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TURKGE BiLDIiRi OZETi
Amag :

Bu galismanin amaci siganlarda bilateral kavernozal sinir hasari sonrasi olugsan
erektil islev bozuklugunun dizeltilmesinde adipoz doku kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin(AD-MKH) intrakavernozal enjeksiyonunun etkinligini arastirmak ve kok
hiicre enjeksiyonunun otolog ya da allojenik olarak yapilmasinin fonksiyonel

sonuglari etkileyip etkilemedigini ortaya ¢ikarmaktir.
Gereg ve Yontem

Calismanin basinda tiim sicanlara bilateral paratestikiiler yag doku eksizyonu
yapildi. Eksize edilen paratestikiiler yag dokudan MUTF Uroloji Arastirma
Laboratuari’ nda AD-MKH izole edildi. Yag doku eksizyonunun 15. giinlinde tim
sicanlara alt abdominal insizyon ile bilateral kavernozal sinir hasari uygulandi ve
gruplara gore intrakavernozal kok hiicre ve kok hiicre lizat enjeksiyonu yapildi.
Enjeksiyon sonrasi 1. ayda intrakaverndz basing dl¢ciimii yapilarak intrakavernozal
Basing/ Ortalama Arter Basinci (IKB/ OAB) degerleri hesaplandi. Ardindan sicanlar

sakrifiye edilerek penis dokulari histolojik ve molekiiler inceleme icin ayrildi.
Bulgular

Toplam 36 adet erkek Sprague- Dawley sican kullanilmistir. Paratestikller yag
dokudan elde edilen AD-MKH’ ler akim sitometrisi ile tanimlanmis ve bu hiicrelerin
CD90 ve CD 44 pozitif; CD11b, CD 34 ve CD45 negatif hiicreler olduklari
gosterilmistir. Ayrica elde edilen kék hiicreler iki farkl dokuya farklilastirilarak
birden fazla dokuya farklilasabilme kapasiteleri gosterilmistir. Enjeksiyon sonrasi 1.
ayda yapilan iKB/ OAB degerleri karsilastirildiginda Sham grubunun(Grup 1), PBS
enjeksiyonu grubuna gore(Grup 2) anlamli olarak yiiksek oldugu gorilmektedir,
siraslyla 73,1 (£10,3) ve 47,1 (£14,2) (Mann Whitney U test p: 0,009). Otolog kok
hiicre enjeksiyonu yapilan grup(Grup 5), Grup 2 ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlaml bir fark bulunmustur, sirasiyla 62,1 (£12,3) ve 47,1 (£14,2) (Mann
Whitney U test, p: 0,05). Allojenik kdk hiicre enjeksiyonu yapilan grup(Grup 3) ile



PBS enjeksiyonu yapilan grup(Grup 2) karsilastirildiginda bulunan fark istatistiksel
olarak anlamli degildir, sirasiyla 61,0 (£10,6) ve 47,1 (£14,2) (Mann Whitney U
test, p: 0,10). Kok hiicrelerin otolog ya da allojenik enjeksiyonu arasinda anlaml bir
fark izlenmemistir. Allojenik ya da otolog kok hiicre lizati enjeksiyonu yapilan
gruplar(Grup 4 ve Grup 6), PBS enjeksiyonuna Ustinlik gosterememislerdir. Korpus
kavernozum dokusunun immiunhistokimyasal incelemesi sonucunda kok hiicre
enjeksiyonu yapilan sicanlarda nNOS expresyonunun PBS grubuna gore daha fazla
oldugu izlenmistir. RT- PCR incelemesi sonucunda korpus kavernozumdaki nNOS
expresyonunun kok hiicre enjeksiyonu yapilan gruplarda PBS enjeksiyonu yapilan

gruba gore daha fazla oldugu izlenmistir.
Sonug¢

AD-MKH enjeksiyonu kavernozal sinir hasari sonrasinda olusan erektil islevlerin geri
kazanilmasinda etkili bir tedavi yontemi olabilir. Kok hiicrelerin otolog ya da

allojenik olarak elde edilmesi fonksiyonel sonuglari degistirmemektedir.



INGILizCE BiLDiRi OZETi
Aim

The aim of this study is to investigate the role of intracavernosal injection of
adipose tissue derived mesechymal stem cell(ADSCs) to improve erectile functions
after bilateral cavernous nerve injury in rats. Functional consequences of either

allogenic or autologous use of these stem cells are also evaluated.
Materials and Methods

All rats underwent bilateral paratesticular fat tissue excision at the beginning of the
study. ADSCs are isolated from the excised adipose tissue in Marmara University
School of Medicine Urologic Research Laboratory. After 15 days of fat excision
bilateral cavernous nerve injury is performed which is followed by intracavernosal
injection of stem cells or stem cell lysates accordingly to each group. One month
after injection Intracavernosal Pressure/ Mean Arterial Pressure(ICP/ MAP) values
are calculated after intracavernosal pressure measurement. All rats are sacrificed at
the end and penile tissues are taken for immunhistochemical and molecular

investigation.
Results

A total of 36 Sprague Dawley rats were used. ADSCs isolated from the excised
paratesticular fat tissue are characterized with flowcytometry and these cells were
demonstrated to be CD90 and CD 44 positive; CD11b, CD 34 and CD45 negative.
These stem cells are also differentiated into 2 different tissues to prove their
multilineage differentiation capacity. One month after injection ICP/ MAB values in
the sham group(Group 1) were significantly higher compared to PBS
injection(Group 2) group, 73,1 (£10,3) ve 47,1 (+14,2) (Mann Whitney U test p:
0,009), respectively. Autologous stem cell injection group(Group 5), when
compared to Group 2 showed significantly better results 62,1 (+12,3) and 47,1
(£14,2) (Mann Whitney U test, p:0,05), respectively whereas the difference was

not significant in allogenic stem cell injection group(Group 3), 61,0 (+10,6) and



