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ONSOZ

Hiicresel ve molekiiler siireclerin arastirilmasiyla kimyay1
biitiinlestiren biyokimya; bilimin farkli alanlar1 ile etkilesim
icindedir. Biyokimya alaninda, karbonhidrat, protein, niikleik asit,
lipid, vitamin ve hormon gibi molekiillerin hiicrelerdeki
mekanizmalarinin ortaya konmasi amaglamakta ve ayni zamanda, bu
molekiillerin ~ kimyasal = reaksiyonlar1  nasil  denetledigi
irdelenmektedir.

Hedef, biyolojik siireclerin anlagilmasi, insan, hayvan ve
bitkilerdeki hastaliklarin nedenlerinin agiklanmast ve bu tiir
hastaliklardan korunma ve sagaltim i¢in yollar Onerilmesidir.
Bunlarla birlikte, biyokimyanin pratik uygulamalari molekiiler
genetik ve biyomiihendislik gibi bircok disiplinin yapi taslarim
olusturmaktadir.

Biyokimya ile hasir nesir olmak, analitik becerilerin
gelistirilmesi, ¢esitli alanlarda iyilestirmeler yapma yetenegi ve
yasamin molekiiler temelinin derinlemesine anlagilmasini saglamay1
da kapsayan pek cok fayda ve katki saglar. Biyokimyacilar,
molekiilleri analiz etmek ve manipiile etmek, yapilarini, islevlerini
ve Dbiyolojik sistemlerdeki rollerini ortaya ¢ikarmak igin
spektroskopi, kromatografi, elektroforez, enzim deneyleri ve
molekiiler modelleme gibi yontemler basta olmak iizere pek cok
teknikten faydalanmakta ve hatta bazen var olan teknikleri
gelistirmekte ya da yenilerini 6nermektedir.

Bu alan, veteriner hekimlikte, egitim ve aragtirmalar i¢in
temel olusturarak, hayvanlarin saglik ve hastaliktaki metabolik
islevlerinin kavranmasinda dinamik rol oynamaktadir.

Veteriner hekimler, bir hastalifi veya durumu gosteren
degisiklikleri biyokimyasal araglarla tespit edebildiklerinden,
hayvan hastaliklarinin teshis ve tedavisi siirecinde bu alana bagvuru
vazgecilmezdir. Bu nedenle, hayvanlarin gesitli saglik sorunlarinin



anlasilmasi, ele alinmasi, etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesi ve
hayvan refahinin iyilestirilmesinde her zaman katki saglamaya
devam edecektir.

Editor
Dog¢. Dr. Mert PEKCAN
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BOLUM |

Ekstraseliiler Vezikiiller

Burcu Menekse BALKAN?

Giris

Hormonlar veya noérotransmitterleri  tasiyan  salgi
keseciklerinin 6zel hiicreler tarafindan salinmasi gibi, tiim hiicreler,
ektraseliiler vezikiiller olarak bilinen gesitli tipteki lipit membranla
cevrili vezikiilleri salgilama yetenegine sahiptir (van Niel, D'Angelo,
& Raposo, 2018). Ekstraseliiler vezikiiller (EV'ler), ayridigi
hiicrenin molekiiler igerigi barindirir (Akers &ark., 2013; Doyle &
Wang, 2019) ve hiicre i¢ine alinmalarinin ardindan sonraki
hedeflerini modiile edebilirler. EV'lerdeki izole molekiiler igerik, bir
hiicrenin i¢ durumu hakkinda bilgi saglayabilir (van Niel, D'Angelo,
& Raposo, 2018). EV'lerin lipit membrani, molekiiler igerigi
enzimatik yikimdan korur ve bu yapilari umut verici potansiyel
teshis ve ila¢ dagitim araglar1 haline getirir (Shao & ark., 2012;

! Dog. Dr., Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dal
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Vader & ark., 2016). EV’ler, hiicreler arasi iletisim icin ek bir
mekanizma olarak kabul edilmis ve hiicrelerin protein, lipit ve
genetik  materyal aligverisine katki  sagladigi  bidirilmistir.
Ekstraseliiler vesikiillerin biyolojisini yoneten hiicresel siirecler
konusundaki bilgi birikimi, bu vezikiillerin fizyolojik ve patolojik
fonksiyonlarinin daha 1iyi anlasilmasinin yaninda, bunlarin
kullanimini ve/veya analizini igeren klinik uygulamalara 1s1k tutmak
icin gereklidir (van Niel, D'Angelo, & Raposo, 2018).

EV'lerin normal ve patofizyolojik hiicre etkilesimlerindeki
rolii kapsamli bir sekilde arastirilmaktadir (Skog & ark., 2008;
Peinado & ark., 2016; Al-Nedawi & ark., 2008; Lachenal & ark.,
2011; Thery, Ostrowski & Segura, 2009). EV'lerin normal hiicreler
aras1 1iletisimde rol oynadigi gibi, bir sistemde homeostaz
degistiginde (oksidatif streste artig gibi), EV igerigi degisebilir ve
EV’lerin sonraki hedeflerindeki molekiiler etkilerini degistirebilir
(Shah, Patel & Freedman, 2018; Lachenal & ark., 2011; Thery,

Ostrowski & Segura, 2009; Harmati & ark., 2019).

EV biyogenezi progenitor hiicrelerde meydana gelir. Daha
sonra progenitor hiicreler tarafindan eksozomlar, mikrovezikiiller ve
apoptotik cisimler gibi ¢esitli EV'ler salgilanir. Eksozomlar
mikrovezikiillerler iginde salgilanir. Mikrovezikiiller dogrudan
plazma membranindan tomurcuklanarak salgilanir, apoptotik
cisimler ise membran kabarciklanmasi yoluyla salinir. Ekstraselliiler
matriksten gegtikten sonra EV'ler endositoz, fiizyon ve sinyalleme
yoluyla hiicre fenotipini etkileyebilir. Daha sonra EV'ler, lizozom
tarafindan parcalanma, dogrudan alict hiicrenin digina salinma ve
igeriklerin alict hiicrenin sitoplazmasina salinmasi dahil olmak iizere
ti¢ olasi yol ile alict hiicrede metabolize olabilirler (Liu, & Wang,
2023).

EV’ler ile ilgili yapilan ¢alismalar, hiicre-hiicre iletisimi ve
kanser metastaz1 alanlarinin daha iyi aydinlatilmasini saglamis ve
klinik ortamda tan1 amagli biyobelirtecler olarak kullanilabilecekleri
bildirilmistir (Doyle & Wang, 2019).



Ekstraseliiler Vezikiillerin Siniflandirilmasi

EV'ler biyogenezlerine ve boyutlarina bagli olarak
eksozomlar, mikrovezikiiller (MV'ler) ve apoptotik cisimler olmak
iizere ii¢ alt tipe ayrlir (Jin & ark., 2022). Biyogenezlerine, salinim
yollarina, boyutlarina, igeriklerine ve islevlerine gore farklilasir.
EV'lerin icerigi veya kargosu lipitlerden, niikleik asitlerden ve
proteinlerden, Ozellikle de plazma zari, sitozol ve lipit
metabolizmasinda rol oynayan proteinlerden olusur. Farkli EV
tirleri arasinda ayrim yapacak spesifik bir protein belirteci
tanimlanmamis olsa da, MV'ler, eksozomlar ve apoptotik cisimler,
farkli olusum yollarindan dolay1 farkli protein profillerine sahiptir
(Doyle & Wang, 2019).

Mikropartikiiller ve eksozomlar arasindaki temel fark,
mikropartikiillerin ~ salgilanmas1 sirasinda  hiicre i¢i  zarin
karismamasidir (van Niel, D'Angelo, & Raposo, 2018). Apoptotik
cisimler ise olarak daha biiytiktiir (1-5 um) ve programlanmis hiicre
Oliimii siireci sirasinda tiretilir (Battistelli & Falcieri, 2020).

Eksozomlar

Eksozomlar, endozomal yolla olusturulan bir EV alt tipidir
(Borges, Reis & Schor, 2013; Zaborowski & ark., 2015).
Eksozomlar, mikrovezikiiler cisimciklerin plazma zar1 ile
flizyonundan  sonra  salgilanan  multivesikiiler  cisimlerin
olgunlasmasi1  sirasinda  endozomal  zarin  ice  dogru
tomurcuklanmasiyla olusturulan intraliiminal keseciklerdir (ILV'ler)
(Bebelman & ark., 2018; Harding, Heuser & Stahl, 1984; Pan & ark.,
1985; Raposo & Stoorvogel, 2013; Yanez-Mo & ark., 2015). ILV'ler
olarak da adlandirilan eksozomlar, tek bir dig zar tarafindan
cevrelenir. Tim hiicre tipleri tarafindan salgilanan eksozomlarin,
plazma, idrar, meni, tiikiiriik, brong sivisi, beyin omurilik sivisi
(BOS), anne siitii, serum, amniyotik s1vi, sinovyal s1vi, gdzyasi, lenf,
safra ve mide asidi gibi birgok biyolojik sivida bulndugu
bildirilmistir (Doyle & Wang, 2019; (van Niel, D'Angelo, & Raposo,
2018). Eksozomlarin boyutlarinin yaklagik olarak 30-150 nm
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(Bebelman & ark., 2018; Borges, Reis & Schor, 2013; Raposo &
Stoorvogel, 2013; Zaborowski & ark., 2015) ile 40-120 nm (Théry,
Zitvogel & Amigorena, 2002) araliginda oldugu bildirilmektedir.

ILV agi, proteinleri, lipitleri ve niikleik asitleri parcalamak,
geri doniistiirmek veya ekzositozlamak i¢in kullanilir. Endozomal
sistem veya endositik yol icerisinde endozomlar erken endozomlar,
gec endozomlar ve geri doniisim endozomlar olmak tizere farkl
boliimlere ayrilir (Grant & Donaldson, 2009). ILV'lerin
multivezikiiler cisimler (MVB'ler) igindeki olusumu, eksozomlarin
biyogenezinin baslangicidir. ILV olusumu iki farkli siire¢ gerektirir.
Ilk olarak endozom zar1 tetraspaninler agisindan oldukca
zenginlesecek sekilde yeniden diizenlenir. Ikincisi de AP-3
yolagidir (Pols & Klumperman, 2009).

Multivezikiiler cisimler, sinirlayict membranin bazi kisimlari
intraliimenal vezikiiller (ILV'ler) olusturmak iizere kompartmanin
liimenine dogru invaginasyon yaptiginda ve tomurcuklandiginda
olusan ge¢ endozomal yapilardir. Bu islem sirasinda, transmembran
proteinleri ve lipitlerin bir alt kiimesi bu keseciklere ayrilir.
Lizozomlar/vakuoller ile fiizyon {izerine, ILV'ler bélmenin hidrolitik
limenine maruz kalir ve hem ILV kargo proteinlerinin hem de
lipitlerin bozulmasina neden olur (Woodman & Futter, 2008; Davies
& ark., 2009). Bu nedenle MVB yolu, 6karyotik hiicrelerde dnemli
bir transmembran proteini ve lipid doniisiim sistemini olusturur
(Babst, 2011).

