevlidir. Sensitif ve
motor sinirlerden olusurlar. Sensitif — duyu sinirleri organlardan merkezi sinir
sistemine mesaj getirir, motor — calistiric1 sinirler ise merkezi sinir sisteminden

organlara emir iletirler (6, 7,10).

3.2.2.1. Kafa Sinirleri (Nervi Craniales)

Beyinden ¢ikan kranial sinirler, kafatasi tabanindaki deliklerden gegip bas
ve boyuna dagilirlar. Kranial sinirler 12 ¢ift sinirden olusur. Kranial sinirlerden,
g06giis ve karin organlarina kadar ilerliyen, X. kafa ¢ifti olan N. vagusdur. Kafa sinir
ciftlerinde numaralandirilma beyne baglanig sirasina gore 6nden arkaya dogrudur.
Numaralar spesifiktir ve degismez. Adlandirmalar ise su sekildedir: 1. Nervus
olfactorius, Il. Nervus opticus, Il1l. Nervus oculomotorius, 1VV. Nervus trochlearis,

V. Nervus trigeminus, VI. Nervus abducens, VII. Nervus Facialis, VIII. Nervus



vestibulo cochlearis, XI. Nervus glossopharyngeus, X. Nervus vagus, XI. Nervus

accessorius, XII. Nervus hypoglossus (8,9)

3.2.2.2. Omurilik Sinirleri -Spinal sinirler ( Nervus spinalis)

MSS’nin medulla spinalis kismindan 31 ¢ift sinir ¢ikar. Bu sinirler
omurilikten ¢ikan radiks anterior (6n kok) ve radiks posterior (arka kokiin) omurlar
aras1 delikler seviyesinde, birlesmesiyle olusurlar. On kéklerden motor sinirler arka
koklerden duyu sinirleri ¢ikar. Omurlar arasi deliklerden ¢iktiktan sonra her spinal
sinir 6n ve arka iki dala boliniir. Spinal sinirlerin arka dallar1 viicudun kaslarina
motor dallar, sirt derisine ise duyu dallar verir. On dallar1 birbirleriyle birleserek

sinir agini (plexus) olustururlar (Sekil 3)(10-12).
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3.2.2.2.1. Plexus Cervicalis (Boyun Sinir Ag1)

Cervical sinirlerinin ilk dort tanesinin 6n kollarinin birlesmesinden Plexus
cervicalis olusur. Plexustan cervicalisten ¢ikan sinir diyafragma ve boyuna motor

kollar verir. N. Phrenicus, diyafragmay1 kontrol eden en 6nemli sinirdir (10-12).

3.2.2.2.2. Plexus Brachialis (Kol Sinir Agr)

Plexus brachialis, 1. gogiis spinal sinirinin 6n dalindan ayrilanm sinir ile 5-
8. boyun sinirlerinin 6n dallar1 sinirlerinin birlesmesiyle olusur. Ust ekstremitedeki
kaslar ile elde bulunan kaslari inerve eden sinirdir. N. ulnaris, N. radialis, N.

axillaris 6nemli sinirlerdir (10-12).

3.2.2.2.3. Plexus Lumbalis (Lumbal Sinir Agr)

Ik dort lumbal sinirin &n dallarmin birlesmesinden Plexus lumbalis
meydana gelir. Motor ve duyu sinirler ¢ikar. Deri, karin kaslari, kasik, kalca
bolgesi, genital organlar ve uyluga dallar verir. En kalin siniri N. Femoralis’dir (10-

12).

3.2.2.2.4. Sacralis (Sakrum Sinir Ag)

Sakrum sinir ag1, besinci lumbal sinir ile ilk ti¢ sakrum sinirin 6n dallarinin
birlesmesinden meydana gelir. Buradan ¢ikan sinirler pelvis arka yan duvarlara ve
alt ekstremitelere yayilir. N. ischiadicus (siyatik sinir) nemli siniridir. Siyatik sinir,
viicutta en kalin ve en uzun sinirdir ve plexus sacralisin olusumuna katilan biitiin
sinirlerden lifler alir. Bu sinir uylugun 1/ 3 alt kisminda popliteaya varmadan 6nce
iki kola ayrilir. N. ischiadicus ekstremite ve ayagin biitiin kaslarina motor,

ekstremitenin dis yan ve arka, ayagin duyusal innervasyonunu yapar (10-12).



3.2.3. Otonom Sinir Sistemi (Visseral — Vegetatif sinir sistemi)

Otonom sinir sistemi; sindirim, solunum, metabolizma, sekresyon gibi
onemli vucut fonksiyonlarinin diizenlenmesi ve yiirlitiilmesini saglar. Bu gorevleri

istem dig1 yapar (8-11).

Vegetatif sinir sistemi, beyin ile medulla spinalis kokenlidir. Bu sinir
sistemine ait motor gorevli sinirler, organlart uyar1 dncesi bir gangliona gelir ve
sinaps olustururlar. Sinapsdan oncesi noérona, preganglioner ndron; sinapsdan

sonrasi norona ise postganglioner néron adi verilir (8-11).

Bu sinir sistemi, parasempatik sinir sistemi ve sempatik sinir sistemi olarak
ikiye ayrilir. Parasempatik sinir sistemi ve sempatik sinir sistemi, ayni organda
birbirini kontrol edici zit, karsit olustururlar. Yani sempatik sistem kalpte tasikardi

olustururken; parasempatik sistem ise bradikardi seklinde etki gosterir (8-11).

3.3. Sinir Sistemi Morfolojisi

Periferal sinir sistemi kranial ve spinal sinirleri ve uzantilarini igeren sinir
sistemidir. Sinir sisteminin temel olarak sinir hiicreleri ve uzantilarindan yani
noronlardan olusur. Noron yapisini hiicre govdesi, akson, dendritik bolge ve

teledendron adli yapilar olusturur (Sekil 4) (13).
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Hicre Gowvdesi Uyarilann iletim yéna
A

'§ B
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Dlizrelin Kalf Akson Ucu

Sekil 4. Noron yapisi

Hiicrelerin birbirine baglanmasini dentritler saglar. Cok sayida ve kisadirlar.
Dendritler dis ve i¢ ¢evreden uyarilar1 getiren afferent c¢ikintilardir. Impulsun
ayrildigr son sinir kismi olan teledendronlar, sinaps olarak da isimlendirilir.
Aksonlar sinir gévdesinden gelen iletileri sinir hiicresinin dallara ileten lif
seklindeki uzantilardir. Aksonlar silindirik yapidadirlar, icerisinde yer alan
aksoplazmanin yapisinda, protein, hiicre iskeletini olusturan mikrotubiil ve
noroflamanlar, sekretorik vezikiiller ve mitokondriumlar vardir. Aksoplazma
aksolemma adi verilen plazma membrani ile akson boyunca sarilidir. Miyelinli
aksonlarin ¢evresinde schwan hiicreleri longitudinal ¢ok katli dizilim gostererek

miyelin kilifi olustururlar(13).

3.4. Periferal Sinir Yaralanmalar

Perifer sinirlerin yaralanmalari, ezilme, sinirde gerilme ya da kesilmeye
bagli olusabilir. Yaralanma sonrasi sinirin proksimal ve distal boliimlerinde 6nemli
patolojik degisiklikler meydana gelir. Hiicresel diizeyde akson hasari sonrasi sinirin
proksimal ve distal uclarinda, schwann hiicrelerinde ve inflamatuar hiicre

miktarinda meydana gelen degisimler ndrotrofik ve norotropik mediatorler
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vasitasiyla olusur. Distal u¢ kisimda kalmis olan aksonda ana hiicre ile irtibati

kesildikten sonra "Wallerian" dejenerasyon ortaya ¢ikar (14).

Periferik sinir yaralanmalarini takiben iyilesme i¢in gegen zaman ¢ok uzun

olur ve fonksiyonda kayiplarina yol agar (14).

Insan viicudunda en uzun yer alan ve kesitsel alan1 en gok olan sinir, siyatik
siniridir. Siyatik sinirde olusan lezyonlarin en sik nedenini travmalar olusturmakla
birlikte kalga bolgesinde; intramuskuler enjeksiyonlar, kontiizyonlar, pelvis
kiriklari, sinir sikismasi, uyluk bolgesinde ise; atesli silah yaralanmalaru, femur
kirigi, kontiizyonlar, delici travma ve komplikasyonlar (iyatrojenik) sonu olusan

yaralanmalar en sik nedenleri olusturmaktadir(14).

Siddetine gore periferal sinirlerde sekillenen yaralanmalar, ii¢ grup altinda

toplanir(13).

Noropraksi: aksonal biitiinliik bozulmaksizin sinirin  gegici olarak

fonksiyonunu yapamamasidir(13).

Aksonetmezis:  konnektif doku igindeki aksonun biitlinliiglinlin
bozulmasidir. Bu tip yaralanmalarda konnektif doku biitlinliigli bozulmadig i¢in,

akson tiip icerisinde rejenere olur(13).

Noretmezis: Periferal sinir biitlinliigliniin tam olarak bozlmasidir. Bu
durumda sinir uglar1 sirurjikal olarak kars1 karsiya getirilmezse iyilesme olmaz

(Sekil 5)(13).
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Sekil 5. Akson Dejenerasyonu (Wallerien Dejenerasyon)
3.5. Periferal Sinir Yaralanmalarinda Tedavi Yaklasimi

Perifer sinir tedavisinde proksimal ve distal kesilen u¢ arasindaki normal
anatomik yapinin geri kazandirilmasi amactyla gesitli kKimyasal ve fiziksel metodlar
kullanilmis, ¢ok sayida aragtirmalar gergeklestirilmistir. Yayginlasan mikrocerrahi
uygulamalari, teknolojinin gelisimi, cerrahi mikroskop kullanimiyla, epindral veya
perinéral sutur ile anatomik olarak sinir uglar1 karsilikli gelecek sekilde ve
gerilimsiz olarak dikilebilmektedir. Histolojikpatolojik ve immiinohistokimyasal
metodlarin ilerlemeside perifer sinir yaralanmalarinda, sinir tedavisinin basari
sansini artirmaktadir. Boyle olmasina ragmen, halen sinir yaralanmasini takiben
sinir iyilesmesi, fonksiyonel ve duyusal olarak normal anatomik diizeye getirecek
bir tedavi sekli ortaya ¢ikarilamamistir. Yaralanma sebebinden ayr1 olarak, sinir
dokusunda onarimin yetersiz olmasi ya da sinirin uygunsuz iyilesmesi, gogunlukla
fonksiyon kayiplarina ve kronik agrilara yol agmaktadir. Bu sinir yaralanmalarinda
tedavinin ana hedefi, sinir biitiinliigiiniin yeniden saglanarak impuls iletiminin geri
kazanilmasidir. Kisacas1 kaybolmus duyu ve motor fonksiyonlarm onarimini

gerceklestirmektir. Sinirde hasari olusmus hasta tedavisinde, iyi bir sekilde
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fonksiyonun geri kazanilmasi, kesilen uglar mikrocerrahi teknik ile dogru fasikiiler
diziliminin yapildigu, sinirin gerilimsiz olarak kars1 karsiya getirilerek
gerceklestirilmektedir. Bununla birlikte bir¢ok faktor sinir rejenerasyonunun
etkilemektedir ve dolayisiyla fonksiyonun geri kazanimasi tam olamamaktadir.
Daha iyi ve basarili sonuglara, hassas mikrocerrahi metodlar kullanilarak
ulagilamiyacagi distiniilmektedir. Sinir tedavisinde ileri tekniklerin gelisimesi,
sinir iyilesme biyokimyasimnin ve mekanizmasinin detaylarimi ortaya koyacak
arastirmalar ile gerceklesebilecektir. Sinirin tedavi zamani, yaralanma sekli, yara
durumu ve sinirin vaskiiler durumuna ilgilidir. Kesici bir aletle olusan sinir
kesilerinde, ezilme seklindeki yaralanmalarda, temiz yaralarda ve sinir kan
sirkiilasyonunun iyi oldugu sartlarda, sinirin primer tedavisi fonksiyonun geri
kazanilmasi i¢in en iyi se¢cimdir. Son senelerde periferik sinir yaralanmalarinda
steroidler, , tiroid hormonlari, non-steroidler, biiyiime hormonu, , eritropoetin, Sinir
biiylime faktorleri, ACTH (adrenokortikotropik hormon) ve insiilin benzeyen
peptidler gibi degisik farmakolojik ajanlarin sinir iyilesmesini hizlandirdigina dair

cok sayida aragtirma yapilmustir (14).

Rejenerasyon icin

[ canm Seresli molekllerin
senterx!
NS L | BoyUme Konisi

| Y
- W j L % {T‘ ( L4
y 2 i .
= % 7 K 1
d I [N -
e 2~ § &
| -}? - Noroma
| |» -
. s s § Formasyonu
[ |® :#. I i ?; Ro)-n:r.asyon
\J ¢ d 4 |2 Probiemi
3 A 4 -l Foe Rcraas —r eras (T - !

Schwann Hocre | [Re—)cncfa-yoﬂ ve Remtyeﬂmxnsyon]
Proliterasyonu |

Wallerien
Dejenerasyon

Sekil 6. Aksonal rejenerasyon siireci

14



3.6. Kok Hiicre Tanim Ve Ozellikleri

Kok hiicreler (KH) heniiz farklilagmamis yapidaki hiicrelerdir. Siirekli

yenilenebilme ve farkli hiicrelere doniisebilme potansiyeline sahiptir(15-17).