47,1 (£14,2) (Mann Whitney U test, p: 0,10), respectively. The comparision of
allogenic and autologous stem cell injections revealed no significant difference.
Autologous or allogenic stem cell lysate injections(Group 4 and 6) were not better
than PBS injection. The nNOS staining in corpus cavernosum of rats treated with
autologous or allogenic stem cells were stronger. Also nNOS expression was

quantitatively better in stem cell injection groups.
Conclusion

ADSC injection can be an effective treatment to regain erectile functions after
cavernous nerve injury. The use of autologous or allogenic stem cells does not

change the functional results.
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1.GIiRiS VE AMAC

Prostat kanseri(PK) erkeklerde gorilen en sik kanserlerden biridir. SEER(Surveillence
Epidemiology and End Results) verilerine gére Amerika Birlesik Devletleri’ nde 2010
yihinda 217 730 erkegin PK tanisi alacagi ve 30 050 erkegi PK nedeniyle 6lecegi
ongorilmektedir. (http://seer.cancer.gov/statfacts/html/prost.html). PK tanisi alan
erkeklerin %80’ inintani aninda lokalize hastalikl ve radikal prostatektomi (RP) dahil

lokal tedaviler icin uygun adaylar olacaklardir.

Saghk Bakanhgl’ nin Saglk istatistikleri 2008 Yillig’ na gére Tirkiye’ de
prostat kanseri insidansi 28,9/ 100 000’ dir ve akciger kanserinden sonra erkeklerde
en sik gériilen 2. kanserdir. Uroonkoloji Dernegi tarafindan 01 Temmuz 2008 - 30
Haziran 2009 arasinda 12 ilde yiiriitiilen ‘Prostat Kanseri insidansi’ calismasinin 6n
sonuglarina gore Turkiye’ de prostat kanseri insidansi 36/ 100.000 olarak
bildirilmistir[1]. Turkiye’ de prostat kanserinin evrelerine goére dagilimi hakkinda bir
istatistik henliz yoktur ancak tarama testlerinin yayginlasmasi ile tani aninda lokalize

hastaligi olanlarin sayisinin git gide artmasi beklenmektedir[2, 3].

Lokalize prostat kanseri tedavisinde radikal prostatektomi(RP) yasam
beklentisi 10 yildan fazla olan 65 yas alti erkekler icin 6nerilen standart tedavilerden
biridir[4]. Blyuk seriler radikal prostatektominin lokal ileri evre hastalarda da iyi bir
tedavi segenegi olabilecegini gostermektedir. Ancak RP’ nin erektil islev bozuklugu

ve idrar kagirma gibi cok dnemli iki komplikasyonu mevcuttur.

Bu g¢alismanin amaci lokalize prostat kanserinin cerrahi tedavi yontemi olan
RP sonrasi olusan kavernozal sinir hasarina bagl erektil islev bozuklugunun (EiB)

dizeltiimesinde kullanilabilecek yeni bir hiicresel tedavi yontemi gelistirmektir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Radikal Prostatektominin Sonuglar

RP’ nin prostat kanserinin dogal seyrini nasil etkiledigini gosteren randomize
kontrolll bir calisma mevcuttur[5] ve RP’ yi diger tedavi secenegi olan
radyoterapiden (stiin yapan boyle bir calismanin varligidir. Bu ¢alismada klinik
olarak lokalize hastaliga sahip 695 erkek RP ya da izlem kollarina randomize
edilmistir. 12 yillik izlem siresinin sonunda RP olan hastalarda metastaz riskinde
%35, kansere bagh 6limde %35 ve toplam mortalitede %18’ lik goreceli bir risk
azalmasi bildirilmistir. Boylelikle RP’ nin lokalize PK’ nde onkolojik sonuglar

acisindan Ustlnliga kanitlanmistir.

RP’ nin en sik goriilen ve hayat kalitesini olumsuz etkileyen iki komplikasyonu
idrar kacirma ve erektil islev bozuklugudur (EiB) dur. RP sonrasi idrar kacirma sikhigi
idrar kacirmanin tanimina gore ¢ok degiskenlik gostermekle birlikte literatlirde %2

ile %87 arasinda bildirilmistir[6].

RP sonrasi EiB, Walsh ve ark[7] tarafindan tanimlanan sinir koruyucu RP’nin

rutin olarak uygulandigi merkezlerde dahi %15 ile %40 arasinda gorilmektedir[8].

2.2. RP Sonrasi Gériilen EiB’ nun Patofizyolojisi

Lokalize prostat kanserinde standart olarak uygulanan cerrahi teknik Walsh ve ark
tarafindan tanimlanan bilateral sinir koruyucu radikal prostatektomi(BSKRP)
prensiplerine gore gergeklestiriimektedir. BSKRP’ de anatomik yakinligi nedeniyle
kavernozal sinirlerde diseksiyon sirasinda travma sonucu néropraksi olarak
adlandirilan durum olusmaktadir. Néropraksi, sinirde kiint travma, sikisma ya da
dolasim bozuklugu sonucu yapisal bozukluk olmadigi halde olusan ileti bozuklugu
durumudur. RP cerrahisi sirasinda sinir ezilmesi/cekilmesi, elektrokoter kullanimina
bagli termal hasar, damar hasarina bagli sinir iskemisi ve cerrahi travmaya bagli
lokal inflamatuar etkiler sinir hasarinin nedenleri olarak sayilabilir[8]. Ozetle RP

sonrasl EiB; cerrahinin neden oldugu sinir hasari, operasyon sirasinda arteriyel



travma ve korporal diiz kasta yapisal degisiklere bagli venooklizif disfonksiyon

mekanizmalari sonucu gelisir.

2.3. RP Sonrasi Gériilen EiB’ nin Hayat Kalitesi Uzerine Etkileri

PK tanisi alan cinsel yonden aktif erkekler kansere bagh mortalite/ morbidite ve
erektil islevleri arasinda bir secim yapmak durumunda kalmaktadirlar. Davison ve
ark. lokalize prostat kanseri nedeniyle RP uygulanan ortalama yaslari 62 olan 130
erkek hasta ile yaptiklari arastirmalarinda, RP sonrasi 1. yilda ameliyat éncesi EiB
olmayan ya da ¢ok az EiB olan erkeklerin operasyon sonrasi 1. yilda %77’ sinin orta
derecede ya da ¢ok ciddi EiB oldugunu bildirmislerdir. Ayni ¢calismada hastalarin
sadece %4’ inlin ameliyat sonrasi 1. yilda verdikleri karardan pisman olduklarini
bildirmektedirler[9]. Bu da hastalarin erektil islevlerini kaybetme pahasina

ameliyat olmayi sectiklerini géstermektedir.