Aragtirllan membran  proteinlerinin  ¢ogunlugunda,
MVB'lerin liimenal keseciklere ayrilmasi, ubikuitininin hedef
proteinlerin  lizin kalintilarina  eklenmesi anlamina  gelen
ubikuitinasyon ile gergeklestirilir. Bu ubikuitin etiketleri, toplu
olarak Tasima i¢in Gerekli Endosomal Ayirma Kompleksi (ESCRT'-
The endosomal sorting complex required for transport) olarak
adlandirilan ve ubikuitinlenmis kargolara baglanan ve bunlarin
olusan ILV'lere uygun sekilde ayrilmasini saglayan bir grup protein
kompleksi tarafindan taninir (Hanson, Shim & Merrill, 2010).
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ESCRT, membran boyunlarinin igeriden kesilmesine aracilik
etmek i¢cin ATPase VPS4 ile isbirligi yapan protein alt
komplekslerinin (ESCRT I-111) bir birlesimidir (Christ & ark., 2017).
Eksozomlarin taginmasi i¢in ise endozomal simiflandirma
kompleksleri (ESCRT'ler), ILV olusum bolgesine alinir (Colombo
& ark., 2013; Wollert & Hurley, 2010). ILV'lerin MVB'lere
doniisimi, biri ESCRT baglimli ve digeri ESCRT'den bagimsiz
olmak tizere iki farkl yolla gergeklesir (Ho, Chaiswing & St. Clair,
2022).

Eksozomlardaki belirtecler sitozolik proteinleri igerirken,
mikropartikiil belirtecleri transmembran veya lipide bagli proteinleri
icerir (Ho, Chaiswing & St. Clair, 2022). EV'lerin incelendigi
calismlarda en az ¢ pozitif belirteg kullanilmasi tavsiye edilir.
Ayrica bu belirteglerden en az birinin sitozolik bir protein ve birinin
de bir transmembran proteini olmasi gerekir. Ayrica, izole edilmis
ornekte ne kadar kontaminasyonun mevcut oldugunu belirtmek i¢in
negatif veya kontaminasyon protein belirtecinin kullanilmasi da
onerilir. Ozetle, EV'lerin protein kompozisyonunu incelemek igin en
az Uc¢ pozitif belirteg ve bir negatif (kontaminasyon) isaretleyici
gereklidir (Thery & ark., 2018).

MVB'ler, hiicrenin endositik ve trafik fonksiyonlarinda rol
oynar (Borges, Reis & Schor, 2013). Ozellikle, proteinlerin
siniflandirilmasi, geri doniistiiriilmesi, depolanmasi, tasinmasi ve
salinmasi siireglerinde rol alirlar (Borges, Reis & Schor, 2013).
Mikrovezikiiler cisimciklerin kaderini belirleyen faktorler hentiz tam
aydimnlatilmamistir (Raposo & Stoorvogel, 2013). Ancak belirli bir
mikrovezikiiler cisimciklerin kaderinin mikrovezikiiler
cisimciklerdeki Kkolesterol seviyesine bagli oldugunu gosteren
calismalar yapilmis ve kolesterol acisindan zengin bir vezikiil
salgilanirken, kolesterol icermeyen morfolojik olarak 6zdes bir

vezikill par¢alanmak {iizere lizozoma gonderildigi vurgulanmigtir
(Mobius & ark., 2002).
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Mikrovezikiiller

Eksozomlarin biyogenez sekli, dogrudan disariya dogru
tomurcuklanma ve plazma zarinin boliinmesi yoluyla ortaya ¢ikan
keseciklerden farklidir. Bu vezikiilleri biyogenez tarzlarina gore
ayirt etmek i¢in adlandirilan ikinci sinif vezikiillere mikrovezikiiller
denir (Cocucci, Racchetti & Meldolesi, 2009).

Mikrovezikiiller, eksozomlara goére boyut olarak daha
bliyliktiir, ancak boyut araliklar1 bu iki tip vezikiil arasinda
ortiismektedir. Bu sebeple, biyogenez mekanizmasi aralarindaki
temel ayirt edici kriterdir (Akers & ark., 2013). Yaklasik 100 ila 1
um c¢apindaki mikrovezikiiler cisimcikler, plazma zarinin disa dogru
tomurcuklanmasiyla olusur ve dogrudan hiicre dist ortama salinir
(Bebelman & ark., 2018; Doyle & Wang, 2019; Raposo &
Stoorvogel, 2013; Tricarico, Clancy & D’Souza-Schorey, 2017,
Yafez-Mo & ark., 2015; Zaborowski & ark., 2015).

MYV olusumunun mekanizmasi tam olarak anlasilmamustir,
ancak aktin ve mikrotiibiiller gibi hiicre iskeleti bilesenlerinin yan1
sira molekiiler motorlar (kinesinler ve miyozinler) ve fiizyon
makinelerinin (SNARE'ler ve baglama faktorleri) gerekli oldugu
bildirilmektedir (Cai & ark., 2007). Uretilen mikrovezikiillerin
say1st dondr hiicresinin fizyolojik durumuna ve mikro ortamina
baglidir. Benzer sekilde, tiikketilen MV sayisinin alici hiicrelerin
fizyolojik durumuna ve mikro ortammna bagli oldugu da
gosterilmistir (Zaborowski & ark., 2015).

Apoptotic Cisimler

Apoptotik cisimler genellikle 1 ila 5 um capindadir ve
apoptotik hiicreler tarafindan hiicre dis1 bosluga salinir (Caruso &
Poon, 2018). Bu cisimler, hiicre kasildiktan sonra artan hidrostatik
basincin bir sonucu olarak hiicrenin plazma zarmin hiicre
iskeletinden ayrilmasiyla olusur (Wickman & ark., 2012). Apoptotik
Olimiin son asamasi olarak hiicre, degisken sayida apoptotik
cisimlere boliiniir. Bunlar, boyut ve igerik bakimindan oldukga
degisken olan ekstraseliiler keseciklerdir (Hauser, Wang &
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Didenko, 2017). Mikroniikleuslar, kromatin kalintilari, sitozol
kisimlari, bozulmus proteinler, DNA fragmanlar1 ve hatta saglam

organeller gibi ¢ok cesitli hiicresel bilesenler icerebilirler (Battistelli
& Falcieri, 2020).

Ekstraseliiler Vezikiillerin Icerikleri

Eksozomlar gibi, mikrovezikiillerin igerigi olduk¢a zengin
protein yapilari icermektedir. Mikrovezikiilleri eksozomlardan ayirt
edecek spesifik belirtegler bulunmamaktadir (Doyle &Wang, 2019;
Jeppesen & ark.,2019). Ancak, mikrovezikiillerin proteomik
profilleri biiyiik oOl¢iide izolasyon ydntemine baghh olsa da,
biyogenez siireglerinin bir sonucu olarak hiicre kokenine
bakilmaksizin ~ mikrovezikiillerde  bulunan  proteinler  olan
"isaretleyici proteinler" olarak adlandirilan bir protein kategorisi
bildirilmektedir (Ostergaard & ark., 2012).

Mikrovezikiiller, hiicrenin plazma zarnin disa dogru
tomurcuklanmasiyla olustugundan, mikrovezikiiller esas olarak
sitozolik ve plazma zariyla iligkili proteinler, 6zellikle tetraspaninler
gibi plazma zar1 ylizeyinde kiimelendigi bilinen proteinleri igerirler
(Doyle & Wang, 2019; Escola & ark., 1998; Zoller, 2009). Bu tiir
proteinlerin mikrovezikiillerde hiicre lizatina kiyasla 100 kat daha
yuksek konsantrasyona sahip olabildigi rapor edilmistir (Escola &
ark., 1998; Zoller, 2009). Mikrovezikiillerde yaygin olarak
tanimlanan diger proteinler arasinda hiicre iskeleti proteinleri, 1s1
soku proteinleri, integrinler ve glikosilasyon ve fosforilasyon gibi
posttranslasyonel modifikasyonlari igeren proteinler bulunur (Di &
ark., 2012; Heijnen & ark., 1999; Morello & ark., 2013).
Mikrovezikiillerin  yiizeyindeki glikan baglayict  proteinler,
mikrovezikiillerin diger hiicreleri nasil hedefledigini ve onlarla nasil
etkilesime girdigini anlamada 6nemli bir faktorlerdir (Christianson
& ark., 2013; Doyle & Wang, 2019).

Ortalama 1-5 um boyutlarinda olan apoptotik cisimler tipik
olarak diger EV’lerden daha biiyliktiir ve programlanmis hiicre
olimii siireci sirasinda iretilir (Battistelli & Falcieri, 2020).
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Apoptotik cisimlerin bilesimi, eksozomlar ve mikrovezikiillerden
cok farkhidir. Eksozomlar ve mikrovezikiillerin aksine, apoptotik
cisimler saglam organeller, kromatin ve az miktarda glikolize
edilmis proteinleri igerir (Battistelli & Falcieri, 2020; Trajkovic &
ark., 2008). Bu nedenle, ¢ekirdek (yani histonlar), mitokondri (yani
HSP60), Golgi aygiti ve endoplazmik retikulum (yani GRP78) ile
iligkili proteinlerin daha yiiksek seviyelerinin gozlemlenmesi
beklenebilir. Ayrica, apoptotik cisimlerin ve hiicre lizatinin
proteomik profilleri olduk¢a benzerdir. Aksine, eksozomlar ve hiicre
lizat1 proteomik profilleri arasinda keskin farkliliklar vardir (van
Niel, D'Angelo, & Raposo, 2018).

Ekstraseliiler Vezikiillerin Biyolojik Islevleri

Eksozomlarin baslangigta hiicresel atik kaynagi veya
hiicrelerin gereksiz veya istenmeyen materyalden kurtulmasinin bir
yolu oldugu diisiiniilmistiir. Ancak gecen siliregte eksozomlarin
hiicre-hiicre iletisimine, hiicre onarimi ve tiimor gelisimine katildigi
gosterilmistir. Ayrica, eksozomlarin antijen sunan vezikiiller gibi
davranarak immun yanitt uyardigi da bulunmustur. (Bobrie &
ark.,. 2011; Chaput & Théry, 2011)

Eksozomlar gibi mikrovezikiillerin de hiicrenin istenmeyen
materyalden kurtulacagi bir hiicresel bosaltma veya bakim
mekanizmasi oldugu diistiniilmiis (Yanez-Mo6 & ark., 2015), ancak,
mikrovezikiillerin (ve eksozomlarin) yerel ve wuzak hiicreler
arasindaki hiicre-hiicre iletisiminde rol oynadigi anlasilmis, EV'lerin
hedef alic1 hiicreyi degistirme konusundaki etkileri gdsterilmistir
(Harding, Heuser & Stahl. 2013).