Hiicrenin kok hiicre olarak tanimlanabilmesi i¢in gerekli 5 6l¢ii bulunur.
1.K06k hiicre uzun zaman boliinebilir ve kendini yenileme potansiyeline sahiptir. 2.
Ozellesmenmis hiicre halindedirler ve 6zellesmis hiicrelere doniismek iizere kaynak
olustururlar. 3. Birden fazla hiicre tipine doniigebilirler. Bu durum
farklilagsma(differentiation) olarak adlandirilir. 4. Kok hiicreler transfer sonrasi
kaynak dokuyu islevsel bir sekilde yeniden ¢ogaltabilirler. 5.In vivo ortamda doku
hasarmin bulunmadigi hallerde dahi farklilasmamis kusaklara katki bunlunabilirler
(15). Bunun yaninda kok hiicreler dokularda az miktarda bulunurlar. Yasam boyu
belirli oranlarda boliinerek sayilarini korurlar. Kok hiicrelerin boliinmesi sonucu
olusan iki hiicreden biri ya da her ikiside kok hiicre olarak kalir ve mevcut kok
hiicre havuzuna dahil olur. Tekrarlayan boliinmeler sonucu transit (gegici) hiicreleri
meydana getirirler. Gegici hiicreler farklilasarak kisa zamanda dokuya ozgii
farklilagsmis hiicrelere doniisiirler. Kok hiicrelerin boliinme hiz1 genellikle yavastir.
Fakat doku yaralanmasi oldugu durumlarda yogun olarak boliinme 6zelligi
gosterirler. Yaralanma ve doku kaybinin ¢ok siddetli oldugu durumlarda kendi
havuzlarindaki kok hiicre sayisint koruyabilmek i¢in dogal boliinme hizlarim
arttirirlar. Yasam boyunca organizmadaki varliklarimi siirdiiriirler ancak yasin

ilerlemesiyle birlikte sayilar gittikge azalir (Sekil 7) (18).
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Sekil 7. Kok hiicrenin boliinme ve farklilasmasi. A: kok hiicre; B: 6ncii hiicre; C: farklilagmig
hiicre; 1: simetrik kok hiicre boliinmesi; 2: asimetrik kok hiicre boliinmesi; 3: 6ncii boliinme; 4:

son farklilagma (18,19).

3.6.1. Kok Hiicre Tipleri

K&k hiicreler (KH) hemen hemen her dokuda bulunan hiicrelerdir. Ozellikle

doku yenilenmelerinde rol oynarlar (20).

Elde edildikleri kaynaga gore kok hiicreler, embriyonal (fetal) ve erigkin
(postnatal) kok hiicreler olarak siniflandirilirlar (16,21). Embriyonik kok hiicreler
ebriyodan koken alirlar. Dokular1 tiimiinii olusturabilirler (22,23). Eriskin kok
hiicreler ise periferik kan, kemik iligi, amniyotik sivi, gobek kordon kani, plasenta
membrani, dis pulpasi, nazal mukoza, i¢ kulak, santral sinir sistemi, sindirim kanali,
deri epidermisi, iskelet kasi, retina, kornea, kalp, pankreas, karaciger, yag dokusu

ve akciger gibi ¢esitli dokulardan izole edilebilirler (16).
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Kok hiicreler (KH), boliinme ve farklilagsma kabiliyetlerine gore, 3 tiirdiir:
totipotent, pluripotent ve multipotent seklindedir (24). Memelilerde yasam zigot
olarak isimlendirilen tek hiicreden baslamaktadir. Bu totipotent’dir ve yetiskin bir
organizmanin sekillenmesi igin gerekli olan tiim genleri tasir. Kok hiicreler fetiiste
doéneminde, gébek kordonu kaninda ve yetiskinlerde viicudun 6zellikle kemik iligi
ile yag dokusunda bulunur. Embriyonik kok hiicre (EKH)’lere gore gelismenin
daha sonraki agamalarinda goriilen bu hiicreler olustuklari doneme kiyasla giderek

daha kisitli bir boliinme ve doniisme kabiliyeti sergilerler (24,25).

(_ Totipotent )

Sekil 8. Kok hiicre tiirleri ve farklilasma 6zellikleri.
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Yetiskin kok hiicreler, multipotent KH olarak isimlendirilir ve daha fazla
alindiklar1 doku ve organa doniisme egilimleri vardir. Yetiskinlerde her organ ve
dokuda ayn1 miktarda ve potansiyelde kok hiicrelere rastlanmayabilinir. mesela,
beyinde az miktarda bulunduklarindan dolay1, beyin hasarlari, kemik ya da doku
gibi organlarin yenilenmesi seklinde olmaz. Kalicidir hasar. Son yillarda, yetiskin
dokulardan izole edilen kok hiicrelerin diger doku ve organlara doniismesi yoniinde

aragtirmalar yapilmaktadir (26).

Embriyonik kok hiicreler 3 embriyonik hiicre tabakasina doniisme
yetenegindedirler. 3 germ tabakasi bir yetiskinde 220°den daha ¢ok hiicre seklini
meydana getirir. Baz1 dontismiis pluripotent hiicreler yetiskinlerde multipotent
hiicreler seklinde bulunabilirler. Yalniz bu hiicrelerin doniisme kabiliyetleri
kisithdir. Sinirsiz kendilerini yenileyebilen ve plastisite kabiliyetleri sebebiyle

onarici tibbin lizerinde durdugu EKH ¢alismalaridir (27).

Yetigkin kok hiicreler, yetiskinlerde farklilasmis dokularda bulunan ve 6len
ya da hasar goren hiicreleri yenileme 6zelligi bulunan, farklilagmams hiicrelerdir
(28). Kas, sinir, goz, kemik iligi, deri ve karaciger gibi dokularda mevcutturlar.
Kendilerini  yenileyebilme ve  bolinebilme  ozelliklerina  sahiptirler.
Multipotenttirler. Ozel sartlar altinda yetigkin kok hiicreler baska dokulara ait hiicre
tirlerine farklilagabilir, buna ¢apraz farklilasma denir (24,25,29). Kordon kani
kaynakli KH’ler dogum bitmeden 6nce veya dogum sonrasi plasenta ayrilmasini

takiben gobek kordon veninden alinir (30).

HKH (Hematopoietik kok hiicreler) biitiin kan hiicrelerinin dnciiliigiini

olustururlar. HKH’leri uzun donem ve kisa donem onarim yeteneklerine gore
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oligopotent, multipotent ya da unipotent’dir (31). Hematopoietik kok hiicreler
yetigkinlerin, gogiis, kaburga, kal¢a, uyluk ve kemik iliginde mevcutturlar. Hiicreler
pelvis kemiginden enjektor ile direkt olarak alinabilecegi gibi, graniilosit koloni
uyaric1 faktor (G-CSF) benzeri bir sitokin uygulamasini takiben kandan elde

edilebilirler (24, 25,31).

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) ¢ok fazla hiicre sekline doniisme
kabiliyeti bulunan multipotent kok hiicrelerdir. Invivo ve invitro kondrositlere,
adipozitlere, kas hiicresine, osteoblastlara, noéronal hiicrelere doniisebildikleri
kanitlanmistir (32). Mezenkimal kok hiicreler kasta, kemik iligi ve gobek
kordonunda bulunan Wharton peltesi’nde mevcutturlar (30). MKH multipotensi

kapasiteleri ve yenilenme ozellikleri ¢ok fazladir (33-35).

3.6.2. Kok Hiicrelerin Kullanildiklar: Alanlar

Kok hiicrelerin farkli hiicrelere doniisme potansiyeli, bir¢ok hastaligin
tedavisinde kok hiicre arayisina neden olmaktadir (20). Modern tedavi
yontemlerinin yetersiz kaldigi, hiicre, doku ya da organlarin islevlerini kaybettigi
durumlarda kok hiicre sayesinde rejeneratif tip (yerine koyma) veya reparatif tip’a

(tamir etmek) basvurulur.(36)

Kok hiicrelerin bazi hastaliklar iizerinde tedavi edici etkisi hayvan deneyleri
sonucunda kabul gérmiistiir. Ilk olarak 1950°1i yillarda, islem dncesinde farelerden
alian dalak ve kemik iligi hiicreleri, fareler 1s1na maruz birakildiktan sonra infiize
edilerek hayatta kalimi sagladiklar1 gosterilmistir. Boylece kok hiicre naklinin

temelleri atilmistir (37,38).
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Insanlarda ise kok hiicre tedavisi ilk olarak 1950’lerde kanser, aplastik
anemi ve immunyetmezlik duumlarinin tedavisinde kullanilmistir. Giintimiizde ise

bir ¢ok hastaligin tedavisinde kok hiicreler kullanilmaktadir(38).

3.6.3. Kok Hiicrelerin Doku Onarim Uzerine EtKisi

On yil oOncesine kadar, noral kok hiicreler (NKH) kendilerini
yenileyemedikleri diistiniiliiyordu. Son yillarda yapilan arastirmalar insan beyninde
noral kok hiicrelerin varoldugu ve fetiis beyninin ve sinir sisteminin olusmasini
sagliyan kok hiicrelere benzedigi saptandi (39,40). Sinir sistemi hastaliklarinin
tedavileri i¢in, NKH kesfi, ciddi bir adim olarak disiiniilmektedir. Laboratuvar

kosullarinda kok hiicreler’den sinir hiicreleri izole edilebilmektedir (41).

Omurilik hasarlarinin tedavisi i¢in ruptur olan sinirlerin etrafindaki
epineurium kilifin tamiri edilmesi gerekir. Hayvanlar lizerinde yapilan deneylerde,
arastirmacilar kok hiicre uygulamasiyla bu sinirleri tedavi etmislerdir (39, 41,42).
Ayrica KH uygulamalar1 Alzheimer ve Parkinson gibi sinir sisteminde olusan
hastaliklar i¢in de umut vericidir (32, 40,41). Adipoz doku ( yag doku) kok hiicreleri
(AKH), liposuction yontemiyle, yag dokusundan izole edilmektedir. Cogu
ozelligiyle kemik iligindeki MKH’lere benzerler (43,44). Insan adipoz kok
hiicrelerinin, kas, yag, kikirdak, kemik hiicrelerine, doniisebildigi laboratuvar
ortaminda ispatlanmistir. Yapilacak ¢alismalarinla néronlara farklilasabilmeleri de

olasidir (44, 45).

Mezenkimal kok hiicreler basta olmak iizere noéral ve kardiyak kok
hiicrelerle siiren ve sonuglanmis bir¢ok klinik ve aragtirma ¢alismasi vardir. Kalp-

damar hastaliklari, ortopedi, plastik cerrahi, otoimmiin hastaliklar, sinir-kas/ sinir
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hasar1 hastaliklar ve bazi metabolik hastaliklarda kok hiicre ¢alismalar1 devam

etmektedir (41,46-48).

KH uygulamalri duraklamis doku iyilesmesine destekleyici katkilar temin
ederek, miyelin iyilesmesinin meydana getirilmesini saglayarak ve dahasi endojen
KH’leri uyararak hasarin tamirini gergeklestirmektir. Son yapilan caligmalar
SSS’de endojen kok hiicre mevcudiyetini gostermistir (39,40). Tedavi amagh KH
uygulamalar1 bu hiicreleri aktif hale getirip norolojik ve dolayisiyla fonksiyonel
iyilesmeyi saglayabilecegi fikri yayginlasmaktadir (41). Onceleri canlilarin SSS’de
rejenerasyon kabiliyetinin bulunmadigi disiiniilityordu (41). Sartlar uygun
oldugunda, astrosit, néron ya da oligodendrosit seklinde farklilasabilen multipotent
noronal kok hiicrelerin mevcudiyetinin ispatlanmasi ile bu fikir bagka bir yon
kazanmistir (25). Son arastirmalarda bilgiler ise endojen néronal kok hiicrelerin
santral sinir sisteminde bulundugu ve travma, dejenerasyon, iskemi seklinde
durumlar oldugunda aktif hale geldikleridir. Endojen néronal KH’lerin yetersiz
kaldiklarinda hastaliklarin degismedigi durumlarda ve KH’lerin verilmesinin tedavi
icin uygun oldugu yoniindedir (29,49). Cerrahi olarak hasarli alana verilmesi,
damar i¢i (IV), lumber punksiyon (LP), , kas i¢i (IM) olarak ya da kombine olarak

verilmesinin miimkiin oldugu yoniinde arastirmalar vardir (50-52).

Bazi aragtiricilar KH’lerin hipoksik iskemik ensefalopatide (HIE), bazilar
ise kemik iliginden alinan kok hiicrelerin glioma da damar i¢i (1V) uygulandiginda
iyilestirici oldugunu bildirmislerdir. Bu arastirmacilar arastirmalrinda, KH
tedavisinde, IV uygulamanin minimal invaziv oldugunu belirtmislerdir.
Arastirmalarinda IV uygulanan KH’lerin bir ¢ok kisminin sistemik dolagimda

durmasina karsin, SSS’ne go¢ ettiklerini ortaya koymuslardir (53,54). Baska bir
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calismada kas i¢i (IM) seklinde verilen insan yag dokusu kokenli MKH
uygulamasinin, siyatik sinir hasar1 olusturulan ratlarda periferik sinir
rejenerasyonundan iyi sonu¢ aldiklarini bildirmislerdir. Bu c¢alismalarin
rehberliginde SSS hastaligi sonucu olusan ekstremitelerde atrofi ya da spastisite
olusan hastalarda IM KH uygulamasiminda iyi etki olusturabilecegi sonucuna

varimistir (44).

Veterinerlik alaninda, kemik iligi veya yag dokusundan minimal
manipiilasyon yoluyla izole edilen MKH, atlarda ve kdpeklerde tendo, ligament
yaralanmalart ve eklem hastaliklarinin tedavisi i¢in uygulanmistir (55). Bununla
birlikte, veteriner alaninda kok hiicre tedavisi ile ilgili yeni ¢alismalar gereklidir
(56). Veteriner sahada kok hiicre ¢alismalarinin yok denecek kadar az olmasi ve
sinir tedavileri iizerine calismalarin az olmasi merak uyandirmistir. Ozellikle
travmalar sonucu sinir hasar ve rupturlar1 olusan hayvanlarda yasam kalitesinin
diistiigii ve hayvan refahini olumsuz yonde etkilendigi goriilmiistiir. Cerrahi ve
medikal olarak tedavi edilemeyen perifer sinir hasarlarinda, veteriner tipta da
potansiyel bir tedavi yontemi olan kok hiicre tedavisinin yayginlastirilmasina, bu
konuda yapilacak calismalara 151k tutmasina ve hayvan refahina katki saglanmasi

amaclanmaktadir.