EiB’ nun yasam kalitesini olumsuz yénde etkiledigi bilinmektedir. Meyer ve
ark 2003 yilinda yaptiklari bir calismada RP sonrasi gériilen EiB’ nun hastalarin %72’
sinde yasam kalitesi Gzerinde ¢ok ciddi ve orta derecede bozulmaya neden
oldugunu bildirilmislerdir[10]. Yine ayni ¢alismada yasam kalitesi kavraminin
bilesenlerini olusturan 6z glven, sugluluk duygusu, mutluluk ve kizginlik gibi

alanlarin en ¢ok etkilenenler oldugu belirtilmistir.

Sinir hasari sonrasi kavernozal dokudaki iyilesmeyi hizlandirmak amaciyla
noral embriyojenik kdk hiicre tedavisi[11], major pelvik gangliyon
ototransplantasyonu[12], GDF-5 (Growth differantion factor-5) tedavisi [13] ve
hiperbarik oksijen tedavisi[14] hayvan modellerinde denenmis ve olumlu sonuglar
alinmistir. Bizim ¢alismamizda adipoz doku kaynakli mezenkimal kék hiicrelerin

korpus kavernozum dokusuna enjeksiyonu denenmistir.



2.4. Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreler(AD- MKH)

AD- MKH’ler ile ilgili ilk arastirmalar 1964 yilinda Rodbell’ in kollajenaz kullanarak
stromal vaskiiler fraksiyon (kapillerler, endotelyal hicreler, Mast hicreleri,
makrofajlar, epitelyum hicreleri) ile matir adipositleri ayirmasi ile baslamistir[15].
1978 yilinda Bjorntorp ve ark. stromal vaskiiler fraksiyon hiicrelerinin matur adipoz

doku hiicrelerine dontsebildigini gdstermistir[16].

insan cilt alti yag dokusundan elde edilen hiicrelerin pluripotent kék hiicre
icerdikleri ve bir¢cok dokuya farklilastirilabildikleri ilk kez Zuk ve ark. tarafindan 2001
yilinda gosterilmistir[17] ve bu hiicreler AD- MKH olarak adlandiriimistir. Ardindan
2003 vyilinda Tholpady ve ark.[18] sican viseral adipoz dokudan elde edilen
dokularda da kok hiicrelerin bulundugunu, bunlarin insan adipoz doku kaynakh kék
hiicrelere benzer oOzellikler gosterdigini ve bu ylizden hayvan deneyleri icin
kullanilabilecegini bildirmislerdir. AD- MKH’ ler diger kok hiicreler gibi bolinme,
kendi kendini yenileme, birden fazla dokuya farklilasabilme 6zelliklerine sahiptir[17].
AD- MKH’ ler kemik iliginden elde edilen kok hiicreler ile hemen hemen ayni
fenotipik ozelliklere sahiptir ve AD- MKH’ ler kemik iligi kaynakh kok hiicrelere gore
daha az invaziv tekniklerle daha kolay ve daha c¢ok miktarda elde

edilebilmektedir[19].

Farklilasmamis insan embriyonik kék hiicreleri MHC Klas 2 molekdillerini
eksprese etmez ve MHC klas 1 molekiillerini de ¢ok az eksprese eder bu ylizden
immin yanit olusturmalari beklenmemektedir[20] . Adipoz dokudan elde edilen
mezenkimal kok hiicrelerdeki durumun ne oldugu ile ilgili bir yayin hentiz

yaptmamistir.

Mezenkimal kok hiicrelerin potansiyel klinik uygulama alanlari giderek
artmaktadir ve daha 6nceden cogaltilmis allojenik mezenkimal kék hiicreler pratik

ve ticari olarak kolay ulasilabilir bir kaynak gibi géziikmektedir[21].

Mezenkimal kok hiicrelerin kullanimi ve bunlarin biyolojik etkileri ile ilgili

gorisler son yillarda 6nemli degisimlere ugramistir[22-24].



Mezenkimal kok hiicreler baslangicta “multilineage” farklilasma kapasiteleri
nedeniyle tedavide kullanilsa da bunlarin antiapoptotik, proanjiojenik ve skarlasma
ve inflamasyonu azaltici sitokin ve biylme faktorleri salgilama 6zellikleri daha genis

bir klinik uygulama alani olusturmustur[25].

AD- MKH’ lerin EIB tedavisinde kullanimi ile ilgili ilk yaymnlar 2010 yilinda
yapilmistir.  AD- MKH’ lerin diyabetik sican modelinde korpus kavernozuma
enjeksiyonunun erektil islevlerde iyilesme ile birlikte oldugu [26], hiperlipidemik
sican modelinde AD- MKH’ lerin korpus kavernozuma (KK) enjeksiyonunun erektil
fonksiyonlarda diizelme ile sonuclandigi [27] gosterilmistir. Ayrica ¢ok yeni bir
calisma nérojenik EiB olan sicanlarda AD- MKH’ lerin KK ‘a enjeksiyonunun erektil

fonksiyonlarda dizelme ile birlikte oldugunu gostermistir[28].

2.5. Noropraksi Hayvan Modeli

Mullerad ve arkadaslari kavernozal sinir ndropraksi hasari ¢calismalari icin
uluslararasi kabul edilebilir bir model olusturmuslardir [29]. Bu modele gore hasar
olusturulacak kavernozal sinir en ince boy buldog klemp ile ana ganliyonun 5 mm
distalinden tutularak 30 saniye sikistiriimis, 30 saniye beklenildikten sonra sinir
tekrar 30 saniye daha sikistirilirak bilateral veya tek tarafli kavernozal sinir hasari

olusturulmustur. Bizim ¢alismamizda da bu sinir hasari modeli kullaniimistir.
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3.GEREC VE YONTEM

1. Paratestikiiler yag doku eksizyonu: Calismanin basinda (planlanan
enjeksiyon tarihinden 15- 21 giin 6nce) kok hilicre ve kok hicre lizat
enjeksiyonu icin kullanilacak olan hiicrelerin elde edilmesi icin bilateral
paratestikiler yag doku eksizyonu yapildi.