Eksozomlar, ¢esitli intraliiminal kesecikleri siralayan
diizenleyen ve bunlar1 lizozomlar ve hiicre ylizeyi membranlar1 da
dahil olmak {izere uygun yerlere yonlendiren membrandz bir bélme
olan endozomal ag i¢inde olusturulur. Endozomlar bunu yaparken,
bazi proteinleri/lipitleri lizozomal bozunma i¢in hedeflerken
digerlerini geri dontisiim veya ekzositoz i¢in hedefler (Akers ve ark.,
2013).

-14--



EV'lerin biyolojik amacina iliskin bu yeni calismalar,
EV'lerin teshis ve tedavi potansiyeli konusunda biiyiik bir ilgi
uyandirmistir (Skog & ark., 2008). Hormonlar, biiytime faktorleri,
sitokinler ve dogrudan etkilesim gibi hiicre-hiicre iletisiminin diger
bicimleri ve ¢ok hiicreli organizmalarin nasil tek bir sistem olarak
islev gorebilecegi konularimin aydinlatilmasinda 6nemli rol
oynamaktadir (Yafiez-Mo6 & ark., 2015).

EV'lerin en 6nemli 6zellikleri, aktif kargoyu (proteinler,
niikleik asitler ve lipitler) paketleyip bunu komsu veya uzaktaki
bagka bir hiicreye iletme ve bu teslimatla alict1 hiicrenin
fonksiyonlarin1  degistirme  yetenegine  sahip  olmalaridir
(Zaborowski & ark., 2015). Fizyolojik olarak saglikli hiicreler
arasinda bu tiir iletisim bigimleri meydana gelirken, kanser hiicreleri
gibi hastalikl1 hiicrelerin aktif mekanizmalarini EV'lerde paketledigi,
bunu saglikli hiicrelere tasidigi ve boylece kanser metastazinda rol
oynadig1 bildirilmektedir (Hood, San & Wickline, 2011; Rak,
2010). Bu sebeple de MV'nin ve eksozomal olusumun ve
diizenlemenin daha iyi anlagilmasi, kanser gelisimi ve ilerlemesinde
kritik bir rol oynadiklari i¢in, kanser tedavileri i¢in umut verici yeni
bir segenek sunabilecegi bildirilmektedir (Doyle & Wang, 2019).
Eksozomlarin biyobelirte¢ tastyicilar1 olarak kullanilmasi umut
vadetmelerinin sebebi, bu vezikiiler kan ve idrar gibi viicut
stvilarinda bulunur ve bu da invaziv olmayan "sivi biyopsi" tipi
yontemlerle tan1 koymaya ve hatta hastanin tedaviye yanitini
izlenmasine olanak tanir. Eksozomlarin hastalarin tedavisine
verecegi yanitin bu sekilde izlenmesi, bu vezikiillerin klinik olarak
bir bagka potansiyel uygulamasidir (Sonoda & ark., 2009).

Eksozomlarin klinik ortamda c¢ok c¢esitli potansiyel
uygulamalar1 ve kullanimlar olsa da, eksozomlarin biyobelirte¢ ve
as1 olarak kullanilmasina yonelik FDA ve diger diizenleyici
kurumlarin  gerekliliklerini ~ karsilamak  amaciyla eksozom
izolasyonu ve analizi i¢in daha standartlastirilmis yontemlere ihtiyag
duyulmus (Raposo & Stoorvogel, 2013), bu amacla giincel
kaynaklar yaymlanmistir (Thery & ark., 2018).
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Eksozomlar, ¢esitli hiicreler tarafindan salgilanan nano
Olcekli hiicre dis1 keseciklerdir ve tiimor mikrogevresindeki (TME)
biyoaktif maddeleri tasiyarak hiicresel iletisimde ve epigenetikte
onemli bir rol oynarlar. Dolagimsal RNA (circRNA), eksozomlar
acisindan genis capta zenginlestirilmis ve eksozomlarin aracilik
ettigi ¢esitli patofizyolojik siireclerde yer alan, spesifik bir yapiya
sahip, kodlamayan bir RNA (ncRNA) tiiriidiir. Eksozomal
circRNA'lar, Gastrik kanserin epitelyal-mezenkimal gecisini,
anjiyogenezini, ¢ogalmasini, istilasini, goclinli ve metastazini
diizenleyerek gastrik kanser gelisiminde kritik bir rol oynadigi
gosterilmistir (Han & ark., 2023).

Artan kanitlar, hiicre dis1 vezikiillerin (EV'ler) miktar1 ve
bilesimindeki  degisikliklerin, immiin  baskilayict  timor
mikrogevrenin yeniden sekillenmesine katkida bulundugunu ve
dolayistyla immiinoterapinin etkinligini etkiledigini gostermektedir.
Bu bilgiler, klinikde immun duyarlilik i¢in EV'lerin kullanilmasina
yonelik ¢alismalar arttirmistir (Yue & ark., 2023).

Ekstraseliiler Vezikiillerin Biyogenezi, Tasinmasi, Alimi ve
Bozulmasi

Ekstraseliiler olustuktan sonra, mikrovezikiiller plazma
zarindan kopar, oysa eksozom salgilanmasi, ILV'lerle (eksozom
olarak) hiicre dis1i ortama kaynasmak ve salmak i¢in
mikrovezikiillerin plazma zarma tagimmasini ve yerlestirilmesini
gerektirir. Bunlarin salgilanmasina yol acan farkli hiicre ici olaylar,
her iki ekstraseliiler vezikiil tiiri i¢in de iiretim ve salimimlari
arasinda bir zaman farki olusmasina neden olabilir (Doyle & Wang,
2019). Kargolarin yalnizca mikrovezikiilleri hedef almak igin
plazma zarinda kalmasi gerektiginden ve sonraki salinimlari
dogrudan mikrovezikiillerin olusumunu ve bdliinmesini takip
ettiginden, mikrovezikiillerin salinimi1 muhtemelen daha hizli olur.
Buna karsilik, eksozomlarin salinmasinin daha yavas olmasi
sozkonusudur (Doyle & Wang, 2019).
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Mikrovezikiiller Oncelikle bozunma i¢in lizozomlarla
kaynagmaya yoneliktir. Ancak bunlarin bozulmasini 6nleyen ve
mikrovezikiil salgilanmasina izin veren, bdylece eksozom salinimini
saglayan mekanizmalar mevcuttur. Mikrovezikiillerin, pargalayici
ve salgilayici kapasiteleri arasindaki dengenin diizenlenmesi biiyiik
Olclide arastinlmamustir, ancak bu dengenin kurulmasi siiphesiz
hiicre fonksiyonunu etkileyebilir (van Niel, D'Angelo, & Raposo,
2018). Ornegin, eksozom salgilanmasini tesvik eden lizozomal
bozunma kusurlarinin, noérodejeneratif hastaliklar baglaminda
amiloidler gibi istenmeyen ve/veya kusurlu proteinlerin etkili bir
sekilde ortadan kaldirilmasini sagladigi gosterilmistir  (Alvarez-
Erviti, & ark., 2011; Eitan & ark. 2016). Multivezikiiler endozomlari
salgilama ve bozunma icin hedefleme arasindaki dengenin nasil
kurulduguna dair bazi bilgiler yakin zamanda ortaya c¢ikmustir.
EV'ler ayn1 zamanda tasima kapasiteleri ve kan-beyin bariyeri gibi
biyolojik engelleri gegme yetenekleri nedeniyle ilaglar ve niikleik
asitler de dahil olmak iizere kargoyu hedeflenen doku veya organlara
etkili bir sekilde ulastirabilir (van Niel, D'Angelo, & Raposo, 2018).

Ekstraseliiler Vezikiillerin -Hiicresel Etkilesimi i¢in Etki
Faktorleri

EV, progenitdr hiicre ve alici hiicre ile ilgili hiicre
ylizeyindeki karakteristik molekiiller ve EV'lerin hiicresel ortamlart,
EV-hiicresel etkilesimi i¢in etki faktorleridir. Karakteristik yiizey
molekiilleri protein, lipit ve glikani igerirken, hiicresel ortamlar
sicaklik, pH ve ekstraselliiler matriksi icerir (Liu, & Wang, 2023).

Eksozomlarin hiicreyi hedeflemesinde biyolojik ortamda
eksozomlarin yoniinii belirleyen, herhangi bir organa veya belirli bir
hiicre tipine dogru hareketine yol agtigin1 gosteren net bir kanit
olmadigi bildirilmekle birlikte (Mulcahy, Pink & Carter, 2014;
Wiklander & ark., 2015), eksozomlarin ¢esitli tipteki alic1 hiicrelere
secici olmayan bir sekilde hedefleyebilecegi gostermistir (Horibe &
ark, 2018). Bununla birlikte baska bir ¢aligma, hiicresel
hedeflemenin morfojen gibi sinyal molekiilleriyle olma ihtimalinin
oldugunu ve kaynak-havuz mekanizmasinin  (source-sink
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mekanizmasi) rol uynayabilecegini bildirmektedir (Takahashi &
ark., 2013). Bu veriyi destekleyen biyodagilim calismasi, kirmizi
kan hiicresinden tiiretilen EV'lerin agirlikli olarak karacigeri ve
kemigi hedefledigini (Yanez-M6 & ark., 2015), melanomdan
tiretilen EV'ler esas olarak akcigerler ve dalak tarafindan
tutuldugunu gostermektedir (Takahashi & ark., 2013). Organ
hedeflemenin yani sira, ¢esitli ¢aligmalar EV'lerin donér hiicrelerine
dayali dogal bir hedefleme yetenegine sahip oldugunu gostermistir
(Luvan & ark., 2017; Liu, & Wang, 2023). Mezenkimal kok
hiicrelerin, miRNA'lar1 EV'ler aracilifiyla glioblastoma (GBM)
hiicrelerine iletebildigini gostermislerdir (Sharif, Ghahremani &
Soleimani, 2018). Bunun nedeninin, EV'lerin belirli reseptor
hiicrelere yonelik spesifiklige sahip olan progenitor hiicreyle ilgili
spesifik lipit ve hiicresel yapisma molekiillerini eksprese etmesi
olabilecegi vurgulanmaktadir (Liu, & Wang, 2023).