22



4. MATERYAL - METHOD

Bu ¢alisma, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 25/11/2020 tarih ve
2020/14 sayili oturumunda goriisiilmiis ve uygun olduguna dair etik onay1

almistir.

4.1. Deney Gruplarimn Belirlenmesi

Arastirmada hayvan materyali olarak 2 aylik, 250 gr canli agirlikta toplam
56 adet disi Wistar albino rat kullanildi. Ratlar 2 aylik donemde olgunluga
eristiginden, 2 aylik ratlar tercih edilmistir. Deney hayvanlari tinitesinde disi
ratlarin daha kolay ve istenilen sayida bulunmasi disi rat tercih nedeni olmustur.
Rat tercih nedeni; anestezi, bakim, deneysel uygulama, post operatif takip
kolayliginin yani sira, insanlarin ve ratlarin yaklasik %90’dan fazla ortak geninin
bulunmasidir. Bu durum, insan genlerinin faktorlere nasil tepki vereceginin ortaya
konabilmesi igin ¢ok iyi bir ¢alisma sahasi olusturmaktadir. Genetigin Gtesinde,
rat biyolojik sistemi (organlar gibi) insan sistemine oldukg¢a benzer oldugundan

bu tiir tercih edilmistir.

Calisma bir aylik hazirhk ve kok hiicrelerin izolasyonu, iki aylik
operasyon, klinik takip ve testlerin uygulanmasi asamalar1 olmak {izere toplamda
ti¢ aylik bir siireyi kapsamaktadir.

4.2. Hazirhk Asamasi

Bir aylik hazirlik asamasinda kok hiicre ve histopatoloji i¢in kimyasallar

temin edildi, ratlar alindi, ratlarin beslenme, 1518a ve ortama uyumu saglandi.
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Ratlar rastgele ve her bir grupta 14 adet rat olacak sekilde 4 gruba ayrildi

(Tablo 1).

Tablo 1. Gruplarin sematize edilmesi

Gruplar Sinir hasar1 Tam kat Kok hiicre Kok hiicre
ruptur uygulanan uygulanmayan

l.grup X X

2.grup X X

(kontrol)

3.grup X X

4.grup X X

(kontrol)

Hayvanlarda allojen kok hiicre kullanilacagi icin gelisebilecek
reaksiyonlara kars1 immun baskilayici kullanildi (57). Ilag tiim gruplara preopratif
bir aylik dénemde operatif girisim dncesi 14 giin siireyle uyguland:. Ila¢ olarak
prednizolon kullanildi. Giinliik doz olarak 20 mg/kg olacak sekilde uygulama

yapildi.

4.3. Kemik iligi Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre Elde Edilmesi

Mezenkimal kok hiicre elde edilmesi i¢in dondr olarak 180-200 gram
agirligindaki 15 adet 7 haftalik “Wistar Albino” cinsi disi sigan kullanildi. Siganlar
ketamin (Alfamine, 10mg/ml) ve Ksilazin (Alfazyne, 20mg/ml) uygulamasi ile
anestezi altinda sakrifiye edildi. %70lik alkol ile 6n ve arka ayaklar1 sterilize
edildikten sonra steril makas / bisturi ile siganlarin femurlar1 ¢ikartildi. Cikarilan
femurlar yumusak dokularindan temizlenip kemiklerin serbest hale gelmesi

saglanarak 40 ml %1 Penisilin-Streptomycin Solusyonuna (Biological Industries,
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Cat No: 03-031-1B, Germany) iceren PBS soliisyonuna barindiran 50ml’lik falkon

tiiplerin i¢ine konuldu. Kok hiicre kiiltiir laboratuvarina transfer edildi.

4.4. Sican Kemik iligi MKH'lerin izolasyonu ve Kiiltiirii

Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicre kiiltiirii i¢in diisiik glukoz
DMEM DMEM (Low Glucose, Cat No: L0064-500, Biowest, France), %10 Fetal
bovine serum (Cat No: 040M3398, SIGMA, USA) ve %1 (Biological Industries,
Cat No: 03-031-1B, Germany) antibiyotik iceren besiyeri hazirlandi. Her kemik
icin 2ml, toplamda ise sican basina 8 ml besiyeri 30G siringaya ¢ekildi. Kemikler
oncelikle %70’lik etanolde 5dk bekletildi. Femur orta kismindan tutularak makas
yardimi ile kemiklerin her iki u¢ kisimlar1 kesildi ve bdylece kanal agik hale
getirildi. Uclar1 kesilen kemikler 50 ml“lik falkon tiipe dik olacak sekilde bir pens
yardimi ile tutularak enjektor igneleri disa bakan acik uctan kemiklerin kanalindan
iceriye dogru sokuldu ve medium icerigi kanaldan igeri dogru akitilarak kemik iligi
kok hiicrelerinin falkon tiipe aktarilmasi saglandi. Kemik iligi igerigi bulunan
falkon tiipii 5-10 sn ¢alkalandi ve sonrasinda 1250 rpm®de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant atild1 ve pellet lizerine besiyeri ilave edilerek tekrar 1250 rpm®“de 5
dakika santrifiij edilerek siipernatant atild1 ve pellet iizerine tekrar 13 ml tam besi
yeri eklenerek pipetaj yapildi, T75 flaksklara dagitildi. CO2 inkubatdriine kaldirilan
hiicrelerin ii¢ giinde bir mediumu degistirildi ve mikroskopta kontrol edildi.
Inkiibasyonun ilk giinleri boyunca MKH’ler kiiltiir flasklarina yapisarak fibroblast
benzeri igsi morfoloji gosterdi. Kiiltiiriin 3. veya 4. gilinlinden sonra hiicreler kii¢iik
koloniler halinde prolifere olarak biiyiimeye basladilar ve 6 ile 8. giinler arasinda
bu koloniler degisik boyutlara ulagarak sayilar1 artt1. Biiylimeyle beraber yan yana

olan koloniler birbirleri ile birleserek 12. ve 15. giinler arasinda tek tabaka olarak
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kiiltiir flaskinin tabanini doldurdular. Bu noktada hiicreler % 0.25 tripsin-EDTA
ile ayristirildi ve 1: 3 oraninda pasajlandi. Hiicreler iicilincii pasajin sonunda sayim

yapildiktan sonra tedavi amagli olarak hayvanlara verildi (Sekil. 9) (58).

Sekil 9. Kemik 1ligi Kok Hiicrelerinin Falkon Tiipe Aktarilmasi

4.5. Transfer I¢in Hiicrelerin Hazirlanmasi

Kiiltiir edilen hiicreler tripsin ile muamele edildikten sonra Flasklerden
ayrilarak 1250 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve slipernatan atildi. Dipte kalan
hiicre pelleti lizerine Sml Hank balanced Salt Soliisyon eklendi ve 1250 rpm®“de 5
dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant atild1 ve hiicre pelleti lizerine 1ml PBS
eklendi. Hiicre saymmi Biorad marka Cell conunting (TC20 Automated Cell
Counter, Biorad, California, USA) cihazinda gergeklestirildi. Hiicre sayim1 sonrasi
canl hiicre saysi iizerinden hesaplamalar yapildi. Hiicre pelleti 100ul’de 1X10°

canli hiicre olacak sekilde PBS ile seyreltildi (Sekil 10),(Sekil.11) (58,59)
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Sekil. 11. Tedavi Amagli Hazirlanmis Kok Hiicreler
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4.6. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Kantitatif Ger¢ek Zamanh Polimeraz

Zincir Reaksiyonu ile Karakterizasyonu
4.6.1. RNA izolasyonu

Tripsinazyon sonrasi elde edilen hiicre pelleti ependorf tiiplere konularak
tizerlerine 500 pl Tri Reagent eklendi. Soliisyon birka¢ enjektorden gegirilerek
hiicrelerin parcalanmasi saglandi. 5 dk oda sicakliginda bekletildi ve iizerine 100 pl
kloroform eklenip yaklasik 15 sn vortekslendi. Tiipler oda sicakliginda 2-3 dk
bekletildi. 12.000 x g’de 2-4°C’de 15 dk santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra
3 faza ayrilan sivinin en st fazi bagska tiipe alindi. 250 pl izopropil alkol eklendi.
10 dk oda sicakliginda bekletildi. 12.000 x g’de 2-4°C’de 10 dk santrifiij edildi.
Stipernatant kisimlar atildi. Pellet {izerine 500 ul % 75°lik etanol eklendi ve alt {ist
edildi. 7500 x g’de 2-4°C’de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant atilarak etanol
islemi tekrarlandi. Siipernatant atildiktan sonra tiipler bir miiddet oda sicakliginda
bekletilerek etanoliin ugmast saglandi. Kuruyan RNA pelletlerinin iizerine
dietilpirokarbonatli (DEPC) su eklendi ve pipetaj yapildi. Izole edilen RNA’lar -

80°C’de saklandi.

4.6.2. cDNA sentezi

gRT-PCR’1 i¢in kullanilacak cDNA’lar toplam 10 pl hacimde hazirlandi.
Sentez igin 5ul RNA 6rnegi, 1 pl SXRT random primer, 1 pl 10xRT buffer, 0,4 ul
25%dNTP mix, 2,1 pl niikleaz igermeyen su ve en son olarak 0,5 ul MultiScribe™
Reverse Transcriptase enzimi kullanildi A.B.T.™ cDNA Synthesis Kit with RNase
Inh. (High Capacity, Ankara, Tiirkiye). Ornekler termal dongii cihazina
yerlestirildi. 27°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk ve en son sicaklik 4°C

olacak sekilde cihazda bekletildi. Olusan cDNA 6rnekleri -20°C’de sakland.
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4.6.3. Gercek Zamanh (Real Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile

cDNA Amplifikasyonu

Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin

varliginda Gergek Zamanli (Real Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile

amplifiye edildi. Tablo 2’de belirtilen genlerin ekspresyon diizeyleri ve

pozitiflikleri incelendi. Analizler i¢in Kogak ve arkadaslarinin protokolii kullanildi

(Tablo 2).

Tablo 2: Sigan spesifik primer dizileri

Gen ad1 Primer dizileri Uriin
biyiikliigii

CD11b*a Forward GCTGGGAGATGTGAATGGAG 113
Reverse TGATGCTGGCTACTGATGCT

CD29**a Forward ACTTCAGACTTCCGCATTGG 190
Reverse GCTGCTGACCAACAAGTTCA

CD34**h Forward TGTCTGCTCCTTGAATCT 281
Reverse CCTGTGGGACTCCAACT

CD45**a Forward ATGTTATTGGGAGGGTGCAA 175
Reverse AAAATGTAACGCGCTTCAGG

CD71% Forward ATGGTTCGTACAGCAGCAGA 182
Reverse CGAGCAGAATACAGCCATTG

CD73*a Forward GAACTTGGGAGGGAGGAGAG 282
Reverse CATTGGCAGGAAGAGAGGAG

CD90**b Forward CCAGTCATCAGCATCACTCT 374
Reverse AGCTTGTCTCTGATCACATT

CD105*a Forward CGGGAGGTGTTTCTGGTCT 331
Reverse GTGTCTGGGTTCGTGGTTG

CDl166*a Forward CTTTGTTCTGGGAGTGGCTG 303
Reverse GGTGTTGCCGTATGTGTTTG

GAPDH*a Forward AGACAGCCGCATCTTCTTGT 207

Reverse CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT
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Real Time-PCR ii¢ tekrarli olarak gergeklestirildi. Plate kuyucuklarina
cDNA orneklerinden 1 pl koyuldu. Her bir 6rnek i¢in Syl Eva Green Master Mix,
3 ul niikleaz icermeyen su ve her birinden 0,5 ul olmak iizere ileri ve geri primerler
eklendi. Plate’deki cDNA Orneklerinin {izerine hazirlanan karisimdan 9 pl pipet ile
birakilarak plate’in tizeri optik filmle kapatildi. Plate 6rneklerin tamamen dibe
¢Okmesi ve olusan kabarciklarin yok edilmesi amaciyla mini plate spin cihazinda 1
dakika santrifiigasyon islemine tabi tutuldu. Gen ekspresyon seviyeleri, Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR sistemi ile olgiildii. Calismada B-actin kontrol
gen (housekeeping) olarak kullanildi. Ist kosullar1 50°C’de 2 dakika, 95°C’de 10

dakika, 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 1 dakika olacak sekilde ayarlandi.

4.7. Deneyin Gergeklestirilmesi ve Takibi

Deneyin gerceklestirilmesi igin ilk 6nce ratlar genel anesteziye alindi.
Ratlarin anestezisinde, premedikasyon i¢in Xylazine hydrochloride 6 mg/kg
dozunda (Rompun, Bayer 23,32 mg/ml) kas i¢i enjekte edildi. Premedikasyondan
10 dakika sonra Ketamin hydrochlorur 90 mg/kg (Ketalar, Parke-Davis, 50
mg/ml) kas i¢i yapildi. Deneklerde sol arka bacak sakrumdan itibaren genu
eklemine kadar killar1 kesildikten sonra %10 povidon iodine solisyonu ile
bdlgenin antisepsisi saglandi. Bunu takiben articulatio coxa’nin 0.5 cm caudo
dorsalinde siyatik sinirin dallara ayrilmadan onceki boliimii {izerinde deri 2 cm
uzunlugunda ensize edildi. Gluteal kaslar kiit olarak ayrildi ve boylece siyatik
sinire ulasildi. 1. ve 2. grupta siyatik sinir (Sinir hasar1 ve sinir hasar1 kontrol
grubunda) hemostatik clemb yardimiyla 3.kademede 1 dakika boyunca sikilarak
sinir hasari olusturuldu. 3. ve 4. grupta (Sinir rupturu ve Sinir rupturu kontrol

gruplarinda) ise mikro makas yardimi ile tam kat siyatik sinir rupturu olusturuldu.
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Tam kat rupture olusturulan siyatik sinir epineuriumu 10/0 siitur materyali
kullanilarak iki adet basit ayri siitur ile kars1 karsiya siiture edildi. Daha sonra 1.
ve 3. Grup ratlara epineurium kilif igerisine subparaneural olarak 1 mI’lik insulin
enjektorii ile 0,05 ml icerisinde 2,5 x10° adet kok hiicre enjekte islemi
gerceklestirildi (Kizilay 2018). Kok hiicre uygulamasi operasyon sirasinda lokal
olarak tek doz uygulandi ve sonrasinda tekrar doz yapilmadi. Sinir kilift disarisina
sizan bir miktar kok hiicre lokal olarak birakildi. Yara bolgesi 2/0 sutiir materyali

kullanilarak 2 adet basit ayr1 siitur ile kapatildi (Sekil 12-14).
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Sekil 12. Operasyon Sahasinin Agilmasi Sinirin Ortaya Cikarilmasi
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Sekil 14. Hemostatik Pens ile Sikilarak Hasar Olusturulan Siyatik Sinir.
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Sekil 15. Siyatik Sinire Kok hiicre uygulanmasi

4.8. Postoperatif Bakim

Postoperatif donem igerisinde giinliik klinik gbézlem ve yara bakimlari
diizenli olarak yapildi, iyilesme siiresi goz Oniine alinarak iki haftalik periyodlarla
tiim ratlarda motor fonksiyonlarmin degerlendirilmesi i¢in, kavrama testi, adim izi

testi ve hot plate testi uygulandi (60).