2. Kék hiicre izolasyonu: Eksize edilen paratestikiiler yag dokusudan MUTF
Uroloji Arastirma Laboratuar’’ nda kék hiicreler izole edildi.

3. Flowsitometrik inceleme: Elde edilen hiicrelere Flowsitometrik inceleme
yapildi ve bu hicreler kiltir ortaminda iki farkli dokuya farkhlastirilarak
coklu farklilasabilme kapasiteleri (multilineage differentiation capasity)
incelendi. Bu incelemelerin sonunda elde edilen hiicrelerin adipoz doku
kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicreler olduklari kanitlandi.

4. Kavernozal sinir hasari uygulanmasi: Toplam 36 adet 350- 500 gr
agirlaginda 12- 24 aylik Sprague Dawley sicana laparotomi yapildi ve deney
gruplarindaki 30 adet sicana bilateral kavernozal sinir hasari uygulandi. Sinir
hasari  sonrasi allojenik ya da otolog AD- MKH veya AD-
MKH lizatlari gruplara gore intrakavernozal olarak uygulandi.

5. Sonuglarin degerlendirilmesi: ilk operasyondan 1 ay sonra tiim sicanlara
anestezi altinda laparotomi insizyonu ile intrakavernozal Basing/ Ortalama
Arter Basinci (IKB/OAB) élciimii yapildi. Bu odlgiimden sonra hayvanlar

sakrifiye edilerek penis dokulari sonuglarin degerlendirilmesi icin ¢ikartildi.
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3.1. AD- MKH’ lerin izolasyonu

Sican yag dokusundan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre elde edilmesinde

kullandigimiz  protokol Sekil 1 ‘ de gosterilmistir.  Bu protokol literatlrde

tanimlanan diger ydntemler incelenerek Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji

Anabilim Dali Uroloji Arastirma Laboratuarl’ nda en iyi ¢calisan yéntem belirlenerek

olusturuldu [30-32].

[ =

SICAN ADIPOZ DOKUDAN MEZENKIMAL KOK IZOLASYON PROTOKOLU
(MUTF Uroloji ABD Uroloji Arastirma Laboratuari 14.03.2011)

. Sican yag dokusunu steril idrar kabina PBS icerisine atilir.
. Birkag kez PBS ile yikanir.

Yag dokusunu petri kabina al ve laminar flow icinde steril makas ile kiictik
parcalara ayrilir.

Hazirlanan yag dokusunun tzerine 2- 5 ml %0,075’ lik Kollajenaz tip 1 ekle ve
37 derecede sicak su banyosunda 20 dakikada bir 15 sn calkalayarak 1 saat
bekletilir.

5. Kollajenaza esit hacimde DMEM/F12+ %10 FBS ekleyerek nétralize edilir.
6. 70 pm filtreden gecirilir.

7.
8
9.
1

Santrifij kabina aktararak 100- 500 g de 5-10 dk ceuvrilir.

. Sipernatant 1 ayrilir.

Presipitat zerine 160 mM NH4Cl ekle, 10 dk oda sicakhidinda bekletilir

0.200 g de 10 dk santrifiij et, sUpernatant 1 ayir ve PBS ile yikadiktan sonra

tekrar santriflj edilir.

11.Hucre kultur ortamina (DMEM/F12+ %10 FBS+ %1 Penicillin 100 U/mL+

streptomycin 100 pg/mL ), 1X1 0* hiicre/cm? olacak sekilde 25 lik flasklara
ekilir.

Sekil 1. Sican yag dokusundan Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal Koék Hiicre

izolasyonunda kullanilan protokol
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Bu protokole gore izole edilen kok hiicreler %5 CO, iceren inkiibatorde 72 saat
bekletildikten sonra flasklara yapismayan hticreler PBS ile yikanarak ayrildi. Bundan
sonra kiltir ortami 2-4 glinde bir yenilendi ve hiicreler kiiltlir kabinin tabani %80
oranda kapladiklarinda pasaj yapildi. Elde edilen hiicrelerin faz kontrast mikroskop
altindaki gorintileri Sekil 2’ de gosterilmistir.  Tum hicreler 2. veya 3. pasajlarda
subkdltir ve akim sitometrisi ile inceleme icin ayrildi. Osteojenik ve adipojenik
farklilastirma icin 2. veya 3. pasajlarda 100.000 hiicre ayrilarak ilgili farklilastirma
ortamlarina ekildi. Ostejenik farklilasma icin Invitrogen,StemPro Osteogenesis
Differentiation Medium ve Adipojenik farklilasma igin Invitrogen, StemPro
Adipogenesis Differentiation Medium kullanildi. Bu kiltlir ortaminda 3 hafta
bekletildikten sonra yag dokusuna farklilasan hiicreler “Sudan Black” ile kemik
dokusuna farkhlasanlar Alizarin red ile boyanarak isik mikroskobunda incelendi.
Boyama sonucunda yag dokusuna farklilasan hiicrelerde yag depozitleri, kemik
dokusuna farkllasan hiicrelerde kalsiyum depozitleri mikroskop altinda izlendi (Sekil

3).

Sekil 2. Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin, 2. pasajda faz contrast

mikroskop altindaki gériiniimleri. (A) 10 luk biyiitme (B) 40 lik biyiitme
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Sekil 3. Hiicrelerin adipojenik ve osteojenik farklilagsma sonrasi 3. haftadaki
goriiniimleri (A) Adipojenik farklilasma sonrasi faz kontrast mikroskop altindaki
goriiniim, yag vakuolleri goriiniimii (B) Osteojenik farklilasma sonrasinda faz
kontrast mikroskop altindaki goriiniim, (C) Adipojenik farklilagsma sonrasinda
Sudan Black boyama ile yag vakuollerinin goriiniimii, (D) Osteojenik farklilasma

sonrasinda Alizarin Red boyama ile kalsiyum depozitlerinin goriiniimii
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3.2. Hiicrelerin Akim Sitometrisi ile incelenmesi

Mezenkimal kdk hiicreyi tanimlayan minimal 6zellikler ISCT (International Society
for Cellular Therapy) tarafindan ‘kiltir kabina yapisan ve osteojenik, adipojenik ve
kondrojenik dokulara farkhlasabilen, CD73, CD90 ve CD105 pozitif; CD11b, CD14,
CD34, CD45, CD79a ve HLA DR negatif hiicreler’ olarak tanimlanmistir[33].