Hiicre tipi spesifik hedefleme, reseptor-ligand baglanmasiyla
iligkili olabilir. Bu durumda hiicre/doku/organ hedeflemenin
molekiiler sinyallemeyle mi yoksa alic1 hiicrelerin segici alimryla mi1
iliskili oldugunun agikliga kavusturulmasini gerektirir (van Niel,
D'Angelo, & Raposo, 2018). Yapilan ¢alismada, EV aliminin esas
olarak EV'ler ve reseptor hiicreleri uygun ligand ve reseptori
paylastiginda meydana geldigi gosterilmektedir (Feng & ark., 2010).
Hiicre  o6zgiilligli  hedeflemesinin,  EV'lerin  ylizeyinde
zenginlestirilmis ligandlar ile alici hiicrelerin plazma zarindaki
reseptorler arasindaki ozel etkilesimler tarafindan belirlenmesi
muhtemeldir. Reseptor-ligand etkilesimi nedeniyle baglanma
Ozgiilliigline dair kanitlar hedefleme oryantasyonunun baglanma
ozgiilliigi ile iligkili olabilecegini gosterir (Mathieu & ark., 2019;
Sharif, Ghahremani & Soleimani, 2018). Ornegin, ndéroblastoma
hiicrelerinden gelen bir alt tip eksozom, amiloid Oncii proteininin
varligindan dolay1 onlar1 spesifik olarak noronlara hedeflerken,
baska bir eksozom alt tipi hem noronlara hem de glial hiicrelere
baglanir (Laulagnier & ark., 2018).
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EV’lerin Hiicre Membranlarina Baglanmasi ve Etkileyen
Faktorler

EV'ler, spesifik ylizey reseptorleri araciligiyla hedef
hiicrelere baglanarak hiicresel davranisi ve islevi etkileyebilecek
cesitli hiicre ici sinyal yollari tetikler. EV'lerin hedef hiicrelere
baglanmasi, EV membrani, protein, lipit ve glikan gibi bilesimler
gibi cesitli faktorleri iceren karmagik bir stirectir. Protein, lipit ve
glikanlara ek olarak, hiicresel ¢evre ve EV’lerin alim rotasi ve
EV’lerin boyutlar1 baglanmay1 etkileyen 6nemli faktorlerdir (Liu, &
Wang, 2023).

EV’lerin kokeni, tiirii ve 6zellikleri EV'nin boyutlarini etkiler
(van Niel, D'Angelo, & Raposo, 2018; Théry & ark., 2018). Ornegin,
daha biiytik EV'ler tipik olarak mikropartikiillerle iligkilendirilirken,
daha kiiciik EV'ler genellikle eksozomlarla iligkilidir (van Niel,
D'Angelo, & Raposo, 2018). Bu heterojenlik, hiicresel
etkilesimlerini etkileyebilir. EV baglanma mekanizmalarini
anlanmasi, hiicreler arasi iletisimi manipiile etmek ve hastalik teshis
ve tedavisini iyilestirmek icin yeni stratejiler gelistirmek acgisindan
kritik 6neme sahiptir (Liu, & Wang, 2023).

Proteinler, protein-protein, protein-lipit ve protein-glikan
etkilesimi yoluyla reseptor-ligand taninmasina Onemli Olgiide
katkida bulunan essential bilesenlerdir (Christianson & Belting,
2014; French, Antonyak & Cerione, 2017; Hoffmann, Ohlsen &
Hauck, 2011; Johannes, Wunder & Shafagq-Zadah, 2016; Liu &
Wang, 2023; Mathieu & ark., 2019; Mulcahy, Pink & Carter, 2014).
Baglanmaya katilan proteinler genel olarak tetraspaninler, lektinler,
integrinler ve scaffold proteinleri gibi ¢esitli gruplara ayrilabilir
(French, Antonyak & Cerione, 2017; Gonda & ark., 2019;
Jankovicova & ark., 2020; Liu, & Wang, 2023).

EV’lerde en yaygin olarak bulunan eksozomal proteinler
anneksinler, tetraspaninler (CD63, CD81, CD82 ve CD9) ve ayrica
1s1 soku proteinleridir (Hsp60, Hsp70 ve Hsp90) (Valadi ve ark.,
2007). Tetraspaninler EV'lerin yiizeyinde oldukca bol miktarda
bulunur (Andreu & Yaiez-Mo6 2014). CD9, CD63, CD81 ve CDS2,
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EV'lerin  koklii  belirtegleri olan genis c¢apta dagilmis
tetraspaninlerdir (Andreu & Yanez-Mo6 2014; Hassanpour & ark.,
2020). Tetraspaninler biyobelirte¢ gorevi gérmenin yani sira,
integrinler ve adezyon reseptorleri ile etkilesime girerek EV
kenetlenmesinde, yerlesme ve aliminda 6nemli bir rol oynar (Andreu
& Yafez-Mo, 2014). Hiicre i¢i adezyon molekiilii gibi yapisma
molekiilleri, tiimoér mikrogevrede yaygin olarak bulunur ve
eksozomlarin hedef hiicrelere, 6zellikle de bagisiklik hiicrelerine
baglanmasinda rol oynar (Rana & ark., 2012; Liangsupree & ark.,
2022). EV'lerin ylizeyindeki tetraspanin, hedef hiicre sec¢imine
katkida bulunur (Rana & ark., 2012).

Lipitler, EV'lerin zarindaki temel molekiillerdir ve EV'ler ile
hiicreler arasindaki etkilesimde ¢ok énemli bir rol oynarlar (Record
& ark., 2018). Membranoz lipitler, lipitlerin farkli yapilarina gore
gliserofosfolipitler,  sfingolipitler ~ ve  kolesterol  olarak
siniflandirilabilir. Her lipit grubunun farkli varyasyonlarda karbon
atomlar1 ve ¢ift baglar igeriler (Skotland & ark., 2020).

Hem EV'lerin hem de alic1 hiicrelerin lipit bilesimi EV alim
mekanizmasini  biiyiikk 6l¢tide etkiler. Ciinki lipitler EV’lerin
hiicrelere alinmasina 6nemli 6l¢ilide katkida bulunur (Escrevente &
ark., 2011). Lipidler ayrica sinyalleri diizenleyebilir ve iletebilir. Bu
sekilde de onkogenez ve metastazda yer alan hiicre sinyal yollarimni
aktive edebilir (French, Antonyak & Cerione, 2017). Yiizey
fosfatidilserin, hiicresel iletisimde yer alan gliserofosfolipid cesitidir
(Wei & ark., 2016). Fosfatidilserin ve reseptorii Tim4 arasindaki
etkilesim Ca?* koordinelidir. Tim4'e ek olarak, ileri glikasyon son
iriinleri, RAGE (He & ark., 2011), beyne 0zgii anjiyogenez
inhibitord 1, Bai-1 (Buzas & ark., 2018) ve stabilin-2 (Park & ark.,
2008) gibi arastirilan bircok baska reseptor de vardir. Fosfatidilserin
biliyiimenin durdurulmasina 6zgii protein 6, Gas6, tarafindan dolayl
olarak tanmmr. Fosfatidilserin-Gas6 kompleksi, makrofajlarin
yuzeyindeki MER tirozin kinazlarini aktive ederek EV alimim
tetikler ve antiinflamatuar yanita neden olur (Graham & ark., 2014).
Seramid, EV'lerin yiizeyinde zenginlestirilmis kritik bir sfingolipittir
ve hiicre sinyal yollarini etkiler (Elsherbini & Bieberich, 2018).
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Karbonhidrat yapilari, lipitlere ve proteinlere glikanlar
halinde veya proteoglikanlarda tekrarlanan glikozaminoglikan
zincirleri olarak konjuge olarak bulunur ve farkli boyutlarda olusan
baglanmalar farkli islevler gosterir. Bu islevler hiicresel diizeyde
tanima olaylarin1 ve hem hiicre i¢i trafigin kontroliinii hem de
bireysel proteinler diizeyinde katlanma olaylarinin kalite kontroltinii
icerir (Ghazarian, Idoni & Oppenheimer, 2011; Ohtsubo & Marth,
2006). Ozellikle proteoglikanlar hiicre dist matrisin énemli bir
bilesenidir ve doku mimarisi i¢in gereklidir (Frantz & Stewart,
2010).

Glikanlar seker-seker ve seker-protein reaksiyonlar ile
EV’lerin hiicrelere baglanmasinda hayati rol oynar (Gerlach &
Griffin, 2016; Williams & ark., 2018). Proteoglikan (PG), ana yapisi
glikozaminoglikan olan glikolizlenmis bir proteindir (Cerezo-
Magana, Bang-Rudenstam & Belting, 2020; lozzo & Schaefer,
2015).  Proteoglikanlar,  poliaminler, niikleik  asit-peptit
kompleksleri, katyonik lipitler, viral kapsid proteinleri ve
apolipoproteinler gibi polibazik ligandlarla ¢ok ¢esitli baglanma
reaksiyonlarinda rol oynar (Cerezo-Magana, Bang-Rudenstam &
Belting, 2020). Glikozidaz uygulamasinin vezikiil yiikiinde
farkliliklar meydana getirdigi gosterilmis ve glikanlarin, yiik bazl
etkilerle, dogrudan glikan tanima yoluyla veya her iki yolla birlikte,
EV aliminin diizenlenmesinde kilit oyuncular oldugu bildirilmistir
(Williams & ark., 2019). Ayrica, proteoglikanlarin veya lektin gibi
reseptorlerinin inhibe edilmesi EV aliminin azalmasina neden
oldugu gosterilmistir (Nishida-Aoki & ark., 2020; Atai & ark.,
2013).

Proteoglikanlarin yani sira glikolipitler ve glikoproteinler de
EV aracili alim i¢in baglanma etkilesimine genis Olgiide katilir.
Ayrica glikozile edilmis sialik asit ve mannoz igeren glikoproteinler
de EV baglanma etkilesiminde yer alan glikan yapilaridir ve EV
alimini 6nemli olctide etkilerler (Fendl & ark., 2018).

EV'ler genellikle iletisim kurmak i¢in uzun mesafeler kat
ederler. Hiicresel ¢evre, EV'ler ile hiicre arasinda, EV-hiicre

21—


https://www.nature.com/articles/s41598-019-48499-1#auth-Charles-Williams-Aff1-Aff2

etkilesiminde belirli bir diizeyde etkiye sahip aracidir (Stranford &
ark., 2017). Hiicresel ortam, ekstraseliiler matriksin yani sira mikro
cevreyi olusturan, pH durumu, sicaklik, oksidatif/hipoksik durum ve
diger faktorleri igerir. Bu kosullarin modiilasyonu EV alimini
etkileyebilir. Ornegin, ekstraseliiller —matriksin  sertligindeki
degisiklikler EV alimini modiile edebilir (Stranford & ark., 2017) ve
hiicre matriksin mekanik ozellikleri, su gegirgenligi ile capraz
baglanarak EV tasinmasini diizenleyebilir (Lenzini & ark., 2020).

EV’ler hedef hiicrelerin yilizeyine baglandiktan sonra,
endositoz, fiizyon ve sinyalleme gibi ¢esitli alim mekanizmalar1
yoluyla hiicre fenotipini etkileyebilir. Endositoz, EV'lerin sinyalleri
iletmesi i¢in yaygin kullandiklar1 yollarindan biridir ve klatrin
bagimli yollar, kaveolin aracili alim, makropinositoz, fagositoz ve
lipid raft-aracili alim dahil olmak iizere farkli yollardan gergeklesir
(Gurung & ark., 2021; Liu, & Wang, 2023).