4.9. Degerlendirme Yontemleri
4.9.1. Kavrama Testinin Uygulanmasi

Kavrama giicliniin degerlendirilmesi igin, sicanlar ameliyattan 8 hafta
sonraya kadar kavrama testi ile iki haftada bir degerlendirildi. Bu yontem, parmak
fleksor fonksiyonunun basit bir 1zgara aracilifiyla degerlendirildi. Kavrama giicii
esas olarak uzun parmak fleksor kaslarinin aracilik ettigi distal falankslarin

uyguladigi fleksiyon kuvvetine baglidir. Sicanlarda, uzun parmak fleksorleri
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agirlikli olarak median sinir tarafindan innerve edilir. Bu nedenle, bu sinirin islevi,
kavrama kuvveti yalnizca uzun parmak fleksor kaslar tarafindan uygulandiginda,
ornegin, bilek ve dirsek fleksor kaslarinin eliminasyonu sirasinda kolaylikla
degerlendirilebilir. Ratlar, kavrama izgarasina kuyruklarindan tutularak yavasca
indirildi. Hayvanlar daha sonra kavramalarim1 kaybedene kadar yavasca yukari
kaldirildi. Yalnmizca dirsek fleksiyonu olmayan, dirsek fleksor kaslarinin kullanimi
gibi denemeler gecerli kabul edildi. Her rat icin dort gecerli deneme kaydedildi ve
her deneme igin 0 (yok), l(hafif), 2 (orta) ve 3 (giiglii) seklinde kuvvetler

kaydedildi. Ortalama kavrama kuvveti daha sonra dort denemenin gruplar arasi

istatiksel olarak hesaplandi ( Sekil 16) (61)

Sekil 16. Kavrama testinin uygulanisi
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4.9.2. Adim izi Testinin Uygulanmasi Ve Siyatik Fonksiyon Indeksinin
Olciilmesi

Deneklerin kagit lizerinde diiz bir sekilde ilerlemelerini saglamak amaciyla

50 cm uzunlukta ve 10 cm genislikte ve kenarlar1 15 cm yiikseklikte ahsap bir

diizenek kuruldu (Sekil 17).

Sekil 17. Adim Izi Diizenegi

Diizenek icerisine ayni dl¢iilerde kesilmis beyaz dosya kagitlar1 yerlestirildi.
Denekler 1stampaya bastiralarak ayaklarinin miirekkeple boyanmasi saglandi.
Ayaklar1 boyanan ratlar diizenek igiresine birakilip yiiriitiilerek adim izleri alindi

(Sekil 18,19).
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Sekil 19. Ratlardan Alinan Adim Izi
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Preoperatif donemde kontrol 6lgiimii ve post operatif donem boyunca iki
haftalik araliklarla gézlem ol¢timleri yapildi. Preoperatif ve post operatif donemde
alinan adim izlerinde basi uzunlugu (topuk-parmak ucu arasindaki mesafe), adim
genisligi (besinci ve birinci parmaklar arasi mesafe) ve adim ortast genisligi
(dordiincii ve ikinci parmaklar arast mesafe) izleri milimetrik cetvel yardimiyla
Olclildii. Yapilan olgiimde normal basi uzunlugu(NPL), patolojik basi
uzunlugu(EPL), normal ayakta birinci ve besinci parmak arasi mesafe(NTS),
patolojik ayakta birinci ve besinci parmak aras1 mesafe(ETS), normal ayakta ikinci
ve dordiincii parmak arast mesafe(NIT), ve patolojik ayakta ikinci ve dordiincii

parmak arasi1 mesafe (EIT) ayr1 ayr1 6l¢iiliip degerler kayit edildi.
-Baski Uzunluk Faktorii (BUF): (EPL — NPL ) / NPL
-Parmak Ayriklik Faktorii (PAF): (ETS — NTS) / NTS
-Orta Parmak Ayriklik Faktorii (OAF): (EIT- NIT) / NIT
SFI: -38,3xBUF + 109,5xPAF + 13,3xOAF -8,8

Sonrasinda 6l¢iim degerleri De Medinacelli tarafindan gelistirilen ve
sonrasinda Bain ve arkadaslar1 tarafindan diizenlenen formiile yerlestirilerek
Siyatik Fonksiyon Indeksi (SFI) hesaplandi. Sifir ile -100 arasinda elde edilen
degerlerde, sifir normal fonksiyonu gdosterirken, -100 tam fonksiyon kaybim
gostermektedir (18). Elde edilen SFI degerleri gruplar arasinda fark olusturup

olusturmadigi istatistiksel olarak incelendi.
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4.9.3. Sicak levha (Hot Plate) Testinin Uygulanmasi

Postoperatif iki aylik donem sonunda duyu fonksiyonlari i¢in hayvanlar hot
plate testine tabi tutuldular. Bu test deneklerin termal nosiseptif esik tizerindeki
etkilerini degerlendirmek icin yapildi. Siganlar 52.58C'lik sicak plaka diizenegi
lizerine yerlestirildi. Arka patiyi yalamaya ya da ziplamaya tepki gecikmeleri
kaydedildi. Bir yanitin olmamasi durumunda, doku yaralanmasin1 6nlemek i¢in

hayvanlar sicak plakadan 60 s'de ¢ikarildi ve yanit olarak 60 s'lik bir gecikme

belirlendi (Sekil 20, 21), (62).

Sekil 20. Hot plate cihazi
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Sekil 21. Hot plate Testinin Ratlarda Uygulanist

4.9.4. Elektromiyografi Ol¢iimlerinin Yapilmasi

Viicutta bulunan kas ve sinirlerin elektriksel metod yoluyla izlenmesine
EMG adi verilir. Dogrusal elektrik akimi, hayvana huzursuzluk vermeyecek bir
siddette ayarlanmaktadir. Sonra akim verilerek sinirlerin elektrik iletme yetenekleri

ve kaslarin bu desarjla olusturdugu potansiyel dl¢lilmektedir (Sekil 22).

Postoperatif donem sonun da kas ve sinirlerinin elektriksel sinyallerini
toplamak ve motor sinir iletimini saptamak icin, ratlar anestezi edildikten sonra,
Elektromiyografi (NEMG) o6lgtimleri yapildi. Saglam bacagin NEMG degerleri

referans olarak alinip, kiyaslanip kayitlar tutuldu.
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Sekil 22. EMG Cihazi
4.9.4.1. Siyatik Sinir Motor iletim Cahsmasi

Electrophysiological incelemeler EMG ( Dantec Keypoint, filter 3Hz - 5

KHz, sweep duration 20 msn) cihazi ile yapildi.

Siyatik sinir motor iletim incelemesi i¢in ratin yarali/ameliyat edilmis
bacaginda gastrocnemius kasina ince igne kayit elektrotlar yerlestirildi (Sekil 23).
Biceps femoristen gelen yanlig pozitif sinyallerle karisik komsu kaslardan da kayit
aliabilecegi i¢in kayit elektrodunun dogru yerlestirilmesi gastroknemius kasi igin

¢ok onemlidir.

Ortak referans (toprak elektrotu) kuyruga yerlestirildi. Stimiilasyonu 1 Hz
frekansh ve 0,2 m/s siireli uyarilar verildi. Bu uyaran supramaksimal yogunluga

kadar kademeli olarak artirildi. Siyatik sinir, proksimal olarak omurgadan ve 30
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mm distalden uyarildi. Incelemenin baslangicinda supramaksimal stimiilasyonu
saglamak i¢in stimiilasyon 2-15 mA araliginda artirildi. Stimiilasyon 5/sn hizinda
gergeklestirildi ve yanit kaydedilmeden once averajlamak i¢in 5 kez tekrarlandi.
Averajlama, ek ortalama alma ile iligkili giiriiltii azaltma ve dalga bigimindeki
titresimle ilgili bozulmalar ve averajlama ile iligkili CMAP 6zelliklerindeki
degisiklikler i¢in azaltilmis zamansal ¢oziiniirliikk sorunlari i¢in uygun bir yontem

olarak kullanilmaktadir.

Uyaran ile taban c¢izgisinden aksiyon potansiyelinin ilk sapmasinin
baslangict arasindaki gecikme olarak tanimlanan CMAP gecikmeleri,
supramaksimal uyar1 yogunluklarinda olgiildiikten sonra siganlarin arka bacaklari
diizlestirildi ve uyarici aktif elektrotlar arasindaki mesafeler bir mezura ile en yakin
milimetreye kadar tespit edildi. Bu degerler daha sonra bireysel motor sinir ileti

hizlarin1 hesaplamak i¢in kullanildu.

tibial brancli=DE -~

Sekil 23. Ratlari Siyatik Sinir Motor fletim uygulanmasinda Uyarim ve Kayit Noktalari; A-

proksimal uyarim noktasi, B- distal uyarim noktasi, C- kayit noktast
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Sekil 24. Uyarim Elektrotlarinin Uygulans Yerleri

Sekil 25. Uyarinin Verilmesi ve Kayit
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Siyatik sinire stimiilasyon saglayarak ve sicanlarda gastroknemius kasindan
CMAP'leri kaydederek siyatik sinir rejenerasyonunun degerlendirilmesi, 6zellikle

kayit i¢in monopolar igne elektrotlart kullaniliyorsa, dikkatle tedavi edilmelidir.

4.9.5. Histopatolojik Yontem

Otenazi islemi sonrasinda alinan sinir 6rnekleri %10’ luk tamponlu formalin
soliisyonunda 2 giin tespit edildi. Daha sonra, ayr1 doku takip kasetlerine (Isolab
GmbH, Wertheim, Almanya) konuldu. Yaklasik iki saat akan ¢esme suyu altinda
yikandiktan sonra otomatik doku takip cihazinda (Leica TP 1020, Wetzlar,
Almanya) alkol, ksilen ve parafin serilerinden geg¢irilip doku bloklama cihazinda
(Leica EG 1150 H, Wetzlar, Almanya) parafin ile bloklandi. Parafin bloklardan
rotary mikrotom (Leica RM2125, Wetzlar, Almanya) ile 3-5 mikron kalinliginda
seri  kesitler pozitif sarjli lamlara (Thermo Fischer Scientific, Superfrost,
Massachusetts, A.B.D.) alindi. Hazirlanan kesitler otomatik doku boyama
makinasinda (Leica Autostainer XL, Wetzlar, Almanya) hematoksilen-eozin
boyama yontemiyle boyandi. Alinan kesitlere ayrica Masson’ un ii¢lii boyama
yontemi (Bio Optica, Milano, Italya) ve Luxol Fast Blue (Bio Optica, Milano,
Italya) boyama yontemleri, hazir kitlerin igerisinden ¢ikan standart yonteme gore
uygulandi. Hazirlanan preparatlarda, tablo-9 da verilen parametreler semikantitatif
olarak degerlendirildi. inceleme; kamerali (Olympus DP72, Tokyo, Japonya) ve
goriintiileme analiz sistemli (CellSens Standart) trinokiiler 151k mikroskobunda
(Olympus BX43, Tokyo, Japonya) yapildi. Immunohistokimyasal olarak sinir
dokularinda; Myelin Basic Protein (MBP), CD68, S100 ve Neuronal Growth Factor
(NGF) ekspresyonlart incelendi (Tablo 4). Yontem olarak Avidin-Biotin-

Peroksidaz metodu kullanildi (63). Parafin bloklardan alinan 3-5 mikron
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kalinligindaki kesitler, ksilen ile deparafinize edildikten sonra dereceli alkol serileri
igerisinden gegirilerek dehidre edildi. Antijenik reseptorlerin agiga ¢ikarilmasi i¢in
sodyum sitrat tampon soliisyonu igerisinde 20 dk. mikrodalga firinda yiiksek
derecede inkube edildi. Daha sonra PBS ile yikanip endojen peroksidaz aktivitesini
engellemek i¢in metanol ile hazirlanan %3 hidrojen peroksit igerisinde 10 dk.
inkiibasyona birakildi. Nonspesifik baglanmalar1 engellemek i¢cin UV Block
Solution (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, ABD) igerisinde 5
dakika bekletildi. Ardindan kesitler 1/100 oraninda diliie edilen primer antikorlar
ile 1 gece, +4 C° de inkiibe edildi. Tekrar PBS’de yikanan kesitlere biotinle konjuge
sekonder antikor (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, ABD)
damlatilarak 20 dk bekletildi. Ardindan dokular PBS ile yikandi ve streptavidin
peroksidaz (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, ABD) ile 20 dk.
inkiibe edildi. Renk ortaya ¢ikarict substrat olarak AEC (3 amino-9-etilcarbazole)
kullanildi. Bu soliisyon kesitler iistiine uygulandiktan sonra renk degisikligi
olusmaya basladig1 anda reaksiyon distile su ile yikamak suretiyle durdurularak,
Gill’s Hematoksilen ile 2 dk. karst boyama boyandiktan sonra musluk suyunda
yikanarak immun-mount ile kaplandi ve 151k mikroskobunda uygun biiyiitmede
incelenip degerlendirildi. Degerlendirme yapilirken Tablo 5’de ki skorlama (64) ile

bir histoskor olusturuldu.
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Tablo 3. Histopatolojik skorlama yontemi (hematoksilen-eozin, Masson’ un ti¢lii boyama yontemi

ve luxol fast blue)

Siyatik Sinir Semikantitatif Histopatolojik Skorlama Y6ntemi (*)

Sinirin Rejenerasyon Derecesi ve Kriterler Puanlama
Tamir bolgesinin her iki Devamlilik zay1f, organize 1
tarafindaki aksonal devamhihik olmayan aksonal proliferasyon
Orta 2
Iyilesme bolgesinde tam devamlilik 3
Fibroblast veya kollajen mevcudiyeti Yogun
(Masson)
Orta 2
Normal 3
Myelin Kilif (Luxol Fast Blue) Yok ya da zayif 1
Vakuoler ve zayif 2
Sirkiiler ve homojen 3
Inflamatuvar hiicre sayisi >10 1
1-9 2
Yok 3
Kapiller yapi >6 1
3-6 2
1-3 3
*(65)
Tablo 4. Caligmada kullanilan primer antikorlar
Antikor/Klon  Antikor Konak Kullamlan  Uretici
Tiiri Diliisyon Firma
MBP Monoklonal Fare 1/100 Bioss
CD68 Poliklonal Tavsan 1/100 Affinity
S100 Poliklonal Tavsan 1/100 Santa Cruz
NGF Monoklonal Fare 1/100 Elabscience
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Tablo 5. immunohistokimyasal skorlama yontemi.