Bizim ¢alismamizda elde edilen kok hiicre stispansiyonlarinin her biri 2. veya 3.
pasajlarda Marmara Universitesi Tip Fakiltesi Hematoloji ve immunoloji
Laboratuvarinda FITC anti-rat CD44 (Biolegend), PE anti-rat CD11b (Biolegend), FITC
anti-rat CD45 (Biolegend), FITC anti-rat CD90 (Biolegend) ve PE anti- rat CD34
(SANTACRUZ) antikorlari kullanilarak akim sitometrisi ile incelendi. Akim sitometri
incelemesinin sonunda elde edilen hiicrelerin CD90 ve CD 44 pozitif; CD11b, CD 34

ve CD45 negatif hicreler olduklar gosterildi.
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Sekil 4. Kok hiicre siispansiyonlarindan birinin(Sigan 7) akim sitometrisi ile

incelemesinin sonuglari (Elde edilen hiicrelerin %89' unun CD90 pozitif, %0,1' inin

CD34 pozitif, ,%92,6' sinin CD44 pozitif, %1,4' linlin CD11B pozitif ve %97,7' sinin

CD45 negatif olduklarini goériilmektedir).
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3.3. Kavernozal Sinir Hasarinin Deney Gruplarina Uygulanmasi

Deney gruplardaki sicanlara 100 mg/kg ketamin ve 50 mg/kg klorpromazin
yardimiyla anestezi uygulandi ve karin tliylerinden arindirildiktan sonra orta hat
laparotomi insizyonu ile mesaneye ulasildi. Mesane laterale yatirildiktan sonra
mesaneye yakin olan vas deferens ve ventral prostat arasindaki bolgeye kiint
disseksiyon ile ulasildi. Testisler yukari retrakte edildi ve gubernakulumdan ayrilarak
karina tasindi. Ana pelvik ganliyonun lateralindeki satelit gangliyonlardan
kavernozal sinir saptandi (Sekil 5). Hasar olusturulacak kavernozal sinir en ince boy
buldog klemp ile ana ganliyonun 5 mm distalinden tutularak 30 saniye sikistirilip, 30
saniye beklendi ve sinir tekrar 30 saniye daha sikistirilarak sinir hasari daha 6nce
Mullerad ve arkadaslarinin tanimladigi sekilde uygulanmis oldu.

Deney gruplarindaki sicanlara kavernozal sinir hasari uygulandiktan hemen
sonra gruplara gore allojenik ya da otolog AD- MKH’ ler ve AD- MKH lizatlari
intrakavernozal dokuya enjekte edildi. Enjekte edilecek kok hiicre slispansiyonlari
200 pl PBS icinde 1 milyon otolog ya da allojenik kok hiicre veya 200 pl PBS icinde 1
milyon otolog ya da allojenik hiicre lizati insiilin enjektériine konularak hazirlandi.
Kok hiicre lizati, ozmotik riptlir ve 3 isit- sogut dongiisiinden sonra siispansiyonda
canh hiicre kalmadig! tripan mauvisi ile mikroskop altinda incelenerek olusturuldu.
Enjeksiyon dncesinde siganin penis kokine bir turnike uygulandi. Ardindan her iki
korpus kavernozuma ayri ayri 100’ er pl olacak sekilde hiicre veya hiicre lizati
enjeksiyonu 26 Gauge igne ile yapildi. Enjeksiyon sonrasi 1 dk enjeksiyon yerine
kompresyon uygulandi ve enjeksiyondan 2 dakika sonra turnike agildi. Cerrahi islem
tamamlandiktan sonra sicanlarin abdominal insizyonlari kapatilarak anesteziye son

verildi.
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Sekil 5. Sican sag kavernozal sinir (ok), sag major pelvik gangliyon(kesik ¢izgili ok)
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Deney gruplari;

1. Grupl : Sham grubu. Bu gruptaki siganlarda alt abdominal insizyon ile

bilateral kavernoz sinir ortaya gikarildiktan sonra operasyona son verildi.

2. Grup2 : PBS enjeksiyonu grubu. Bu gruptaki sicanlarda alt abdominal

insizyon ile bilateral kavernoz sinir hasari olusturuldu ve ayni seansta 200 pl
PBS intrakavernozal olarak enjekte edildi.

3. Grup3 : Allojenik koék hiicre enjeksiyonu grubu. Bu gruptaki

sicanlarda alt abdominal insizyon ile bilateral kavern6z sinir hasari
olusturuldu ve ayni seansta 200 ul PBS icinde siispanse edilmis olan allojenik
kok hicreler intrakavernozal olarak enjekte edildi. Bu gruptaki sicanlara
enjeksiyondan 15 giin 6nce paratestikiler yag doku eksizyonu uygulandi.

4. Grup4 : Allojenik kok hicre lizat enjeksiyonu grubu. Bu gruptaki

sicanlarda alt abdominal insizyon ile bilateral kavern6z sinir hasari
olusturuldu ve ayni seansta 200 pl PBS icinde siispanse edilmis olan allojenik
kok hicre lizatlari intrakavernozal olarak enjekte edildi. Bu gruptaki
sicanlara enjeksiyondan 15 giin 6nce paratestikiiler yag doku eksizyonu
uygulandi.

5. Grup5 : Otolog kok hiicre enjeksiyonu grubu. Bu gruptaki sicanlarda

alt abdominal insizyon ile bilateral kavernéz sinir hasari olusturuldu ve ayni
seansta 200 pl PBS icinde slispanse edilmis olan otolog kok hicreler
intrakavernozal olarak enjekte edildi. Bu gruptaki siganlara enjeksiyondan
15 glin 6nce paratestikiler yag doku eksizyonu uygulandi.