EV'lerin alim yollari, EV'lerin 6zellikleri (ylizey proteini,
lipid, glikan ve boyut), alict hiicre ve hiicre ortami (6rnegin pH ve
sicaklik) dahil olmak iizere cesitli faktorlerden etkilenir. Ornegin,
eksozomlarin ylizeyindeki CDA47, fagositoz yoluyla EV'lerin
monositlere internalization {izerinde giiclii bir inhibitor etkiye
sahiptir (Kamerkar & ark., 2017).
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BOLUM 11

4-Hidroksi-2-Nonenal, Metabolizmasi ve Hastaliklarla
Hiskisi

Burcu Menekse BALKAN!
Dogus OZALKAN?

Giris

Nefes almak, sindirim, zararli maddelerin metabolize
edilmesi, yaglarin enerjiye doniistiiriilmesi gibi viicudumuzdaki
gergeklesen bir¢cok dogal biyolojik siireg, serbest radikal olarak
adlandirilan zararh bilesiklerin iiretilmesine neden olur (Kurutas,
2016; Sharifi-Rad & ark., 2020). Diisiik ve orta miktarlarda serbest
radikaller, hem homeostazisin korunmasin1 igeren siiregleri
diizenlemede hem de c¢esitli hiicresel islevlerde faydalidir
(Bhattacharyya & ark., 2014; Finkel & Holbrook, 2000; Sharifi-Rad
& ark., 2020). Olusan bu serbest radikaller genellikle viicudumuzun
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dogal antioksidan mekanizmalar tarafindan yok edilir. Yani olusan
serbest radikaller ve bunlarin ortadan kaldirilmasini saglayan
antioksidanlar bir denge halindedir. Ancak bu denge serbest
radikallerin lehine bozulursa, serbest radikaller viicutta negatif bir
zincirleme reaksiyonun olusumunu tetikleyebilir. Meydana gelen bu
reaksiyonlar 6zellikle hiicre membranlarini tahrip eder ve enzimlerin
aktivitelerinin bozar. Sonug¢ olarak da, yasam icin gerekli olan
hiicresel siireglerin diizgiin c¢alismamasina neden olarak normal
hiicre boliinmesini engeller ve deoksiriboniikleik asit (DNA) ve
enerji tiretimini engeller (Kurutas, 2016; Sharifi-Rad & ark., 2020).

Polisatiire yag asitleri, peroksidasyona yatkin olup, oksidatif
stres altinda cesitli bozunma iiriinleri iiretirler, bunlarin arasinda ana
a,B-doymamuis hidroksialkenal olan 4-hidroksi-2,3-trans-nonenal (4-
HNE) bulunur (Carini, Aldini & Facino, 2004). Yiiksek reaktivitesi
nedeniyle 4-HNE, hiicrenin ¢esitli makromolekiilleri ile etkilesime
girer ve bu genel toksisite, cesitli patolojik durumlara katkida
bulunur. Ayrica, artan kanitlar, 4-HNE'nin oksidatif/elektrofilik
stresin ikinci habercisi olarak elektrofilik sinyallesmede daha
spesifik bir islevi oldugunu 6nermektedir (Valko & ark., 2007).

4-HNE olustuktan sonra hiicre tipine ve hiicresel metabolik
kosullara bagl olarak hiicrenin hayatta kalmasin1 veya Oliimiini
destekleyebilir (Ayala, Munoz & Arguelles, 2014). Bu derlemede,
4-HNE yapisi, metabolizmasi, 4-HNE iliskili proteinlerin olusumu
ve 4-HNE'nin kanser, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif
hastaliklarin patofizyolojisindeki rolii tartisilmaktadir.

Oksidatif Stres ve Lipit peroksidasyonu

Oksidatif stres, redoks biyolojisi ve tip alanindaki
arastirmalara yonelik bir kavramdir ve normal redoks durumunu
degistiren reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin
(RNS) iiretimi ve bunlarin eliminasyonunun, ROS ve RNS’deki
artisa bagl olarak dengesizligin olustugu anormal bir durumu temsil
eder (Sies, 2015; Sies 2020; Augustine & ark., 2020).
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ROS, oksijen igeren kimyasal olarak reaktif kimyasallari
tamimlayan bir terimdir (D’Autréaux & Toledano, 2007). Genel
olarak ROS, radikal olabilir ya da radikal olmayabilir. Biyolojik
olarak onemli olan radikal ROS’lerine 6rnek olarak siiperoksit
radikalleri (O+?"), hidroksil radikalleri (*OH), hidroperoksil
radikalleri (HOOv), alkoksi radikalleri (RO¢) ve peroksil radikalleri
(ROOQ¢) verilebilir (Augustine & & ark., 2020). Radikal olmayanlar
arasinda hidrojen peroksit (H202), ozon (Oz) ve nitrik oksit (NO)
bulunur (Pinazo-Duran & & ark., 2014).

Tim serbest radikaller arasinda O<2— en bol bulunanidir ve
*OH en zararhisidir. Mitokondri siklikla solunum  zinciri
reaksiyonlarin1 gergeklesmesi ve hiicre i¢i oksijenin ¢ogunu
kullanmasi1 nedeniyle en fazla ROS kaynagidir (Andreyev,
Kushnareva & Starkov, 2005). Ayrica endojen ROS'un diger
kaynaklar1 arasinda protoplazma (NADPH oksidazlar, hemoglobin,
riboflavin), endoplazmik retikulum (Sitokromlar P450 ve b5),
peroksizomlar  (oksidazlar, flavoproteinler) ve lizozomlar
(miyeloperoksidaz, metal iyonlart) bulunur (Di Meo & ark., 2016).

Dis yoriingesinde en az bir eslesmemis elektron igeren
serbest radikaller ¢ok kararsiz molekiillerdir. Asir1t olusmasi
durumunda, DNA, niikleik asitler, karbonhidratlar ve hiicresel
membranlarin 6nemli bir bileseni olan ¢oklu doymamis yag asitleri
gibi makromolekiillerde reversibl veya irreversibl modifikasyonlara
yol agar (Andreyev, Kushnareva & Starkov, 2005; Mgller, Jensen,
& Hansson, 2007; Yin, Xu & Porter, 2011). Reatif oksijen tiirlerinin
zararl etkileri arasinda, lipid peroksidasyonu, ¢esitli ve ¢cok sayida
patolojik duruma dahil olmasi nedeniyle daha fazla ilgi goéren
spesifik bir lipit oksidasyon siirecidir (Guéraud & ark., 2010). Lipid
peroksidasyonu biyolojik olarak ilgili tipik bir serbest radikal zincir
reaksiyonudur (Halliwell & Chirico, 1993). Diger zincir
reaksiyonlar1 gibi lipit peroksidasyonu da baslama, yayilma ve
sonlanma fazlarini icerir. Baslangic adiminda, *OH gibi serbest
radikaller lipidlerden hidrojeni ¢ikarir. Hidrojen atomunun ayrilmasi
lipitlerde bulunan metilen (-CH2-) grubunda olur ve sonugta
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meydana gelen karbon merkezli bir lipid radikali (-CH- veya L' )’dir
(Ayala, Munoz & Arguelles, 2014; Catala, 2006).

Doymamis yag asitlerinin yapisinda bulunan ¢ift baglar C-H
baglarinin zayiflamasina neden olur ve baglarin zayiflamasi da
hidrojenin uzaklastirilmasini kolaylastirir. Bu nedenle fosfolipidler,
radikallere ve peroksidasyona duyarlidir. Bunun yaninda, serbest
radikaller, ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA'lar) gibi karbon-
karbon ¢ift bag(lar)1 iceren lipitlere saldirabilir ve lipit
peroksidasyon triinleri olusturabilir (Ayala, Munoz & Arguelles
2014). Yayilma fazinda, lipit radikali (L' ) oksijen oksijen ile
birleserek, oksijen merkezli bir lipitperoksil radikali (LOO" )
olusturur. Olusan lipit radikeli de kendisine en yakin yag asidinden
bir hidrojen atomu uzaklastirarak, ayni dongiiniin siirekli devam
etmesine neden olabilecek bir lipid hidroperoksit (LOOH) ve ikinci
lipid radikalini (L) meydana getirir (Catala, 2006; Forman, Zhang &
Rinna, 2009). Sonlandirma fazinda, antioksidanlarin veya lipit
peroksil radikallerinin diger radikallerle etkilesime girmesiyle stabil
bir radikal olmayan madde olusur ve zincir reaksiyon durdurulur.
Meydana gelen LOOH, demir ve bakir gibi gecis metallerinin etkisi
ile indirgeyici bir kirilmaya ugrar ve sonug¢ olarak lipit alkoksil
radikalini (LO’) meydana getirir. Oldukga reaktif olan lipit alkoksil
radikali de baska bir yag asidinden bir hidrojen atomu ¢ikmasina
neden olur. Bu sekilde giderek artan lipit peroksidasyonu da hiicre
membranlarinin  yapisinin  bozulmasma ve normal fonksiyon
gosterememsine, hiicrelerdeki organellerin bozulmasina, hiicredeki
diger Onemli biyolojik yapilarin normal fonksiyonlarinin
bozulmasina neden olur (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Lipid hidroperoksitler (LOOH), lipit peroksidasyonunun
birincil tirtinlerdir ve MDA, propanal, heksanal ve 4-HNE gibi
ikincil aldehitlere dejenere olabilirler (Ayala, Munoz & Arguelles
2014). Reaktif karbonil tiirleri, serbest radikallerden daha stabil
ancak daha toksiktir ¢iinkii olusum yerlerinden ¢ok daha uzakta
bulunan  biyomolekiil hedeflerine (proteinler, DNA ve
aminofosfolipidler) saldirabilirler (Pamplona, 2011). Kisa zincirli
karbonil tiirevleri, a, P-doymamis aldehitler, di-aldehitler ve
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ketoaldehitler gibi ¢esitli lipit aldehitlerini igerir (Gianazza & ark.,
2019). Bunlar arasinda a, f-doymamis aldehit 4-hidroksi-2-nonenal
(4-HNE) ve di-aldehit malondialdehit (MDA) en ¢ok calisilan
iiriinlerdir.

4-Hidroksi-2-Nonenal (4-HNE)

4-Hidroksi-2-nonenal bir a,f-doymamis aldehittir. Molekiil,
birinci karbonda (C1) aldehit grubu, ikinci (C2) ve {iglinci
karbonlar1(C3) arasinda ¢ift bag (alken) ve dordiincii karbonunda
(C4) alkol olmak tizere ii¢ fonksiyonel gruba sahiptir (Sekil 1).
Karbon C1 ve C3 elektrofilik bolgelerdir ve karbon C1 ayni zamanda
bir redoks merkezidir (Csala & ark., 2015).