Histoskor=immunreaktivitenin Yayginhg x Immunreaktivitenin Siddeti(64).

Immunreaktivitenin Yayginhg Immunreaktivitenin Siddeti
0,1: %25’ ten kiiciik 0: Yok
0,4: %26-50 arasi 0,5: Cok Az
0,6: %51-75 arasi 1: Az
0,9: %76-100 aras: 2: Orta
3: Siddetli

Istatiksel degerlendirmelerde grup karsilastirmalari igin non-parametrik
Kruskal-Wallis varyans analizi, ikili karsilastirmalar i¢inde Mann whitney U
testi kullanildi. Tiim analizler i¢cin SPSS (versiyon 22) programi kullanilacak

P<0.05 degeri anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR

Periferik sinirler, omurilik 6n boynuzdaki motor ndronlarin, dorsal
gangliyonlardaki duyusal néronlarin ve sempatik gangliyonlardaki sempatik
noronlarin destek bag doku ile ¢evrili aksonal uzantilarindan olusur. Sonlandiklar
hedef organa gore motor, duyu ya da otonomik fonksiyonlar1 olan yapilardir.
Periferik sinirler olduk¢a uzun olan seyirleri nedeniyle degisik bolgelerde travmaya
maruz kalirlar. K6k hiicre tedavisi; cerrahi ve medikal olarak tedavi edilemeyen
perifer sinir yaralanmalarinda potansiyel bir tedavi yontemidir. Tiim hayvanlar
ameliyattan sonra iyilesti. G6zlem siiresi boyunca hic¢bir uzuv otomutilasyonu veya

kontraktiir vakas1 olmamustir.

5.1. Klinik Degerlendirme Bulgular:

Postoperatif donemde birinci haftadan itibaren yapilan klinik takipte
Ruptur kok hiicre grubunda yaralar hizli bir sekilde iyilesirken bolge kaslarinda
daha iyi gelisme goriildii. Tiim bacagin motorik fonksiyonlar1 birinci haftada
kismen olurken, 8. haftada tamamen kazanildig1 goriildii. Parmaklar ilk haftalarda
bitisik ve kullanilamazken, 7. Haftadan itibaren bazi hayvanlarda kismende olsa
aralarinin agildig1 ancak parmak fonsiyonun az oldugu saptandi.

Ruptur kontrol grubunda yaralar normal yara iyilesme siirecinde
iyilesirken, bir hayvanda yara hafif agildi ancak normal siiregte iyilesti. Yara
iyilesme sonras1 bu grupta bdlge kaslar1 zayif hatta atrofik kald1. Tlk haftalarda tiim
bacakta, motorik fonksiyon goriilmedi. Hayvanlar tarsal eklem ile destek saglamaya
calisirken 6. haftadan itibaren bu fonksiyon kismen kazanildi. Ayrica uzun siire

bacagi kullanamamaya bagli olarak birka¢ hayvanda yara olustugu goriildii.8. hafta
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sonunda yaralar1 tamamen iyilesmis, bacak kismen kullanilir ve parmak
fonksiyonlar1 olusmadi. Parmaklar bitisik pozisyonda idi.

Hasar kok hiicre grubunda yaralar tamamen normal iyilesme siirecinde
kapandi. Bu gruptada bolge kaslar1 kontrol grubuna gore daha iyi gelisti. Tiim bacak
motorik fonksiyonlar1 birinci haftadan itibaren iyiydi. Parmak fonksiyonlari ise ilk
lic hafta goriilmezken, dordiincii haftadan itibaren parmak aralarimin acildigi,
kismen kullanildig1 goriildii. 8. haftadan itibaren ise tamamen kullanildig1 tespit
edildi.

Hasar kontrol grubunda yaralar diger gruplar gibi yara iyilesme siireci
icerisinde kapandi. Bacak motorik fonsiyonlar postoperatif 6. haftaya kadar kismen
kullanildi. 8. haftaya kadar bu fonksiyon tamamen kazanildi. Parmak fonksiyonlari
6. haftaya kadar kullanilamadi. 6.haftadan 7. haftaya kadar parmak aralarinin yavas
yavas acildigi, parmaklar kismen kullanildi. 8.haftada tamamen kullanildigi
goriildii. Ayrica bolge kaslar1 hasar kok hiicre grubuna goére zayift1 (Tablo 6).

Tablo 6. Postoperatif Haftalik Klinik Takip

Ruptur kiok Ruptur kontrol  Hasar kok Hasar kontrol
Hafta Y BF PF Y BF PF Y BF PF Y BF PF
1. + +/- + - - + + + +/- -
2. + +/- + + + + +/-
3. + +/- + + + + +/-
4, + + + + + +/- + +/-
5. + + - + - - + + +/- + +/-
6. + + - + -[+ - + + +/- + +/- +/-
7. + + -1+ + -/+ - + + +/- + + +/-
8. + + -1+ + -/+ - + + + + + +

Yara iyilesme (Y), Bacak fonksiyonu (BF), Parmak fonksiyonu (PF): iyi

(+), kismen (+/-), kotii (-)
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5.2. Kavrama Testi Bulgular:

Kavrama giiciiniin degerlendirilmesi i¢in, ratlar ameliyattan 8 hafta sonraya
kadar kavrama testi ile iki haftada bir degerlendirildi. Bu yontem, parmak fleksor
fonksiyonunun basit bir 1zgara aracilifiyla degerlendirildi. Kavrama giicii
degerlendirmesi 56 hayvanin tiimiinde yapildi. Ratlar, kavrama izgarasina
kuyruklarindan tutularak yavasca indirildi. Hayvanlar daha sonra kavramalarini

kaybedene kadar yavasca yukar1 kaldirildi. Yalnizca dirsek fleksiyonu olmayan,

dirsek fleksor kaslarinin kullanimi gibi denemeler gegerli kabul edildi (Sekil 26).

Sekil 26. 8. Haftada hasar olusturlmus kok hiicre grubuna kavrama testi uygulanan denegimiz

Kavrama ve birakma giiciine gore i¢in 0 (yok), 1(hafif), 2 (orta) ve 3 (gii¢lii)
seklinde kuvvetler kaydedildi. Ortalama kavrama kuvveti daha sonra dort

denemenin gruplar arasi istatiksel olarak hesaplandi (Tablo 7).
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Tablo 7. Kavrama Testi istatiksel Verileri

Zaman
Grup Hafta 2 Hafta 4 Hafta 6 Hafta 8 P-
degeri
Ruptur Kontrol 0.33+0.13° 0.93+0.07¢" 0.33+0.19° 0.40+0.13¢ 0.012
Kok 2.00+0.262 2.2140.21b 1.7940.11° 2.50+0.20° 0.226
hiicre
Hasar Kontrol 1.60+0.162 2.27+0.15° 2.20+0.18° 2.07+0.12° 0.410
Kok 2.33+0.252 3.00+0.002 3.00+0.002 3.00+0.002 0.115
hiicre
P-degeri 0.000 0.000 0.000 0.000

-Ayn1 siitunda farkl kiigiik harf (a,b,c) tasiyan ortalama degerler arasindaki
farkliliklar istatistiki olarak onemlidir.

*:Hafta 2, 6 ve 8’e gore 6nemlidir.

istatistiki Analiz Yontemi:

Tiim analizler SPSS (Versiyon 22.0) istatistik programinda yapildi.

Degerler ortalama + ortalamalarin standart hatasi (SEM) olarak verildi. Gruplar ve

zamanlar arasindaki farkliliklar1 karsilastirmak i¢in Bonferroni diizeltmeli tekrarli

Ol¢timlerde iki yonlii varyans analizi testi kullanildi. P<0.01 degeri 6nemli olarak

kabul edildi.

2. hafta degerleri karsilastirildiginda; ruptur uygulanan ratlarda kontrole

gore kok hiicre verilen hayvanlarin kavrama testi sonuglart anlamli bir sekilde daha

iyltydi (P<0.001). Buna karsin hasar uygulanan ratlarda kok hiicre uygulamasi

anlamli bir etki olugturmadi. Ruptur olusturulan kontrol grubu hayvanlarin hasar

olusturulan kontrol gurubuna gore kavrama testi sonuglar1 anlamli bir sekilde daha

kotii idi (P<0.001).
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4, 6 ve 8. hafta degerleri karsilastirildiginda; ruptur ve hasar olusturulan
ratlarda kontrole gore kok hiicre verilen hayvanlarin kavrama testi sonuglari anlaml
bir sekilde daha 1yiydi (P<0.001). Ruptur olusturulan kontrol grubu hayvanlarin
hasar olusturulan kontrol gurubuna gore kavrama testi sonuglar1 anlamli bir sekilde
daha kotii idi (P<0.001). Hasar olusturulan kok hiicre grubu hayvanlarin ruptur
olusturulan kok hiicre gurubuna gore kavrama testi sonuglari anlamh bir sekilde

daha iyiydi (P<0.001).

Gruplar genel olarak degerlendirildiginde hasar uygulanan kok hiicre

grubunun kavrama testi sonuglar1 diger gruplara gére daha iyi oldugu goriildii.

Ayni grup igerisinde zamanlar karsilastirildiginda; ruptur olusturulan
kontrol grubu hayvanlarda haftalar arasinda genel anlamda 6nemli bir iyilesme
gbozlenmemesine ragmen 4. haftada diger haftalara gore istatistiki bir fark tespit

edildi (P<0.05).

5.3. Adim izi Testi Bulgular

Postoperatif 2. Haftadan 8. Haftaya kadar 15 giinliik araliklarla hazirlanan
diizenek yardimiyla biitiin gruplardaki ratlar yiiriime testine tabi tutuldu. Uygulanan
yilirime testine gore ayak izleri kullanilarak, topuk ve parmak ucu arasindaki
mesafe — basi uzunligu, birinci ve besinci parmaklar arasi mesafe-adim genisligi,
ikinci ve dordiincii parmaklar arasi mesafe- adim ortasi genislik milimetrik cetvel
yardimiyla olgildi (Sekil 27). 2. hafta disindaki diger 4,6,8. haftalarda hasar
olusturulan kontrol ve kok hiicre grubu hayvanlarin adim izi testi degerleri ruptur
olusturulan kontrol ve kok hiicre gruplarma gore onemli bir sekilde farkli idi

(P<0.001) (Tablo 8).
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Sekil 27. Ratlarn tiimiinde topuk ve parmak ucu arasindaki mesafe — basi uzunligu, birinci ve

besinci parmaklar arasi mesafe-adim genisligi, ikinci ve dordiincii parmaklar arast mesafe- adim

Tablo 8. Adim izi testi istatiksel verileri

ortasi genislik 6l¢iildii.

Zaman
Grup P-
Hafta 2 Hafta 4 Hafta 6 Hafta 8 degeri
Ruptur  Kontrol -87.16+4.81 -91.43+£2.57° -83.43+4.432 -87.11£2.342 0.268
Kok -80.65+2.39  -84.71+2.602 -86.38+4.032 -79.54+4 262 0.320
hiicre
Hasar Kontrol -73.9942.75  -14.37+4.28  -13.07+4.03""  -15.99+4.36"  0.000
Kok -82.6247.03  -28.57+4.13°  -24.52+4.07°" -26.81+3.41°  0.000
hiicre
P-degeri 0.259 0.000 0.000 0.000

-Ayni siitunda farkli kii¢iik harf (a,b,c) tasiyan ortalama degerler arasindaki
farkliliklar istatistiki olarak 6nemlidir.

*:Hafta 2’e gore istatistiki olarak farklidir.
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istatistiki Analiz Yontemi:

Tiim analizler SPSS (Versiyon 22.0) istatistik programinda yapildi.
Degerler ortalama + ortalamalarin standart hatasi (SEM) olarak verildi. Gruplar ve
zamanlar arasindaki farkliliklar karsilastirmak i¢in Bonferroni diizeltmeli tekrarli
Olctimlerde iki yoOnlii varyans analizi testi kullanildi. P<0.01 degeri 6nemli olarak

kabul edildi.

Ruptur olusturulan hayvanlarda kontrol ve kok hiicre gruplari arasinda
haftalara gore adim izi testinde anlamli farklilik tespit edilmedi. Ote yandan ruptur
olusturulan kontrol ve kok hiicre gruplarinda haftalar arasinda da adim izi

degerlerinde anlamli bir farklilik gozlenmedi.

Hasar olusturulan ratlardaki 8 haftallk adim 1izi testi sonuglari
incelendiginde; hem kontrol hem de kok hiicre gruplarinda Hafta 4, 6 ve 8’deki

degerler Hafta 2’e gore anlamli derecede daha yiiksek bulundu (P<0.001).