6. Grupb . Otolog kok hiicre lizat enjeksiyonu grubu. Bu gruptaki

sicanlarda alt abdominal insizyon ile bilateral kavernéz sinir hasari
olusturuldu ve ayni seansta 200 pl PBS icinde siispanse edilmis olan otolog
kok hicre lizatlari intrakavernozal olarak enjekte edildi. Bu gruptaki
sicanlara enjeksiyondan 15 giin 6nce paratestikiiler yag doku eksizyonu

uygulandi.
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3.4. Deney gruplarinda degerlendirilen parametreler

Deney gruplarinda asagidaki parametreler degerlendirildi:

1. intrakavernozal basing 6l¢iimii (ICP/ MAP orani)
2. Kavernozal dokuda nNOS immiinhistokimyasal incelemesi

3. Kavernozal dokuda nNOS ekspresyonunun RT PCR ile saptanmasi

3.4.1. intrakavernozal basing dl¢iimii

Bilateral kavernoz sinir hasarindan 1 ay sonra tiim sicanlara kavernozal dokunun
elektrofizyolojik degerlendirmesi igin ikinci bir operasyon uygulandi. Ayni anestetik
maddeler kullanilarak isleme baslandi ve 6ncelikle transvers boyun insizyonu ile
trakeanin hemen yanindaki sol internal karotis arter etrafindaki vagus sinirini de
icerecek sekilde ayrilarak ortaya cikarildi. Arter distalde baglandi, kardiyak
tarafindan buldog klemp ile tutularak ince bir kesi sonrasi PE50 tiip ile kanile edildi.
PE50 tlpl bir basing transdiisoriine ve gliclendirici Unitesine (COMMAT
Pharmacology&Physiology Instruments. Ankara, Tirkiye) baglandi. Bu gliclendirici
Unite de bilgi doniustirme moddiline baglandi(MP 35 data acquisition system.
Ankara, Tirkiye). Boylelikle sistemik Ortalama Arter Basinci (OAB) kayit edilerek
bilgisayardan o6lgimi saglandi (Biopac Systems Inc. CA, USA). Ardindan penis
dairesel insizyonla ile tamamen tanimlandi, penis krurasi tunika albugineasi,
iskiyokavernoz kastan ayrilarak ortaya cgikarildi. Tek hamlede penis sag krurasina 24
G igne ucu yerlestirildi, heparinize PE50 tipi ile devamliligi saglanan 24 G igne de
basing algilayiciya baglandi. Bdylelikle intra Kavernozal Basing (iKB) dl¢iimii sagland..
Ardindan laparotomi insizyonu asagl dogru genisletildikten sonra daha once tarif
edildigi gibi kavernozal sinirler ortaya c¢ikarildi. Sinir bipolar paslanmaz c¢elik
birbirine paralel iki elektrot (1 mm aralkli) ile ana gangliyonun hemen distali ile sinir
hasari uygulanan bdlgenin proksimalinden tutuldu. Elektrod kablosu STPTO02
stimilatérine (COMMAT Pharmacology&Physiology) baglandi ve stimilasyon

parametreleri; 1.5 mili Amper, 20 Hz, 5 milisaniye puls araligi, 35 milisaniye
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gecikmeli, 7.5 volt 60 saniye boyunca olacak sekilde ayarlandi. Sinir uyarimi

sirasinda maksimum iKB/ OAB hesaplandi.

intrakavernozal basing élciimi yapildiktan sonra sicanlar sakrifiye edilerek penis
iskiyopubik ligamanlarindan diseke edildi ve bu seviyeden kesilerek derisinden
ayrilan penis govdesi histolojik inceleme icin ayrildi. Dokunun yarisi 1 gece %10
formalin icinde yikandi ve 4°C de %70 alkol icinde parafin blok yapilacagi zamana
kadar bekletildi. Diger yarisi sivi nitrojen iceren termos ile -80°C dondurucuya

konulmak izere n-NOS m-RNA ekspresyon calismalari icin saklandi.

3.4.2. Ger¢ek zamanli PCR incelemesi

Dondurulmus ornekler Gergcek zamanl PCR(RT- PCR) calismalarinda kullanildi. Sivi
nitrojen icinde dondurulduktan sonra -80 °C derin dondurucuda saklanan taze KK
dokularinda n-NOS’ un m-RNA ekspresyonuna kantitatif analiz amaciyla RT-PCR
yontemi ile bakildi. Tim RNA’ lar high pure izolasyon kiti kullanilarak elde edildi ve
reverse transkripsiyon uygulandi. c-DNA %2 Agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi
ve ethidiumbromide boyama ile gorintilendi. Floresans SYBR Green sistemi,
Lightcycler ve sitokin kontrol kiti kullanilarak miktar tayini yapildi ve oOlgiim icin
cogaltma uygulandi. Kantitatif RT-PCR amaciyla n-NOS icin asagidaki primer dizinleri
kullanildi;

(sense) 5’-ACCTGAAGAGCACACTGGAAAC-3’
(antisense) 5- ATGGCCGACCTGAGATTC-3’

3.4.3. Kavernozal Dokunun immiinhistokimyasal incelenmesi

Siganlar sakrifiye edilip penis gévdeleri gikartildiktan sonra paraformaldehit icinde
fiske edildi. Dokular dehidrate edilerek parafin blok icine gdmiuldli ve penis
dokusunun longitudinal ve transverse kesitleri hazirlandi. immiinhistokimyasal
incelemede nNOS primer antikoru(NovusBiologicals NBP1-39681) ve sekonder
antikor olarak Histostain plus kit broad spectrum (Invitrogen 859043) kullanildi.