Sekil 1. 4-Hidroksi-2,3-trans-nonenal kimyasal yapisi (Csala &
ark., 2015)

4-HNE, nispeten biiylik miktarlarda {iretilen ve serbest
radikallerin ikinci habercisi olarak hareket eden reaktif aldehitlerden
oldugu i¢in en 6nemli liriinlerdendir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
elde edilen verilerle lipit peroksitlerinden iiretilen baslica toksik
triinlerden biri olarak kabul edilmistir (Esterbauer, Schaur, &
Zollner, 1991). 4-HNE'nin yiiksek toksisitesi, tiyollerle ve amino
gruplartyla hizli reaksiyonlariyla iliskilidir (Sauerland & ark., 2021).

Hiicre i¢i konsantrasyonuna bagli olarak 4-HNE, hiicre
dongiisii diizenlemesini farkli sekilde etkileyebilir. 4-HNE™in diisiik
konsantrasyonlarda hiicrelerin ¢ogalmasina neden oldugu, ancak
nispeten daha yiliksek konsantrasyonlarda bu hiicrelerde
farklilasmaya ve apoptoza neden oldugu gosterilmistir. Bu nedenle
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4-HNE'nin hiicre i¢i konsantrasyonlar1 siki bir sekilde kontrol
edilmelidir. 4-HNE'nmin olusumu, hiicresel redoks durumu
seviyelerine  bagli  kontrolsiiz bir siire¢ olan LPO'dan
kaynaklandigindan, 4-HNE'in hiicre i¢i seviyeleri, metabolizmasi
ve metabolitlerin hiicrelerden eliminasyonu yoluyla kontrol
edilmelidir (Cheng & ark., 2001)

Simdiye kadar, proteinin yapisal dogasint ve LPO tiirevli
aldehitler tarafindan yapilan DNA modifikasyonunu belirlemeye
yonelik ¢alismalarda ozellikle, oksidatif stresin en Onemli aracisi
olan, kolayca yayilabilen ve segici bir elektrofil olan 4-HNE
aragtirtlmistir (Esterbauer, Schaur, & Zollner, 1991).

4-HNE olusumu ve Metabolizmasi

4-HNE, serbest radikal saldirisina bagli oksidasyon yoluyla
(Esterbauer, Schaur, & Zollner, 1991) veya lipoksijenazlar
tarafindan enzimatik olarak arasidonik veya linoleik asitten tiiretilen
bir a,f-doymamuis aldehittir (Bilska-Wilkosz, Iciek & Goérny, 2022).
4-HNE olusumunda oOne siiriilen bir diger yol, agirlikli olarak
mitokondride bulunan linoleik asit bakimindan zengin bir fosfolipit
olan kardiyolipinin oksidasyonudur (Liu & ark., 2011).

Hiicreler 4-HNE'yi kolayca metabolize eder. Metabolik
eliminasyon hiicre/doku tipine 6zgldiir (Schaur & ark., 2015). 4-
HNE’nin detoksifikasyonu, glutatyon S-transferaz tarafindan
katalizlenen reaksiyon sonucu glutatyon ile konjugasyonu ve
sirastyla aldehit dehidrojenaz veya alkol dehidrojenaz tarafindan
oksidasyonu veya rediiksiyonu sonucu gerceklesir. Metabolik
eliminasyon hiicre/doku tipine 6zgidiir (Schaur & ark., 2015). 4-
HNE'in yaklasik %2-8'inin proteinlerle reaksiyona girerek 4-HNE-
protein eklentileri olusturmak {izere serbest kaldigi tahmin
edilmektedir (Siems ve Grune, 2003). Ug fonksiyonel grup (cift bag,
karbonil grubu ve hidroksil grubu) 4-HNE'nin elektrofilik yapisina
ve yiiksek reaktivitesine katkida bulunur. Ozellikle sistein (Cys),
histidin (His), lizin (Lys) ve bir dereceye kadar proteinlerin arginin
(Arg) kalintilar1 ile hizla reaksiyona girerek Michael eklentileri veya
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Schiff bazlar1 olusturur. Baskin reaksiyon, Cys> His >Lys>Arg
reaktivite sirasina gore Michael eklentilerinin  olusumudur
(Bruenner & ark., 1995; Doorn ve Petersen, 2002; Lesgards & ark.,
2009). Niikleofilik amino asitlerle 4-HNE eklentilerinin olugum hizi
tizerine yapilan kinetik ¢alismalar, pH bagimlilig1 ve His, Lys veya
tiyol kalintilar1 yerine Cys tiyolat bolgelerinin tercih edildigini
gostermektedir (LoPachin, Geohagen, & Gavin, 2009). Fizyolojik
kosullar altinda, hiicreler farkli kaynaklarda olusan 4-HNE ile basa
c¢ikmak zorundadir. En yaygin kaynak, lipit oksidasyonunu
tetikleyen mitokondriyal elektron tasima zinciri tarafindan tretilen
reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) gelen endojen kaynaktir. Hiicreler
ksenobiyotiklere maruz kaldiginda, sitokrom P450
biyotransformasyon faaliyetleri de LPO'yu indiikleyebilen ROS
iiretebilir. Bu nedenle, 4-HNE olusumu ilaglar veya etanol gibi
cevresel kirleticilere maruz kalma ile iligskilendirilmistir (Poli & ark.,
2008). inflamasyonla iliskili ROS da énemli bir 4-HNE kaynagidir
ve 4-HNE-protein eklentileri inflamatuar hastaliklarda biyolojik
belirteglerdir (Uchida & ark., 1994).

Eksojen 4-HNE, hiicrelerin maruz kaldigi baska bir yoldur.
4-HNE, gidalarda bulunan hem demiri, diyetle alinan c¢oklu
doymamis lipitleri oksitleyebilir (Wang & ark., 2012a). Bagirsak
hiicreleri de eksojen 4-HNE'nin ana hedefleridir ¢iinkii liimenle ara
yiizeydedirler ve dogrudan yiiksek 4-HNE konsantrasyonlarina
maruz kalabilirler.  Dahasi, 4-HNE bagirsak mikrobiyotasi
tarafindan enfekte edilen makrofajlar tarafindan tiretilebilir ve bu
sekilde iiretilen 4-HNE kolon hiicreleri icin toksik olabilir
(Esterbauer, Schaur, & Zollner, 1991). 4-HNE yiiksek oranda
yayilabilen bir molekiil oldugundan, ilk iiretim bdlgesinin Gtesine
yayilabilir. Diflizyon kapasitesine dayanarak, 4-HNE'nin parakrin
bir sinyal molekiilii olarak hareket edebilecegi one siiriilmiistiir
(Parola & ark., 1999).

Aerobik kosullar altinda yagsamin dogasinda var olan bazal

ROS seviyesi nedeniyle, hiicrede bazal bir 4-HNE seviyesi

olmalidir. Insan kani ve serumundaki 4-HNE konsantrasyonunun

yaklasik 0,05-0,15 pM oldugu tahmin edilmektedir (Smathers &
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ark., 2012), ancak patolojik durumlarda ve LPO bdolgelerinin
cekirdegine yakin yerlerde konsantrasyonu biiyiik dlgiide artabilir
(100 uM'den fazla) (Grune & ark., 1997).

Memelilerde hiicresel metabolizmanin 4-HNE'yi metabolize
etme temel amaci, aldehitlerle olusan lipit peroksidasyon iiriinleri
tarafindan verilebilecek hasardan proteinleri korumaktir (Siems &
Grune, 2003). HNE'min metabolimasinda rol alan en Onemli
enzimler glutatyon-S transferazlar (GST), alkol dehidrojenazlar
(ADH) ve aldehit dehidrojenazlardir (ALDH). Stres seviyelerine
gore 4-HNE metabolizmasinda bu enzimatik reaksiyonlar yoluyla
uretilen HNE'nin birincil ara maddeleri, 1,4-dihidroksi-2-nonen
(DHN), 4-hidroksi-2-nonenoik asit (HNA) ve 4-HNE-glutatyon
konjugat triinleridir (Castro & ark., 2017).

Sinyal molekiilii olarak 4-HNE

HNE'nin hiicreyi, enzimlerin inaktivasyonu, hiicre i¢i
glutatyonun tiilkenmesi ve DNA ve protein sentezinin inhibisyonu
dahil olmak {izere birgok sekilde etkiledigi bildirilmektedir.
HNE'nin ayn1 zamanda hiicre i¢i sinyal iletim yollarim tetikleyerek
biyolojik yanitlar1 modiile edebilecegini gostermektedir (Iles & ark.,
2005).

Niikleer faktor eritroid 2 iliskili faktor 2 (Nrf2)

4-HNE'nin ana endojen elektrofilik bilesik olarak ana hedefi
Keapl-Nrf2-ARE (Kelch ECH associating protein 1-nuclear factor
erythroid 2-related factor 2-antioxidant response element) yoludur
(Csala & ark. 2015). Bu yol, prooksidan etkileri algilar ve oksidan
veya elektrofil strese karsi hiicresel tepkiyi diizenler. Strestsiz
kosullar altinda son derece sistein agisindan zengin Keapl, Nrf2'yi
baglayarak ubikitilasyon ve proteozomal bozulmaya yonlendirir.
Keapl'in sistein kalintilar1 elektrofilik saldirilara karsi duyarlidir.
Yiiksek konsantrasyonlarda elektrofiller neredeyse tamamen
sisteinil tiyollerle eklentiler olustururken, diisiikk konsantrasyonlarda
tiyollerin belirli bir alt kiimesiyle reaksiyona girdigi belirtilmistir
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(Levonen & ark., 2014; Kobayashi & ark., 2009). Keapl'in 4-HNE
de dahil, alkenalleri, NO ve Zn?"yi sisteinler ve bazik amino
asitlerden olusan ti¢ farkli sensorle dogrudan tanidig: bildirilmistir
(McMahon & ark., 2010).

Farkli ¢alismalarla Nrf2'nin 4-HNE bagimli indiiksiyonunu
gostermistir (Siems ve Grune, 2003). Fizyolojik kosullarda, Nrf2,
baskilayicit protein Keapl tarafindan sitoplazmada tutulur, ancak
oksidan uyarilara yanit olarak Nrf2 aktive olur ve niikleusa taginarak
DNA igindeki antioksidan yanit elementi (ARE) ile baglanarak
antioksidan genlerin transkripsiyonunu saglar (Gan & Johnson,
2014). Daha detayli olarak, HNE gibi elektrofiller, Keapl'in tiyol
gruplartyla reaksiyona girer, bu da Cul3'in ayrismasina veya
Nrf2'nin kismi ayrilmasina neden olur. Her iki durumda da Nrf2,
ubikinasyondan kacar ve ortamda birikir ve ¢ekirdege dogru yer
degistirir, burada antioksidan yanit elemanlarina (ARE'ler) baglanir
ve Nrf2 hedef genlerinin ekspresyonunu arttirir. Nrf2'nin protein
kinazlar tarafindan fosforilasyonu aym zamanda Keapl-Nrf2
kompleksinin ayrigmasini destekler (Csala & ark., 2015).