Hafta 4 degerleri karsilastirildiginda; hasar olusturulan ratlarda kontrole
gore kok hiicre verilen hayvanlarin adim izi testi sonuglart anlamli bir sekilde daha
iyiydi (P<0.001). Hafta 2’nin disindaki diger haftalarda hasar olusturulan kontrol
ve kok hiicre grubu hayvanlarin adim izi testi degerleri ruptur olusturulan kontrol

ve kok hiicre gruplarina gére 6nemli bir sekilde farkl idi (P<0.001).

5.4. Hot Plate Testi Bulgular

Sekizinci haftada duyu fonksiyonlar1 i¢in hayvanlar sicak plaka testine tabi
tutuldular (Sekil 28). Bu test deneklerin termal nosiseptif esik {izerindeki etkilerini

degerlendirmek i¢in yapildi (Tablo 9).
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Sekil 28. Tiim Ratlarda Hot Plate Testini Uygulanis1

Tablo 9. Hot-Plate Testi istatiksel verileri

Grup
Ruptur Hasar P-
Kontrol Kok Hiicre Kontrol Kok Hiicre — degeri
52.95+2.34%  31.4443.97" 18.46+1.02°¢ 20.49+2.30°  0.000

-Ayni siitunda farkli kiiglik harf (a,b,c) tasiyan ortalama degerler arasindaki
farkliliklar istatistiki olarak 6nemlidir.

Istatistiki Analiz Yontemi

Tiim analizler SPSS (Versiyon 22.0) istatistik programinda yapildi.
Degerler ortalama + ortalamalarin standart hatasi (SEM) olarak verildi. Hot-plate

testi bakimindan gruplar arasindaki farkliliklart karsilastirmak i¢in tek yonlii
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varyans analizi (ANOVA) testi ve ikili karsilastirmalar i¢in de post-hoc Tukey-

HSD testi kullanildi. P<0.01 degeri 6nemli olarak kabul edildi.

Ruptur uygulanan ratlarda kontrole gore kok hiicre verilen hayvanlarin hot-
plate testine verdikleri yanit anlamli bir sekilde daha erken zamanda sekillendi
(P<0.01). Buna karsin hasar uygulanan ratlarda kok hiicre uygulamasi anlamli bir
etki olusturmadi. Ruptur olusturulan kontrol grubu hayvanlarin hasar olusturulan
kontrol gurubuna gore hot-plate testi yanit1 dnemli bir sekilde daha ge¢ zamanda
sekillendi (P<0.01). Ote yandan rupturlu hayvanlara gore hasar olusturulan
hayvanlara kok hiicre uygulamasi hot-plate testi yanitinda 6nemli bir fark meydana
getirdi (P<0.01). Kontrol ve kok hiicre uygulamasi géz ardi edildiginde ruptur ve

hasar olusturulan hayvanlar arasindaki farklar da 6nemli idi (P<0.01).

5.5. Elektromyografi Test Bulgulari

Sekizinci haftada Ratlarda siyatik sinir hasar ve ruptur gibi yaralanmasinda
kok hiicre uygulamasinin olasi noroprotektif etkileri, EMG sinir iletim incelemeleri
yapildi. Kok hiicre uygulamasinin MNCV’ler lizerindeki etkileri arastirildi ve
gruplar arasi karsilastirmalar yapildi. Bu nedenle, MNCV’leri artirarak gosterildigi
gibi, kok hiicre uygulamasinin periferik sinir ezilme yaralanmasinda iyilesme

yoniinde etkisi oldugu goriilmektedir (Tablo 10,11).
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Tablo 10. 8. Haftada Cekilen EMG grafigi

- Rec pos |10 mv/D

dLAT/CV_

1.2

26 % 10 %

6.0, 3.1

Tiim Ratlarm dLAT/CV, AMP, AREA ve DUR goriintiileri alindi. Istatiksel

olarak hesaplandi.

Tablo 11. EMG istatiksel degerlendirme bulgulart

Olciimler
Grup dLAT/CV AMP AREA DUR
Ruptur  Kontrol 1.06+0.062 15.39+£1.33 22.86+2.34 3.10+0.35
KoKk hiicre 0.91£0.06® 17.02+1.68 26.47+2.96 2.97+0.12
Hasar Kontrol 0.77+0.04%¢ 14.97+2.32 22.81+3.41 3.51+£0.36
Kok hiicre 0.70+0.05¢ 19.18+1.34 26.38+2.52 2.66+0.22
P-degeri 0.000 0.279 0.681 0.204

-Ayn1 slitunda farkhi kiiciik harf (a, b, c¢) tasiyan ortalama degerler arasindaki

farkliliklar istatistiki olarak 6nemlidir.
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istatistiki Analiz Yontemi:

Tim analizler SPSS (Versiyon 22.0) istatistik programinda yapildi.
Degerler ortalama + ortalamalarin standart hatast (SEM) olarak verildi. Gruplar
arasindaki farkliliklar1 karsilagtirmak igin non-parametrik Kruskal-Wallis varyans
analizi ve ikili karsilastirmalar i¢in de non-parametrik Mann-Whitney-U testi

kullanildi. P<0.05 degeri 6nemli olarak kabul edildi.

Hasar kontrol ve kok hiicre ve ruptur kontrol ve kok hiicre BKAp ve latans
degerleri agisindan karsilastirildiginda, CMAP degerleri acisindan istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar vardi ( p < 0,001) (Tablo 11). Gecikme degerlerine gore

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik vardi (p )

Kok hiicreden sonra CMAP amplitiidii, p = 0.000 arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark vard.

Kok hiicre sonrast CMAP o6l¢iimleri hasar kontrol ve kok hiicre arasinda

istatistiksel olarak anlamli derecede farkliydi ( p = 0.0)

Kok hiicre sonrast CMAP o6l¢iimlerine gore rupture edilmis kontrol ve kok

hiicre gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar vardi ( p = 0.0).

Hasar konrol ve ruptur kok hiicre gruplart CMAP  6lgiimleri

karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi ( p = 0.0).

Hasar kontrol ve ruptur kontrol gruplari ile hasar kok hiicre arasinda kok
hiicre uygulanan ve Latans degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

fark bulundu (p=0.0-p =0.0)
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Hasar kok hiicre grubunda CMAP degerleri karsilagtirildiginda istatistiksel
olarak anlamli fark vardi ( p < 0,001). Hasar kok hiicre ve ruptur kok hiicre

gruplarinin CMAP degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardi (p = 0.

-p=0.).

Bu ¢alismada, sigan siyatik sinir hasar ve ruptur yaralanmasinda kok hiicre
uygulamasinin olas1 noroprotektif etkileri, EMG sinir iletim incelemeleri
sonucunda, c¢alisma bulgulari; siyatik sinir hasar ve ruptur yaralanmasi rat
modelinde erken dénemde kok hiicre uygulamasinin sinir rejenerasyonu iizerinde
yararl bir etkiye sahip oldugunu ve motor fonksiyonel iyilesmeyi hizlandirdigini

gostermektedir.

5.6. Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik incelemede, deney gruplarmin tamaminda, gerek hasar
gerekse ruptur olusturulan gruplarda sinirlerde dejeneratif, yangisal ve proliferatif
bulgular dikkati ¢ekti. Kontrol hasar grubunda, hasar bolgesinde aksonal
ilerlemenin vakuoler bir dejenerasyon (Waller dejenerasyonu) ile degisen
derecelerde bozuldugu, kapillar damar sayisinin arttig1, hafif derecede mononiikleer
infiltrasyonlarin ve hafif siddette bir fibrozisin oldugu goriildii. Sinir kilifi ve cevre
dokularda ise yanginin, sinir dokusuna gore ¢ok daha fazla miktarda oldugu dikkati
cekti. Bu grubun kok hiicre tedavisi uygulanan grubunda da benzer bulgulara
rastlanildi ve kayda deger bir farka rastlanilmadi. Kontrol ruptur grubundaki
bulgularin, kontrol hasar ve bu grubun kok hiicre tedavi grubuna goére ¢cok daha
siddetli oldugu goriildii. En 6nemli bulgu olarak, ruptur bolgesinin normal sinir

dokusuna gore yaklasik iki kat kalinlagsmasi, bu bdlgenin siddetli bir bag doku
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formasyonu yanit1 gostermis olmasi kaydedildi ve Masson’un ti¢lii boyama yontemi
ile ortaya konuldu. Bag doku ile dolan ruptur bolgesinin her iki u¢ kistmlarimda
daha fazla olmak iizere yogun aksonal vakuoler dejeneratif degisikliklere
rastlanildi. Bu grubun kok hiicre tedavisi uygulanan grubunda en dikkat ¢ekici
bulgular olarak, aksonal dejenerasyonun daha hafif seyretmesi ve bag doku

formasyonunun daha siddetli olmasi kaydedildi.

Tablo 12. Histopatolojik istatistiksel degerlendirme sonuglar

Olciimler
Grup Fibroblast
Aksonal veya kollajen Kapiller
devamhihk  mevcudiyeti  Myelin kilif Yangi yapi

Ruptur  Kontrol 1.71+0.18 1.43+0.20? 1.574+0.202 1.43+0.20? 1.71+0.182

Kok 2.00+0.22 1.2940.182 1.574+0.202 2.00+0.00° 2.43+0.20°
hiicre

Hasar Kontrol 2.14+0.14 2.86+0.14° 2.29+0.18° 1.86+0.26% 1.86+0.26%

Kok 2.14+0.14 2.29+0.18¢ 2.1440.14° 2.43+0.20° 1.43+0.202
hiicre
P-degeri 0.277 0.000 0.026 0.020 0.036

-Ayn1 siitunda farkli kiiciik harf (a, b, ¢) tasiyan ortalama degerler arasindaki

farkliliklar istatistiki olarak 6nemlidir.

istatistiki Analiz Yontemi:

Tiim analizler SPSS (Versiyon 22.0) istatistik programinda yapildi.
Degerler ortalama + ortalamalarin standart hatasi (SEM) olarak verildi. Gruplar
arasindaki farkliliklar1 karsilastirmak i¢in non-parametrik Kruskal-Wallis varyans
analizi ve ikili karsilastirmalar i¢in de non-parametrik Mann-Whitney-U testi

kullanildi. P<0.05 degeri 6nemli olarak kabul edildi.
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Sekil 29. Kontrol hasar grubunda normal sinir bdlgesi (n), hasarli blge (h) ve hasarli bolgede

goriilen aksonal dejenerasyonun vakuoler goriintiisii, Waller dejenerasyonu (oklar), HXE, 10X.

. O
-
"C‘;ﬁl"&c. .

P b

Sekil 30. Kontrol hasar grubunda hasarli bolgede goriilen siddetli aksonal dejenerasyonun

vakuoler goriintiisii, Waller dejenerasyonu (oklar), HXE, 20X.
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10X.

Sekil 32. Kontrol hasar grubunda normal sinir bdlgesi (n), hasarli bolge (h) ve hasarli bolgede

goriilen bag doku formasyonu (oklar), Masson’ un iiglii boyamasi, 10X.
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Sekil 33. Kok hiicre hasar grubunda normal sinir bolgesi (n), hasarli bolge (h) ve hasarli bolgede

goriilen aksonal dejenerasyonun vakuoler goriintiisii, Waller dejenerasyonu (oklar), HXE, 10X.

Sekil 34. Kok hiicre hasar grubunda hasarli bolgede goriilen siddetli aksonal dejenerasyonun

vakuoler goriintiisii, Waller dejenerasyonu (oklar), HXE, 20X.
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Sekil 35. Kok hiicre hasar grubunda hasarli bolgenin sinir kilifinda goriilen monontikleer hiicre
infiltrasyonlar1 (oklar), HXE, 20X.

Sekil 36. Kok hiicre hasar grubunda normal sinir bdlgesi (n), hasarlt bolge (h) ve hasarli bolgede

goriilen bag doku formasyonu (oklar), Masson’ un {iglii boyamasi, 10X.
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Sekil 37. Kontrol hasar grubunda (KH) ve kdk hiicre hasar grubunda (KHH), sinir kilifinda, benzer

goriinimde miyelin pozitifligi (oklar), Luxol fast blue boyamasi, 10X.

Sekil 38. Kontrol ruptur grubunda, ruptur bélgesinde goriilen siddetli aksonal dejenerasyon (oklar)
ve bag doku formasyonu (asteriksler), HXE, 10X.
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Sekil 39. Kontrol ruptur grubunda, ruptur bolgesinde goriilen aksonal dejenerasyon (okbaglari)
bag doku formasyonu (asterik) ve hafif siddette mononiikleer hiicre infiltrasyonu (ok), HXE, 20 X.

Sekil 40. Kok hiicre ruptur grubunda, normal sinir bolgesi (n), ruptur bdlgesi (r) ve proliferasyon
bolgesi (p), HXE, 4X.
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Sekil 41. Kok hiicre ruptur grubunda, ruptur sonrasi gelisen siddetli proliferasyon, sinirde siddetli
kalinlasma, HXE, 4X.

Sekil 42. Kontrol ruptur (KR) ve kok hiicre ruptur grubunda (KHR) ruptur bolgelerinin goriniimil,

KHR grubunda aksonal dejenerasyon (oklar), KH grubuna kiyasla daha az, bag doku formasyonu
(asteriksler) ise daha fazla, HxE, 10X.
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Sekil 43. Kontrol ruptur (KR) ve kok hiicre ruptur grubunda (KHR) ruptur bolgelerinin goriiniim,
KHR grubunda bag doku formasyonu (oklar), KR grubuna kiyasla daha fazla, Masson’ un {iglii
boyamasi, 10X.

Sekil 44. Kontrol ruptur grubunda (KR) ve kdk hiicre ruptur grubunda (KHR), sinir kilifinda,

azalmis ve benzer goriinlimde miyelin negatifligi (oklar), Luxol fast blue boyamasi, 10X.