Karsi boyama Hematoksilen ile gergeklestirildi.
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4.BULGULAR

4.1. iKB/ OAB oranlari

Tiim gruplardaki sicanlar igin maksimum iIKB/ OAB oranlari Tablo 1’ de gdsteridi.

iKB/ OAB degerleri karsilastirildiginda Sham grubunun(Grup 1), PBS enjeksiyonu

grubuna gore(Grup 2) anlamli olarak yliksek oldugu goruldd, sirasiyla 73,1 (+10,3)

ve 47,1 (+14,2), Mann Whitney U test p: 0,009. Allojenik kdk hiicre enjeksiyonu

yapilan grup(Grup 3) ile PBS enjeksiyonu yapilan grup(Grup 2) karsilastirildiginda

bulunan fark istatistiksel olarak anlamli degildi, sirasiyla 61,0 (+10,6) ve 47,1

(+14,2), Mann Whitney U test p: 0,10. Otolog kok hiicre enjeksiyonu yapilan

grup(Grup 5), Grup 2 ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulundu, sirasiyla 62,1 (+12,3) ve 47,1 (¥14,2), Mann Whitney U test p: 0,05.

Allojenik ya da otolog kok hiicre lizati enjeksiyonu yapilan gruplar(Grup 4 ve Grup 6),

PBS enjeksiyonuna Ustiinliik gostermediler.

Tablo 1. Deney gruplarinin maksimum iKB, OAB ve iKB/ OAB oranlari(a: p< 0,05, b:

p> 0,05, c: p> 0,05)

Maksimum iKB(mmHg)

OAB(mmHg)

iKB/ OAB(%)

Grup 1 56,6 (+13,1) 80,1 (+14,9) 73,1 (10,3)°
Grup 2 40,5 (+15,5) 85,3 (+8,9) 47,1 (+14,2)> "¢
Grup 3 52,6 (+8,0) 87,3 (+11,5) 61,0 (+10,6)°
Grup 4 48,5 (+7,6) 87,1 (+13,0) 55,6 (+6,1)
Grup 5 49,0 (+9,4) 79,1 (+9,6) 62,1 (+12,3)°
Grup 6 43,4 (+14,7) 87,0 (+7,1) 49,4 (+15,2)
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Sekil 6. Deney gruplarinin iKB/OAB oranlari

Grup 1

| |
Grup 2 Grup 3

Deney Gruplari
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Sekil 7. Deney gruplarinin RT- PCR sonrasi nNOS/ G6PDH oranlari
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Sekil 8. Her grubu temsil eden 6rnek iKB dlgiimleri

4.2, Sigan korpus kavernozum dokusundan izole edilen n- NOS gen ekspresyonu
sonuglari (RT- PCR)

Sigan korpus kavernozumlarindan eksprese edilen n-NOS m-RNA’ larinin RT-PCR ile
kantitatif analizinin sonuglari Sekil 6" da goriilmektedir. Allojenik ya da otolog kdk
hiicre enjeksiyonu yapilan gruplardaki nNOS/ G6PDH oranlari PBS enjeksiyonu
grubuna goére daha fazla oldugu izlendi. Ancak bu farklardan hicbiri istatistiksel

anlamli degildi.
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4.2. Korpus kavernozum dokusunun immiinhistokimyasal incelemesi sonuglari

Korpus kavernozum dokusundaki kavernozal sinir liflerinde nNOS ile koyu
kahverengi boyanma otolog ve allojenik kok hiicre enjeksiyonu yapilan gruplarda

PBS enjeksiyonu yapilan gruba gore daha fazla oldugu gorildi (Sekil 8).
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Sekil 9. immiinhistokimyasal incelemede nNOS boyanma 6zellikleri, (A) nNOS ile +++(giclii)
boyanma, otolog kok hiicre enjeksiyonu yapilan grup, (B) nNOS ile orta( ++) boyanma, allojenik

kok hiicre lizat enjeksiyonu grubu, (C) nNOS ile +(zayif) boyanma, PBS enjeksiyonu grubu
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5.TARTISMA

Bu calisma Tiirkiye’ de klinik éncesi Urolojik arastirmalarda adipoz doku kaynakli
kék hiicrelerin kullanildigi ilk calismadir. Diinyada da Urolojik arastirmalar kok hiicre
arastirmalarinda dnemli bir yer tutmaktadir[34, 35]. Ornegin 2003- 2011 yillari
arasinda sadece erektil islev bozuklugunda kok hiicre tedavisinin arastirildigl 16
yayin mevcuttur[36]. Bunun disinda kok hiicrelerin akut [37, 38] ve kronik[39]
bobrek yetmezligi, bobrek dokusu konstriksiyonu[40], mesane augmentasyonu[41-
43], Uriner inkontinans[44-46] ve erektil islev bozuklugu[47, 48] tedavilerinde

kullanimlari arastiriimaktadir.

Kok hiicreler totipotent, pluripotent ve multipotent olabilirler. Totipotent kok
hiicreler embriyonun 3 germ tabakasina ve ekstraembriyonik tabakalara (6rnegin
zigot), pluripotent kok hiicreler 3 germinal tabakaya farklilasabilirler (6rnegin
blastocyst inner cell mass). Multipotent kok hiicreler ise yakindan iliskili olduklar
dokulara farklilasabilen hiicrelerdir (6rnegin kemik iliginin karaciger, yag doku,
kemik dokuya farklilagsmasi gibi). Bu c¢alismada kullanilan kdk hticreler yag dokudan
elde edilen multipotent kok hiicrelerdir ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok

hiicreler olarak adlandiriimistir(AD- MKH).

AD- MKH’ ler tipki kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler gibi, tim
mezenkimal dokulara (adipoz doku, kemik doku, kikirdak dokusu, kas dokusu) ve
endoteliyal progenitorlere (anjogenik[49, 50], epitelyal[51], hepatik[52] ve
norojenik[53, 54]) dénisebilmektedirler. AD- MKH’ ler diger kok hiicre
kaynaklarina gore kolay, noninvaziv yontemlerle bol miktarda elde edilebilmeleri,
kiltir ortaminda daha hizli gogaltilabilmeleri nedeniyle rejeneratif tedaviler igin son

yillardaki en c¢ekici kaynagi olusturmaktadir[55].