Nrf2-ARE yolu, norodejeneratif hastaliklar, kanser, diyabet
ve enfeksiyoz hastaliklar gibi farkli patolojik durumlarda 6nemli bir
rol oynar (Ayala, Munoz & Arguelles, 2014).

Aktivasyon protein-1 (AP-1)

Aktivasyon protein-1 (AP-1), temel bolge-16sin fermuar
proteinlerinden olusan bir dimerdir. AP-1 transkripsiyon faktorleri
hiicre proliferasyonunu, hayatta kalma ve 6liimii kontrol eder. 4-
HNE'nin hiicre sinyalleme siirecinde AP-1 ‘in dahil oldugu bir¢ok
calismada, 4-HNE'nin  AP-1'i yukar1 yonli regiile ettigini
gostermistir (Braithwaite, Mattie, & Freedman, 2010). AP-1'in
aktivasyonu, 4-HNE tarafindan indiiklenen Glutatyon (GSH)
iceriginde bir artisa yol agabilir (Forman, Dickinson, & Iles, 2003).
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Niikleer faktor kapaB (NF-kB)

NF-kB, bagisiklik  tepkileri, inflamasyon, hiicre
proliferasyonu ve apoptoz gibi ¢esitli biyolojik siirecleri diizenleyen
bir dimerik transkripsiyon faktoriidiir. NF-xB protein kompleksi,
inhibe edici kB ailesi proteinlerine sitoplazmada baglanarak aktif
olmayan bir durumda tutulur (Morgan ve Liu, 2011). Oksidatif stres
gibi ¢esitli hiicresel uyaricilar, IxB'ler fosforile edilir, bu da onlari
ubikitin-proteazom sistemi tarafindan par¢alanmaya karsi duyarli
hale getirir. Bu, NF-kB kompleksinin niikleer translokasyonuna ve
hedef genlerinin g¢esitli promotér bolgelerine baglanarak ilgili
genlerin transkripsiyonunu indiiklemesine yol agar. Bu genlerin
cogu, inflamasyonun diizenlenmesinde rol oynayan genlerdir
(Morgan ve Liu, 2011).

Peroksizom proliferator-aktive edici reseptor (PPAR)

Lipit metabolizmasi, mitokondriyal biyogenez ve
antioksidan savunmanin ana transkripsiyonel diizenleyicileri olarak
islev goriirler (Yang & Long, 2018). PPAR'larin 4-HNE ile
etkilesimi/modiilasyonu incelenmistir (Barrera & ark., 2008). 4-
HNE, adipositlerde PPAR ekspresyonunu arttirmis ve adiponektin
proteininin par¢alanmasini hizlandirmistir (Wang & ark., 2012b).

Mitojen-aktivasyonlu protein kinazlar (MAPK)

Mitojenle aktiflesen protein kinazlar (MAPK), 4-HNE
tarafindan aktive edilen sinyal iletim yollar1 arasindadir. Bu nedenle
MAPK yollari, 4-HNE'den etkilenen bir¢ok hiicresel fonksiyona
aracilik etmede 6nemli bir rol oynayabilir. MAPK, spesifik tirozin
ve treonin kalintilar1 tizerindeki ikili fosforilasyonla aktive edildigi
bildirilmistir. MAPK, hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinazlar 1 ve
2'yi (ERK1/2), p38 MAP kinazlari, c-Jun N-terminal kinazlar1 (JNK)
ve biliyilk MAPK'y1 igerir. MAPK, oksidatif stres de dahil olmak
iizere cesitli stres faktorlerine yanit olarak aktive edilir. Anahtar
transkripsiyon faktorlerini fosforile edip aktive ederler, bdylece
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bircok genin transkripsiyonunu diizenlerler (Torres & Forman,
2003).

4-HNE’nin Hastaliklardaki Rolii

Miyokardiyal hastaliklar (Mali ve Palaniyandi 2014;
Nakamura & ark., 2002), kanser (Bartsch ve Nair, 2006; Chang &
ark., 2005; Cheng & ark., 2001; Karihtala & ark., 2011; Marquez-
Quinones & ark., 2010; Nair, Bartsch, & Nair, 2007; Oberley,
Toyokuni & Szweda, 1999; Ramana, Tammali, & Srivastava, 2010;
Skrzydlewska & ark., 2001; Tammali & ark., 2006),
norodejeneratif Hastaliklar (Ando & ark., 1998; Jomova & ark.,
2010; Kelly & ark., 2005; Markesbery ve Lovell, 1998; Martinez-
Vicente & ark., 2008; Mattson & Chan, 2003; Morel & ark., 1998;
Perluigi, Coccia, & Butterfield, 2012; Shibata & ark., 2001; Sultana,
Perluigi, & Butterfield, 2013; Xiang & ark., 2013; Zarkovic K.
2003) gibi hastaliklarla iliskilendirilmistir.

4-HNE ve Miyokardiyal Hastaliklar

Miyokardda enerji  kullanimi, c¢ogunlukla miyokard
mitokondrilerinde gerceklesen oksidatif fosforilasyona baglidir.
Yiiksek miyokardiyal oksidatif kapasite, siirekli ROS {iretimi ve
ikincil 4-HNE iiretimi i¢in bir kaynaktir (Mali ve Palaniyandi 2014).
Normal kosullarda, kalpteki 4-HNE, aldehit dehidrojenazlar
(ALDH'ler), glutatyon S-transferazlar ve aldoz rediiktaz tarafindan
notralize edilir (Ayala, Munoz & Arguelles, 2014; Roede ve Jones,
2010). Ancak, miyokard iskemi reperflizyonu, kalp yetmezligi,
doksorubisin toksisitesi ve diyabet gibi ¢esitli patolojik durumlarda
metabolik kapasiteyi asabilir ve artan 4-HNE olusumuna ve sonug
olarak miyokardiyal islev bozukluguna yol acabilir (Mali ve
Palaniyandi, 2014). Bu nedenle miyokard, 4-HNE birikimi ve
toksisitesi bir¢ok kalp hastaligiyla iligkilendirilerek hasar gormiis
insan miyokardinda oksidatif stresin yiikseldigi gosterilmistir
(Nakamura & ark., 2002). 4-HNE-modifiye protein seviyesi, dilate
kardiyomiyopati hastalarinda kontrol grubuna kiyasla 5 kat daha
yliksek bulunmus ve endojen antioksidan kapasitesi olan bir beta
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bloker olan karvedilol, 4-HNE seviyelerini %40 azaltarak kalp

yetmezligi semptomlarinin fonksiyonel iyilesmesini saglamistir
(Nakamura & ark., 2002).

4-HNE ve Kanser

4-HNE'nin lipid peroksidasyonuyla iliskili olarak mutajenik
ve kanserojenik etkilere katkida bulundugu kabul edilmektedir
(Nair, Bartsch, & Nair, 2007). 4-HNE ve ilgili biyoaktif
metabolitleri, DNA'ya zarar verebilir ve enflamasyon kaynakl
kanserlerde pro-mutajenik lezyonlarin olusumuna yol agabilir
(Bartsch ve Nair, 2006). Bazi ¢alismalarda protein- 4-HNE
eklentilerinin olusumunun bobrek ve kolon kanserinin ilerlemesiyle
iliskili oldugunu gostermistir (Oberley, Toyokuni & Szweda, 1999;
Skrzydlewska & ark., 2001). Ratlar ile yapilan ¢alismada 4-HNE
artisinin hepatokarsinojenez baglangiciyla iligkili oldugu ve 4-HNE
-protein  modifikasyonunun Kkaraciger kanseri baslangicina yol
acabilen hiicresel bozukluklarin potansiyel bir mekanizmasi
olabilecegi gosterilmistir (Marquez-Quinones & ark., 2010; Chang
& ark., 2005). Yapilan son galismalarda, insan kolon kanseri
hiicrelerinde  baskilanmis  Glutatyonil 4-HNE (GS-4-HNE);
(ADH+Glutatyon) GS-DHN'nin kanserojenik sinyalleri
iletebilecegini gostermektedir (Tammali & ark., 2006; Ramana,
Tammali, & Srivastava, 2010). Ayrica, 4-HNE ve GS-4-HNE'yi
etkili bir sekilde azaltan biyolojik etkenlerin ortadan kaldirilmasiyla,
kolon kanseri biiyiimesini ve metastazin1 Onledigi gosterilmistir
(Tammali & ark., 2011). 4-HNE'yi GS-4-HNE'ye konjuge eden
Glutatyon S- Transferaz (GST)' lerin asir1 ekspresyonunun, K562
l6semi hiicrelerinde UV kaynakli sitotoksisiteden hiicreleri
korudugu gosterilmistir (Cheng & ark., 2001).

4-HNE ve Norodejeneratif Hastahklar

Yasayan dokunun oksidatif stresse kars1 duyarliligi, biliyiik
olgiide lipit peroksidasyona duyarliligina baghdir ve bu da biiyiik
Olclide PUFA seviyelerine baghdir. Diisiik PUFA seviyeleri kanser
hiicrelerinde oldugu gibi oksidatif stresse karsi artan bir direng
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saglayabilir. Ancak ndronlar gibi belirli hiicre tipleri, 4-HNE 06ncii
maddesi omega-6 yag asitlerinin yiiksek seviyelerini igeren PUFA
zengini membran bolgelere sahiptir. Redoks gegislerine katilan
metal iyonlarinin yogunlugu ve yogun oksijen tiiketimiyle
birlestiginde, beyin dokusu serbest radikallerin ve 4-HNE ile iligkili
dejeneratif bozukluklarin ana hedefi haline gelir (Perluigi, Coccia,
& Butterfield, 2012; Sultana, Perluigi, & Butterfield, 2013).