5.7. Immunuhistokimyasal Bulgular

Immunohistokimyasal degerlendirmeden elde edilen histoskorlar tablo 13’
te verilmistir. MBP antikoru ile yapilan boyamalarda hasar ya da ruptur

olusturulmayan sinir bolgelerinde sinir liflerinin ilerleyisine paralel sekilde,
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intrastoplazmik olarak yogun ve siddetli pozitifliklere rastlandi. Ruptur ve hasar
bolgelerinde ise MBP ekspresyonunun hem yogunlugunun hem de siddetinin ciddi
sekilde azaldig1 goriildii. Ruptur gruplarinda bu azalmanin daha siddetli oldugu
gorildii. Kok hiicre tedavi gruplarinda ise kontrol gruplarina goére kayda deger bir
farkliliga rastlanmadi. CD68 antikoru ile yapilan boyamalarda, hasar ve ruptur
bolgelerinde, 10’ luk biiylitmedeki bir alanda yaklasik 10-15 civar1 makrofajda, 20-
25 civart ise Schwann hiicresinde intrastoplazmik pozitifliklere rastlanildi.
Makrofa; pozitifliklerinin  olduk¢a siddetli oldugu goriiliirken, Schwann
hiicrelerinde daha az siddette bir boyanma dikkati ¢ekti. Hasars1z ve ruptursuz sinir
bolgelerinde pozitifliklere tek-tiik rastlandi. Her iki kontrol grubunun, kék hiicre
tedavisi gruplarinda dikkat ¢ekici bir bulgu olarak Schwann hiicresi pozitifliginin
cok daha fazla oldugu goriildii. S100 boyamalarinda pozitifliklerin 6zellikle cerrahi
siitiir gevresinde ¢ogalan mikrogliya hiicrelerinde oldugu goriildii. Diger bolgelerde
ise yine mikrogliyalarda tek-tik pozitifliklere rastlandi. NGF boyamalarinda,

pozitifliklerin tim gruplarda benzer, olduk¢a seyrek ve damar iglerinde

yogunlastig1 goriildii.

Tablo 13. immunohistokimya skorlama degerleri

Olciimler
Grup MBP CD-68 S-100 NGF
Ruptur  Kontrol 0.529+0.129 0.843+0.265 0.211+£0.014 0.071+0.018
KoKk hiicre 0.443+0.102 1.029+0.081 0.200+0.000 0.086+0.014
Hasar Kontrol 0.543+0.121 0.829+0.228 0.186+0.034 0.071+0.018
KoKk hiicre 0.686+0.132 1.171+0.127 0.171+0.029 0.086+0.014
P-degeri 0.715 0.448 0.587 0.845
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istatistiki Analiz Yontemi:

Tim analizler SPSS (Versiyon 22.0) istatistik programinda yapildi.
Degerler ortalama + ortalamalarin standart hatas1 (SEM) olarak verildi. Gruplar
arasindaki farkliliklar1 karsilastirmak i¢in non-parametrik Kruskal-Wallis varyans

analizi ve ikili karsilastirmalar i¢in de non-parametrik Mann-Whitney-U testi

kullanildi. P<0.05 degeri 6nemli olarak kabul edildi.

Sekil 45. Kontrol hasar grubunda, hasar bdlgesinde (h), normal sinir bolgesine (n) gore azalmis

MBP pozitifligi (oklar), immunperoksidaz boyama, 10X.
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Sekil 46. Kontrol hasar grubunda, hasar bolgesinde (H), normal sinir bolgesine (N) gore azalmis
MBBP pozitifligi (kirmizi boyali alanlar), immunperoksidaz boyama, 10X.

Sekil 47. Kok hiicre hasar grubunda, hasar bolgesinde (h), normal sinir bolgesine (n) gore azalmis

MBP pozitifligi (oklar), immunperoksidaz boyama, 20X.
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Sekil 48. Ruptur grubunda, ruptur bolgesinde (R), normal sinir bolgesine (N) gore ileri derecede

azalmis MBP pozitifligi (kirmizi boyali alanlar), immunperoksidaz boyama, 10X.

Sekil 49. K&k hiicre ruptur grubunda, ruptur bolgesinde (R), normal sinir bolgesine (N) gore ileri

derecede azalmis MBP pozitifligi (kirmizi boyali alanlar), immunperoksidaz boyama, 10X.

71



Sekil 50. Kontrol hasar grubunda, CD68 pozitif makrofajlar (oklar) immunperoksidaz boyama,
20X.

Sekil 51. Kontrol hasar grubunda, CD68 pozitif makrofajlar (okbaslar1) ve CD68 pozitif Schwann

hiicreleri (oklar), immunperoksidaz boyama, 40X.
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Sekil 52. Kok hiicre hasar grubunda, CD68 pozitif makrofajlar (okbaslar1) ve CD68 pozitif

Schwann hiicreleri (oklar), immunperoksidaz boyama, 20X.

Sekil 53. Kontrol ruptur grubunda, CD68 pozitif makrofajlar (okbaslart) ve CD68 pozitif Schwann

hiicreleri (oklar), immunperoksidaz boyama, 20X.
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Sekil 54. Kok hiicre ruptur grubunda, CD68 pozitif makrofajlar (okbaslari) ve ¢ok sayida CD68

pozitif Schwann hiicresi (oklar), immunperoksidaz boyama, 20X.

Sekil 55. Kontrol ruptur grubunda cerrahi siitiir ¢evresine yogunlagmis S100 pozitif mikrogliya

hiicreleri, immunperoksidaz boyama, 20X.
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40X.

Sekil 57. Kok hiicre hasar grubunda damarlarda NGF pozitifligi (oklar), immunperoksidaz

boyama, 40X.
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20X.

Sekil 59. Kok hiicre ruptur grubunda, damarlarda NGF pozitifligi (oklar), immunperoksidaz

boyama, 20X.
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6. TARTISMA

Periferik sinir yaralanmalari, 6zellikle siyatik sinir hasar ve rupturlar
hayvan refahin1 6nemli derecede diisiiren, savunma problemlerine yol agan, uzun
bir tedavi siireci ve tedavi maliyeti olan bir sorundur. Veteriner Hekimlik alaninda
medikal ve cerrahi olarak yapilan tedavi metodlar1 ile beklenen diizeyde sinir

iyilesmesi saglanamamaktadir.

Travmatik sinir lezyonlar1, Avrupa ve ABD'de her y1l birkag yiiz bin hastay1
etkilemektedir (66). En siddetli vakalarin yaygin nedenleri arasinda motorlu tasit,
ev i¢i, ig ve spor kazalar1 yer alir (67). Periferik sinir yaralanmalarinin (PNI)
sonuglar1 herkesin bildigi gibi yasami1 degistirir ve siklikla yikicidir, bu da etkilenen

uzuvda c¢esitli derecelerde sensorimotor bozuklukla sonuglanir (68).

Periferik sinir yaralanmalar1 esas olarak travma, timdr ve iyatrojenik
lezyonlarla iliskilidir ve bu yaralanmalar noérolojik defisitlere ve fonksiyonel
yetersizlige yol agar. Gelismis lilkelerde periferik sinir yaralanmalar1 insidansinin
her yil 100.000 kiside yaklasik 18 oldugu tahmin edilirken, gelismekte olan

iilkelerde nispeten daha yiiksektir (69).

Ulkemizde de &zellikle yiiksekten diigme ve trafik kazalar1 gibi travmalar
sonucu sinir hasar ve rupturlart olusan hayvanlarda yasam kalitesinin diistigii,
hayvan refahini olumsuz yonde etkilendigi ve bir ¢ok hayvanin sensorimotorik

fonksiyon kayiplari olustugu goriilmektedir.
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Travma olusumunu takiben genellikle kotli ve degisken sonuclu periferik
sinir lezyonlarinin olusmasi, yaralana sinirin rekonstriiksiyonu ve fonksiyonunu

yeniden kazanmasi i¢in alternatif tedavi yontemleri arayigini tegvik etmistir (70,71)

Sunulan ¢aligmada hasarli ve tam kat ruptur olusturulmus siyatik sinirde
rekonstrilkksiyon ve fonksiyonunun yeniden kazanmasi i¢in kemik iligi kok

hiicreleri lokal olarak kullanilmis ve kayda deger sonuglar alinmistir.

Periferik sinir onariminin sonucunu tahmin etme girisiminde, sinir hasarinin
tipi, yeri ve kapsami dahil olmak {izere; ameliyatin zamanlamasi; onarim tiirii;
fasikiillerin uygun hizalanmast; cerrahi teknik; ve hasta komorbiditeleri gibi bir¢ok

faktor dikkate alinmalidir (72)

Perifer sinir yaralanmasini takiben iyilesme zamani ve sonuglarin olumlu
olmas1 6nem arzetmektedir. lyilesmeleri cok uzun bir zaman alan sinir hasarlari
eklemlerde sertlikler ve kaslarda atrofiler gibi komplikasyonlara yol
acabilmektedirler. Yetersiz iyilesmeler ise ekstremiteler’de fonksiyon kaybiyla
sonuglanabilmektedir. Hizl1 ve ¢ok iyi bir periferik sinir onariminin olmast igin son
yillarda bir ¢ok biomateryal, sinir tedavisinde kullanilmaktadir. Bu materyallerin
bir ¢ogu yiiksek maliyetli materyallerden olusmaktadir. Ayrica enfeksiyon, alerjik
reaksiyon gibi istenmeyen yan etkiler bu materyaller tarafindan

olusrulabilmektedir. (73).

Travma olusumunu takiben genellikle kotli ve degisken sonuclu periferik
sinir lezyonlarinin olusmasi, yaralanan sinirin rekonstriiksiyonu ve fonksiyonunu

yeniden kazanmasi i¢in alternatif tedavi yontemleri arayigini tegvik etmistir (70,71)
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Sunulan ¢alismada hasarli ve tam kat ruptur olusturulmus siyatik sinirde
rekonstriikksiyon ve fonksiyonunun yeniden kazanmasi i¢in kemik iligi kok

hiicreleri lokal olarak kullanilmis ve kayda deger sonuglar alinmistir.

Son yillarda yapilan c¢alismalar Ozellikle kok hiicreler ile progenitor
hiicrelerin yetiskin insan SSS’de onaric1 noroplastisite potansiyeline sahip olduklari

bilinmektedir (74)

Giiniimiiz modern tibbinin yeni metodlarla radikal olarak iyilestiremedigi
hastaliklarin tedavilerini hasar goren hiicre, doku veya organlarin biyolojik

islevlerini yerine getirmek igin rejeneratif tip ya da onarmak ile miimkiin oldugu

bildirilmektedir (31)

Bu asamanin en 6nemli biyolojik 6gesi ise kok hiicreler (KH) dir ve
hiicresel tedavi metodlaridir. Geleneksel tipla tedavisi olmayan, sagirlik, kas
erimesi, korlik gibi patolojilerin KH, gen miihendisligi veya doku-organ

miihendisligi ile tedavi edilebilecegi 6ngdriilmektedir (41,48,75)

Yapilan calismalar, periferik sinir yaralanmasini takiben kok hiicrelerin
sistemik olarak uygulanmasiin etkili olabilecegini, diizenli sistemik dozlama
yoluyla rejeneratif destegi siirdiirmenin miimkiin oldugunu, ayrica néromiiskiiler
kavsak diizeyinde uygulandiginda da kok hiicrelerin etkili oldugunu bildirmislerdir.
Sinir rejenerasyonu ve yeniden innervasyonu uzun siireli ve dinamik bir siiregtir.
Bu siirecin hizin1 ve biitiinliiglint iyilestirmeye yonelik her tiirlii girisim, esit
derecede kalic1 ve gocebe olmalidir. Biyokimyasal aracilarin onarim bdlgesine

lokal olarak verilmesi yaygin bir yaklasim oldugu bildirilmektedir (76-78)
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Bryson JB ve ark (2014), hiicre temelli terapi ve optogenetigin bir birlesimi,
merkezi kontrolii kaybedenlerde motor islevi geri kazandirarak da umut vaat
ettigini. Fare siyatik sinirine asilandiginda, aksonlar arka bacak kaslarin1 yeniden

innerve ettigini bildirmislerdir (79).

Sunulan ¢alismada, sinir hasar ve rupturlarinda epineurium igerisine tek doz
lokal olarak kemik iligi mezenkimal kok hiicre uygulandi. Uygulama sonrast

postoperatif donemde yapilan testler sinir fonksiyonlarinda umut verici sonuglar

kaydedildi.

Sinir onariminda temel olarak, kok hiicre tedavilerinin ilk dnemli noktasi;

hangi ¢esit norolojik hastaliklarda hangi hiicrelerin kullanilmasi gerektigidir (32).

MKH’ler bir ¢ok hiicre tipine doniisme kabiliyetine sahip multipotent kok
hiicrelerdir. In vitro ve in vivo’da kondrositlere, kas hiicrelerine, osteoblastlara,
noronal hiicrelere, adipozitlere dontisebildikleri saptanmustir (32). Mezenkimal kok
hiicreler kas, kemik iligi ve gobek kordonunda bulunan Wharton peltesi’nde
mevcuttur (30). Mezenkimal kok hiicrelerin yenilenme ve multipotens yetenekleri

cok yiiksek hiicrelerdir (33-35).

Sunulan ¢alismada da kendilerini yenileme kapasiteleri oldukca yiiksek ve
noronal hiicrelere farklilasabilen MKH kok hiicreler tercih edildi. Sir G. Ve ark
(2016)’ nmin bildirdigi, MKH’lerin bulunduklar1 yerlere parelel olarak, ratlarin
femur ve tibia kemik 1ligi tercih edildi (30). MKH’ lerin laboratuvar kosullarinda

izolasyonu ve Kiiltiirii yapildu.

Tam kesi modeli uygulanmis periferik sinirlerde kok hiicre kullanilarak,

sinir rejenerasyonunu arastiran c¢alismalarin olmasina ragmen, klip sikistirma
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yontemiyle olusturulan periferik sinir hasarlarinda veya periferik sinir

yaralanmalarini bagka modellerinde kok hiicre nadiren kullanilmistir (67,80).