Literatlrde adipoz doku kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerin korpus kavernozuma
enjeksiyonu hiperlipidemik rat modelinde[27], diyabetik rat modelinde[26] ve
bilateral kaverndz sinir hasari sonrasi nérojenik ED modelinde [28] denenmistir.
Hem diyabetik ve hiperlipidemik erektil disfonksiyonda hem de bilateral kavernéz

sinir hasari sonrasi erektil disfonksiyonda korpus kavernozuma enjekte edilen AD-
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MKH’ lerin ve kok hiicre lizatlarinin erektil islevleri iyilestirdigi gosterilmistir[28].
Ancak bu galigmalarda otolog AD- MKH’ ler kullanilmistir. Bizim ¢alismamizda
otolog ya da allojenik kok hiicrelerin sinir hasari sonrasi korpus kavernozuma
enjeksiyonunun istatistiksel olarak anlamli olmasa da erektil islevleri belirgin olarak
iyilestirdigi ve kok hicre lizatlarinin belirgin bir iyilestirici etkisi olmadigi
goriilmektedir. Bu iyilesme otolog ya da allojenik gruplarda farkli degildir. Otolog
ve allojenik enjeksiyonun karsilastirildigi baska bir galismada kemik iligi kaynakli

mezenkimal kok hicreler kullanilmis ve benzer sonuglara ulasiimistir[56, 57].

Norojenik ED modelinde kok hiicre tedavileri ile ilgili arastirmalardan bazilari da
hasarlanan kavernoz sinirin bir tasiyici iskeleye tutunan AD- MKH’ ler ile onarilmasi
Uzerinde yogunlasmaktadir[58]. Bizim calismamizda kok hiicrelerin etki
mekanizmasi, hedef organlarda istenilen dokuya farklilasmak yerine parakrin
yollarla enjekte edildikleri dokudaki rejenerasyon sirecini hizlandirmalari olarak

aciklanabilir[59].

Kok hiicre enjeksiyonu ¢alismalarinda enjekte edilen hiicrelerin organizma icindeki
geleceklerinin belirlenebilmesiicin hiicre isaretlemesi (tracking) onerilmektedir[60],
[19]. isaretleme icin GFAP, EdU ve BrdU en ¢ok kullanilan molekdillerdir. Korpus
kavernozuma enjekte edilen hiicrelerin enjeksiyon sonrasinda sistemik dolasima
katildigi ve hasarlanan bélgede biriktigi gdsterilmistir[61]. Ornegin major pelvik
gangliyon hasarinda korpus kavernozuma enjekte edilen hiicreler burada
birikmekte[62], intravenoz yolla enjekte edilen kdk hiicreler kardiak iskemi
modelinde kalp kasinda birikmektedir[23]. Bu etkiyi en iyi gbsteren ¢alismalardan
birinde AD- MKH’ ler asiri aktif mesane rat modelinde hem mesaneye hem kuyruk
venine enjekte edilmis ve hilicrelerin mesanede biriktigi, kuyruk venine enjekte
edilenler ile mesaneye enjekte edilenler arasinda bir fark izlenmedigi
gosterilmistir[63]. Bizim ¢alismamizda AD- MKH’ ler hasarin olustugu dokuya
enjekte edilmistir ve buradan sistemik dolasima katildiktan sonra yine korpus
kavernozumda birikmesi ve etkilerini burada gosterdigi varsayilmis, bu ylzden kok

hicrelerin isaretlenmesine gerek gérilmemistir.
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Bu calismada sican paratestikiler yag doku eksizyonu yaparken kullandigimiz
yontem daha 6nce tanimlanmamis bir ydntemdir. Daha dnceki ¢alismalarda
paratestikiler yag doku eksizyonu alt abdominal insizyon ile yapilmistir veya bagka
bir yag doku kaynagi kullanilmistir ( inguinal, peritoneal ya da nuchal yag doku).
Bizim yaptigimiz 6n ¢alismalarda diger yag doku kaynaklarindan istenilen miktarda
yag doku eksize edilememistir. Kaverndz sinir hasari ve hasar sonrasi 1. ayda iKB
Olcimi yapilirken alt abdominal insizyon kullanilacagi igin yag doku eksizyonunda
yine ayni insizyonun kullanmasi hem olasi yapisikliklar nedeni ile tiim bu islemleri
zorlastirabilecegi hem de sican mortalitesini arttirabilecegi distincesi ile tercih
edilmemistir. Bilateral yliksek skrotal insizyon ile paratestikiiler yag doku eksizyonu
kolay, minimal invaziv ve etkili bir yontem olarak gelistirilmis ve kullaniimistir. Bu
yontem ile yag doku eksizyonu ile kavernoz sinir hasarini farkli insizyonlardan
yapmak miimkiin olmustur. Ayrica bu yontemin tiim kok hticre arastirmalarinda yag

dokusu elde etmek icin kullanilabilecegi disinilmustir.

Bu calismada kullanilan adipoz doku kaynakli mezenkimal kdk hiicreler Marmara
Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali biinyesindeki Uroloji Arastirma
Laboratuvarl’ nda izole edilmistir. Bunun belki de en 6nemli faydasi ¢ok yakin bir
gelecekte tek baslarina ya da doku mihendisligi Griinlerinin hicresel bileseni olarak
Uroloji pratigine girmeye hazirlanan kok hiicrelerin Tiirk Urologlar tarafindan
taninmasini saglamasi ve bu tedavilerin uygulayicilari olacak Urologlarin bilgi
diizeyinin arttirilmasina onculiik etmesidir. Bundan sonra yapilacak ¢alismalarin en

blyuk katkiyi saglayacagini disinmekteyiz.
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6.SONUCLAR

Adipoz doku kaynakh mezenkimal kék hiicre enjeksiyonu, sinir hasari sonrasi erektil
islevlerin diizeltilmesinde etkili bir ydntemdir. Bu hiicrelerin otolog ya da allojenik
olmalari islevsel agidan bir fark olusturmamaktadir. Allojenik kdk hiicre
kullaniminin immunolojik sonuglar tGzerine yapilacak arastirmalar sonucunda kok
hicrelerin allojenik kullanimi, klinik pratikte daha genis kitlelere daha hizli kullanim

olanagi saglayacagi igin onemlidir.
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