Sunulan ¢alismada ratlarda hem tam kesi modeli olusturuldu, hemde klip
sikigtirma yontemi uygulandi. Her iki yontemde kok hiicrenin sinir rejenerasyonu

incelendi.

Yapilan bir calismada, Insan gobek kordonu kanindan tiiretilen mezenkimal
kok hiicreler 1 x 109, siyatik sinirin ezilerek yaralanmis segmentine enjekte edilmis
ve insan gobek kordonu kanindan tiiretilen mezenkimal kok hiicrelerin, ezilme ile

yaralanmig  siyatik  sinirlerin  fonksiyonel iyilesmesini  destekledigini

bildirmektedirler (81)

Baska bir calismada kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri (5 x 10°, yaklasik
0.1 mL), iskemi/reperfiizyon hasar1 olan sicanlarin omuriligine transplantasyondan
sonra noronlara farklilastigi, 1 ve 24 saat sonra tekrar retro-orbital enjeksiyonla

intravendz olarak enjekte edildigi bildirilmistir (82)

Sunulan galismada iki hasar ve iki tam kat ruptur olusturulan 4 grubun birer
grup ratlarina epineurium kilif icerisine subparaneural olarak 1 ml’lik insulin
enjektorii ile 0,05 ml icerisinde 2,5 x10° adet kok hiicre enjekte islemi
gerceklestirildi. Kok hiicre uygulamasi operasyon sirasinda lokal olarak tek doz
uygulandi ve sonrasinda tekrar doz yapilmadi. Postoperatif takip, kavramatesti,

yiirlime testi, hot plate ve emg testleri sonucunda kok hiicre uygulanan gruplarda

lyilesmenin iyi oldugu goriildii.
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Kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri igeren bir silikon tiipiin sigan siyatik
sinir bosluguna transplantasyonu, sicanin yiiriime davranmisini iyilestirir, kas

atrofisini azaltir ve akson rejenerasyonunu uyardigini bildirmislerdir (83).

Yapilan ¢alismada hasar ve tam kesi olusturulan ratlara mezenkimal kok
hiicre uygulanmis gruplarda, kontrol gruplarina gére kavrama, parmak izi ve sicak
zemin testleri ile emg sonuglar1t daha iyi oldugu, kas atrofilerinin kontrol

gruplarinda goriiliirken kok hiicre gruplarinda kaslarin gelistigi goriildi.

Yapilan bir ¢alismada: ratlarda altt mm hasar olusturulmus; ratlara; pcl
kondiit uygulanan grub, pcl kondiiit ve kok hiicre uygulanan, otogreft tedavi
uygulanan, tedavi uygulanamayan grup olmak iizere 4 grub olusturulmustur. oniki
hafta sonra, SFI, histomorfolojik olarak da; H&E boyamayla sekillenmekte olan
sinir kalinliklar1 degerlendirrmesi yapilmistir. Sekillenen sinirin kalinhigi ve
gastroknemius kasi kitlesi degerlerine gore: sinir gelisiminin otogreft grubunda en
iyi, kok hiicre eklenen grupta ise eklenmeyen gruba gore daha iyi oldugu
saptanmistir. SFI’nin 12. hafta sonunda yapilan degerlerlendirilmesinde ise anlamli

bir fark saptanamadigini bildirmistir (84).

Sunulan c¢alismada: sadece mezenkimal kok hiicre etkinligine bakilmis,
baska baska bir yontemle karsilastirilmamistir. Ratlarin siyatik sinirinde hasar
olusturulan kontrol grub, hasar olusturulan kok hiicre uygulanan grub ve ruptur
olusturulup, sutur uygulana grup ve ruptur olusturulup, sutur uygulandiktan sonra
kok hiicre uygulanan grup olmak iizere 4 gruba ayrilmistir. SFI degerlerinde hasar
ve ruptur olusturulan gruplarda kok hiicre uygulanan grublarin kendi kontrol

grublarina gore, Santiago ve ark, (2009) yaptig1 calismada SFI degerlerinde anlamli
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bir fark bulamamalarinin aksine, bu ¢alismamizda anlamli bir fark
bulunmustur(84). Masson’un ti¢lii boyama yontemi ile kontrol ruptur grubundaki
bulgularin, kontrol hasar ve kok hiicre tedavi grubuna gore cok daha siddetli oldugu
gorildii. En 6nemli bulgu olarak, ruptur bélgesinin normal sinir dokusuna gore
yaklasik iki kat kalinlagsmasi, bu bolgenin siddetli bir bag doku formasyonu yaniti

gostermis oldugu seklinde diistiniildii.

Yapilan bir ¢aligmada fonksiyonel degerlendirmede ratlarin iyilesme
sonuclart olumlu sonu¢ verselerde, istatistiksel olarak Onemli farklar ortaya
koymamaktadir. Histomorfolojik degerlendirmede sonuglarin ise kok hiicre

uygulanan gruplarda anlamli farkliliklar ortaya ¢iktig bildirilmistir (85).

Sunulan ¢aligmada, kok hiicre uygulanan gruplarda yapilan fonksiyonel
testler ve istatistik sonuclarinin uyumlu oldugu ortaya koyulmustur. Histopatolojik
iyilesme sonuglar1 kok hiicre uygulanan gruplarda anlamli diizeyde olsada,

fonksiyonel 1yilesme daha bariz olmustur.

Yapilan bir ¢alismada kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri, ndéronlarla
birlikte kiiltiirlendiginde Schwann benzeri hiicrelere farklilagabilir ve norit

biiylimesini hizlandirabildigi bildirilmistir (86)

Calismamizda da kok hiicre uygulanan ruptur grubunda proliferatif
degisikliklerin 6n planda oldugu goriildii. Ozellikle Schwann hiicre
aktivasyonunda, sayilarinda ve bu hiicrelerin CD68 ekspresyonunda artis tespit
edildi. Bu durum, 6li hiicrelerin, makrofajlar ve mikrogliyalara ek olarak CD68
pozitivitesi gosteren Schwann hiicreleri tarafindan da fagosite edildiginin bir

gostergesi olarak diislinlilmekte ve iyilesmeye katki sagladigi diisiiniilmektedir.
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Yang et al.(2011)yaptiklar1 bir ¢alismada, ipek fibronin bazli bir sinir
kanalina destek hiicreleri olarak kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin
verilmesinin, Schwann hiicre markorii S100'iin ekspresyonunu arttirdigini, beyin
kaynakl1 norotrofik faktor, siliyer ndrotrofik faktér ve temel fibroblast biiyilimesi
dahil olmak {izere birgok biliylime faktoriiniin salgilanmasini arttirdigini
gostermisler ve siyatik sinir yaralanmasi olan ratlarin histolojik ve fonksiyonel

tyilesmesini destekledigini bildirmislerdir (87).

Sunulan ¢alismada Schwann hiicrelerinin S100 ekspresyonlarinda gruplar
arasi bir farkliliga rastlanmamakla beraber CD68 pozitifliklerinin kok hiicre ruptur
grubunda arttig1 goriildii. Schwann hiicre aktivasyonunu gosteren bu durumun hem
doku artiklarinin temizlenmesi hem de yeni miyelin sentezine olanak sagladigi
disiiniilmektedir. S100 ekspresyonun hiicre ¢ogalmasinin ancak belirli
asamalarinda arttig1 géz oniinde bulunduruldugunda, bu ¢alismadaki gruplar arasi

benzerligin normal karsilanmasi gerekmektedir.

Kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin periferik sinir rejenerasyonu
tizerindeki destekleyici etkileri karmasik olabilir ve sadece onlarin Schwann

benzeri hiicrelere farklilasmasina bagli olmayabilir (88).

Calismamizda Schwann hiicre proliferasyonuna ek olarak, CD68 pozitif
makrofaj ve bag doku hiicreleri proliferasyonlarina rastlanmistir. Bu hiicrelerinde

doku onariminda gérev alan biiyiime faktorleri salgiladiklari bilinmektedir (89,90).

Chen ve ark.(2007) yaptiklar1 bir ¢galismada farelerin femur ve tibia’larindan
elde edilen kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin, Schwann benzeri hiicreler

yerine fibroblast seklindeki hiicrelere doniistiigiinii bulmuslardir (83).
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Sunulan ¢alismada da, 6zellikle kok hiicre ruptur grubunda, kok hiicrelerin
Schwann hiicrelerine ve bag doku hiicrelerine transforme olduklar1 goriildii.

Han ve ark. (2016) yaptig1 bir ¢alismada diyabetik noropatili sicanlarda
periferik sinir iyilesmesinin, BM-MSC uygulamasinin dogrudan angiyogenezi
arttirdigi, norotrofik etkilere sahip oldugu ve sinirdeki miyelinizasyonu geri
kazandirdigini bildirilmislerdir (91).

Calismamizda da hem hasar hem ruptur gruplarinda damar sayisinin arttigi
goriildii. Ancak kok hiicre tedavi gruplarinda ki damar artis1 istatistiksel olarak
anlamli bulunmada.

Yapilan bir ¢alismada ratlarda; 10 mm bosluklu siyatik sinir hasari
olusturulmus ve sinir hasarina fibrin kondiiit ile esliginde kemik iligi ya da yag
dokusu kokenli kok hiicreler ile tedavi uygulanmistir. Anti-S-100 ve anti-PGP 9,5
ile yapilan degerlendirme sonucunda aksonal ve Schwann hiicre
organizasyonununda, yag dokusu ve kemik dokusu kaynakli kok hiicrelerin benzer
olumlu etkiler olusturdugu bildirilmistir (92).

Sunulan ¢alismada, kemik dokusu kaynakli kok hiicre kullanilmis,
operasyon sonrast sekiz haftalik bir siire sonunda yapilan degerlendirme
yapilmigtir. Kok hiicre uygulanan gruplarda, kontrol gruplarina gore aksonal
dejenerasyon, kiyasla daha az, bag doku formasyonu ise daha fazla goriilmiistiir.

Kok hiicre tedavisinin, ruptur olusturulan sinirlerde hasar olusturulan
sinirlere gore daha iyi sonuglar verdigi bu calismada da goriildi (93).

Sunulan c¢alismada; histopatolojik incelemelerde kok hiicre uygulanan
ruptur gruplarinda aksonal dejenerasyon kontrol grubuna goére daha az olarak

goriildi ve istatiksel olarak anlamli bulundu. Kok hiicre tedavisinin ruptura bagl
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aksonel dejenerasyonnun anlamli bir sekilde azaldigininin bir gostergesi olarak
yorumlanabilir.

Kok hiicre uygulanan grupta schwann hiicre aktivasyonunun CD 68
pozitifliginini artmasi (93) sunulan ¢alisma ile uyumlu oldugu goriildii. Schwann
hiicrelerinin pazitif boyanmasinin artmis olmasi sinir gelisimi ve nororejenerasyon
oldugunu gostermektedir.

Sinir iletim incelemeleri, hayvan deneylerinde periferik sinir rejenerasyonu
icin degerli bir nicel degerlendirmeleri olarak bilinmektedir (94). Birkag ¢alismada,
cesitli farmakolojik ajanlarin ezilme yaralanmasi modeli iizerindeki etkileri
arastirtlmistir (95,96)

Bu calismada da kok hiicre uygulamasmin sinir iletim hizi (CV)’ler
tizerindeki etkileri arastirildi ve gruplar arasi karsilastirmalar yapildi. Bu nedenle,
MNCV’leri artirarak gosterildigi gibi, kok hiicre uygulamasinin periferik sinir
ezilme yaralanmasinda iyilesme yoniinde etkisi oldugunu diisiiniiyoruz. Ote
yandan, kok hiicre uygulanan gruplarin sinir iletim hizi (MNCV)’lerinde
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gozlemlemedik. Bu nedenle, erken uygulama
periyodu i¢in bir sican siyatik sinir ezilme yaralanmasi modelinde kok hiicre
uygulamasinin elektrofizyolojik iyilesme tizerinde bagli bir etkisinin fonksiyonel
tyilesme ile korelasyonu icin ayrica degerlendirmelerin yapilacagi daha genis
gruplarda daha uzun siireli ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Aktif motor unit (MU)’larin sayis1 ve aktif MU’larin atesleme hizi
arttirlldiginda, yiizey EMG’ye katkida bulunan motor {inite aksiyon
potansiyellerinin (MUAP’ler) sayisindaki degisiklik nedeniyle sistemin

dinamiklerinde bir degisiklik olacagi iyi bilinmektedir (97).
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Bu durumda, sEMG sinyalinin spektral enerji dagilimi ve geometrisi
degisebilmektedir. Literatirde EMG sinyallerinin degerlerinin degisebilecegi
bildirilmistir (98).

Calismamizdaki farkliliklarin nedeni bu olabilir. Siyatik siniri iyilestirirken
kok hiicre uygulamasindan sonra SEMG sinyaline katkida bulunan MUAP’lerin
sayis1 artar; bu nedenle, sinyal daha kaotik hale geliyor ve karmasiklik artiyor
olabilir.

Bu caligsmada, sican siyatik sinir hasar ve ruptur yaralanmasinda kok hiicre
uygulamasimin olast noroprotektif etkileri, EMG sinir iletim incelemeleri ile
arastirildi. Bu ¢alismanin bulgulari, siyatik sinir hasar ve ruptur yaralanmasi sigan
modelinde erken donemde kok hiicre uygulamasinin sinir rejenerasyonu iizerinde
yararl bir etkiye sahip oldugunu ve motor fonksiyonel iyilesmeyi hizlandirdigini
gostermektedir.

Sonug olarak; kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre tedavisinin
periferik  sinir  tedavisinde (motor fonksiyonlart ve histolopatolojik
degerlendirmeye gore) olumlu etki gostermektedir. Son yillarda beseri tipta sinir
rejenerasyonunda potansiyel bir tedavi yontemi olarak goriilen kok hiicre
uygulamalari, Veteriner Hekimlik sahasinda perifer sinir yaralanmalarinda, kok
hiicre ¢aligmalariyla, periferik sinir hasarlarinin onariminda yeni bir bakis agisi
sunmaktadir. Calismamizin kok hiicre tedavi konusunda yapilacak yeni ¢aligmalara

kaynak olusturacagi kantindeyiz.
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