Alzheimer Hastalig:

Alzheimer Hastaligt (AD), beynin sinir dokusunun
parcalandig1 bir norodejeneratif durumdur ve bu durum zamanla
ogrenme, diisiinme ve hafizay azaltir (Finkel, 2000). Son ¢aligmalar,
oksidatif stresle olusan toksik aldehitler ile AD'nin olast nedenleri
arasindaki iligkiyi belirlemistir (Hayashi & ark., 2007; Gonfloni &
ark., 2012). 4-HNE'nin norotoksik oldugu bulunmus, ¢iinkii yiiksek
4-HNE seviyeleri AD hastalarinin beyin dokularinda ve ventrikiiler
stvisinda  rapor edilmis ve artmig ndronal apoptozis ile
iliskilendirilmistir (Markesbery ve Lovell, 1998; Ando & ark.,
1998). Ayrica, beta-amiloid ve 4-HNE arasinda pozitif iliski oldugu
ve degisikliklerinin amiloid birikimlerine baglh toksisiteye katkida
bulunabilecegi bulunmustur (Jomova & ark., 2010). 4-HNE
histidin'e kars1 antikorlarin nérofibriller demetler ve yash plaklarin
beta-amiloid ¢ekirdegiyle tepkili oldugu saptanmistir (Shibata &
ark., 2001). 10 uM'den az konsantrasyonlarda 4-HNE'nin Na+/K+-
ATPaz aktivitesini bozdugu, glikoz tastyicis1 GLUT3'lin kovalent
modifikasyonunu bozarak glikoz tasimasini engelledigi, noronal
savunmasizligin arttifi, ekzitotoksisiteye yol actigt ve AD
hastalarinin néron ve sinaptosomlarinda mitokondriyal fonksiyonu
bozdugu gosterilmistir (Lu & ark., 2001; Mattson & Chan, 2003).
Ayrica, 4-HNE'nin dogrudan GTP baglayict protein Gqll'e
baglanarak kortikal noéron Kkiiltiirlerinde muskarinik kolinerjik
reseptorlerin Gqll'e baglanmasini bozdugu gosterilmistir ve bu
durum AD ile 6nemli bir iligkiye sahiptir (Kelly & ark., 2005).
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Parkinson Hastahg:

Parkinson hastaligi (PD), en yaygin olarak bradikinezi ve
dinlenme tremorlar1 belirtileriyle bilinir ve ikinci en yaygin
norodejeneratif hastaliktir. PD, beyindeki putamen ve substantia
nigra bolgesinde bulunan Lewy cisimlerinin hastaligin histolojik
belirtecleri olarak ortaya c¢ikmasiyla kendini gosterir. Lewy
cisimlerinin 6nemli bir bileseni mitokondriyal ve sinaptik vezikiil
olusumuyla iliskili protein olan a-siniikleindir (o-sin). a-sin‘in
oksidasyonu ve nitratlanmasi, 4-HNE’nin olusum kapasitesini
etkiledigi gosterilmistir (Xiang & ark., 2013). ROS tarafindan
olusturulan oksidatif modifikasyonlar da otofajik mekanizmay1
bozarak o-sin yikimini azaltir (Martinez-Vicente & ark., 2008).
Buna ek olarak lipid peroksidasyonuda a-sin tlirevlerinin ortaya
cikmasina yol agar. 4-HNE-a-sin, biiyiik 6l¢iide oligomerlesme
potansiyeline sahiptir. Bu nedenle bu kompleksin agregasyonu
tetikledigi diisiniilmektedir (Xiang & ark., 2013). Bu siirecin
patolojik ilerlemesindeki rolii, Lewy cisimlerinin 4-HNE ile pozitif
boyandiginin gosterilmesiyle giiclendirilmistir (Zarkovic K. 2003).
Dogrudan a-sin iligkisinin yani1 sira, 4-HNE'nin dopamin tasimasiyla
da iligkili oldugu bulunmustur. Dopamin tasiyiciya baglanma ve
dopamin alimini inhibe etme, dopamin bagimli ve dopamin
salgilayan noronlarin kaybina katkida bulunur (Morel & ark., 1998).
Bu da PD'nin ilerlemesine yol agar.
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BOLUM II1I

Polifenollerin Anti-Kanser Etkisi

Dilek Nur BESTIL!
Hamdi UYSAL?

Giris

Kanser, 6nde gelen 6liim nedenleri arasinda yer almaktadir.
Kanser, somatik hiicre mutasyonu ve anormal hiicre biiyiimesi ile
karakterize bir hastalik grubudur. Neoplastik hiicreler, metastaz
yapma ve viicuttaki diger dokular istila etme potansiyeline sahiptir.
Kanser olusumuna ve kansere bagl 6liimlere neden olan yagsam tarzi
faktorleri arasinda; sagliksiz beslenme, obezite (%30-35),
enfeksiyonlar (%15-20), radyasyon (%10) ve fiziksel aktivite
eksikligi yer almaktadir (Anand & ark., 2008).

1 Doktora C)grencisi, Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisi Veterinerlik
Biyokimyast, dileknurbbestil@gmail.com

2 Prof. Dr., Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dals,
huysal@pveterinary.ankara.edu.tr
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Kanser olusumu, normal bir hiicrenin koéti huylu bir
neoplastik hiicreye doniismesiyle sonuglanan hiicresel ve molekiiler
olaylart igeren ¢oklu asamadan olusan bir siiregtir. Kanser
olusumunun erken olaylari, normal bir hiicrenin neoplastik duruma
transferinin molekiiler, hiicresel ve patolojik ozelliklerine dayali
olarak iyi tanimlanmis ii¢ asamaya ayrilmakta ve bu ili¢ asama
baslangig, gelisim ve ilerleme asamalari olarak tanimlanmaktadir.
Baslangi¢, doniisiim siirecinin ilk adimidir ve normal bir hiicre
genomik DNA mutasyonunu siirdiirdiigiinde gergeklesmektedir.
Baslangigta bir hiicrenin olusumu, fiziksel kanserojenlerin (UV 15181
ve radyasyon) yani sira kimyasal kanserojenlerin genomik DNA ile
etkilesimi yoluyla meydana gelebilmektedir. Ek olarak, hasarli
DNA'nin yanlis onarimi yoluyla kendiliginden olusan mutasyonlar
da kanser olusturma potansiyeli tagiyan hiicreler iiretebilmektedir.
Oksidatif stres (OS) ve ortaya c¢ikan onarilmamis DNA, spontan
mutasyonlarin ana kaynagi gibi gorlinmektedir. Baslangic
evresindeki hiicrelerin olusumunun ardindan, fizyolojik endojen
faktorlerin yani sira kimyasallara maruz kalma, tiimoriin ilerlemesi
siireci yoluyla hiicrenin se¢ici klonal biliylimesine neden olmaktadir
(Klaunig,2018).

Gelisim asamasi, DNA hasar1 igermeyen epigenetik bir
stiregtir. Gelisim asamasinin ayirt edici 6zelligi, hiicre boliinmesi
yoluyla preneoplastik hiicre sayilarinda artisa veya hiicre 6liimiinde
(apoptoz) azalmaya neden olan gen ifadesinin modifikasyonudur.
Kanserin baglamas1 ve ilerlemesi, yalnizca edinilmis genetik
degisiklikler tarafindan degil, ayn1 zamanda gen ekspresyonunun
epigenetik modifikasyonlari tarafindan da yonlendirilmektedir (Choi
& ark.,2013). Coklu hiicre boliinmesini takiben, bazi preneoplastik
hiicrelerdeki ek genomik degisiklikler, iyi huylu veya kotii huylu
neoplazmalarin olugmasina neden olmakta ve bu son asama, ilerleme
asamasi olarak adlandirilmaktadir (Klaunig,2018).

Kanser tedavisinde kullanilan c¢esitli kemoterapotik ajan
vardir. Bunlar; platin bilesikleri, sisplatin, oksaliplatin ve
karboplatin gibi ilaglardir. Taksanlar (paklitaksel, docetaxel,
cabacitaxel ve nab-paclitaxel), gesitli tiimorleri tedavi etmek igin
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kullanilan antimikrotiibiil ajanlardir. Vinkristin, vinka alkaloidleri
arasinda en norotoksik olanmidir. Bortezomib, carfilzomib ve
ixazomib, lenfoid tiimorlerin ve multipl miyelomun tedavisinde
kullanilan ve periferik noropati ile iligkili olan proteozom
inhibitorleridir (Milkovic & ark., 2014). Cogu kemoterapdotik ajan,
noronal mitokondrilerde hasar olusturarak Reaktif Oksijen Tiirleri
(ROS) artisina bagli olarak oksidatif stresi arttirmaktadir. ROS
iiretimindeki patolojik artis, enzim, protein ve lipid molekiilleri gibi
hiicre i¢i biyomolekiillerde hasara neden olabilir, bu da
demiyelinizasyona ve periferik sinirlerin hiicre iskeletinin
bozulmasina neden olmakta ve ayrica sinyal iletim siireclerini
hassaslastirmaktadir. ROS, apoptotik yollar1 aktive ederek
proinflamatuar mediatorleri ylikseltmektedir. Bu siiregler, ROS
iretimini ve oksidatif stresin patolojik siireglerini artirarak
mitokondride daha fazla hasara neden olabilmektedir (Starobova &
ark.,2017).

Normal ve kanser hiicrelerinin farkli redoks durumu, bu
parametrenin redoks sinyalinin diizenlenmesine dayali yeni umut
verici terapotik stratejilerin  tasarimi i¢in kullanilmasina izin
vermekte ve geleneksel terapotik strateji, ROS olusumunu artiran ve
kanser hiicrelerinde apoptotik hasara neden olan ilaglara
dayanmaktadir. Ancak bu terapdtik yaklasimin normal dokularda
cesitli toksik yan etkilerin gelismesi gibi ciddi bir dezavantaji vardir
(Jelic & ark.,2021). Kemorezistans mekanizmasi tam olarak
bilinmemekte ancak kanser hiicrelerinde artan Glutatyon (GSH)
seviyelerinin neden oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle, indirgenmis
glutatyonun elektrofilik konjugasyonunu katalize eden enzimler
olan glutatyon S-transferazlarin (GST) ve ayrica akis pompalarinin
asir1  ekspresyonu, c¢esitli anti-kanser ilaglarin reaktivitesini
azaltabilir (Reuter & ark.,2010).

Akdeniz diyeti ile beslenmenin kanseri Onleyici etkisi
bulunmaktadir. Diyetin yararli etkileri, hem hayvan modellerinde
hem de insanlarda antitimor aktiviteleri olan polifenoller ile
iliskilendirilebilir. Son birka¢ yilda dogal polifenollere artan ilgi, bu
bilesiklerin kimyasal ve biyolojik fonksiyonlar1 ve insan- hayvan
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saghigi tizerindeki yararli etkileri agisindan anlasilmasina katkida
bulunmustur (Mileo & ark.,2016). Flavonoidler, farli kimyasal
gruplara sahip fenolik yapili bir grup dogal bilesikler olmakla
birlikte sadece bitkilerde sentezlenmektedir. Flavonoidlerin
biyolojik/farmakolojik aktivitesi ilk olarak 1936'da ortaya ¢ikmuistir.
Askorbik asidin, normal damar gecgirgenligini geri kazandiran Macar
kirmizi biberi veya limon suyu ozleri ile birlikte kullaniimadigi
siirece purpura tedavisinde etkili olmadigr gosterilmistir.
Arastirmacilar ekstreleri pargalara ayirmis ve aktif molekiili
vaskiiler gegirgenlik tizerindeki etkisinden dolay1 P maddesi olarak
tanimlamiglardir. Daha sonra P maddesine sitrin ad1 verilmis ve bir
flavonoid olan hesperidinin ana bileseni oldugu gdsterilmistir
(Cataneo & ark., 2021).

Temel flavonoid kaynaklari sebze ve meyvelerin cesitli
boliimlerinde, kakao tozu, siyah-yesil ¢ay ve kirmizi sarapta bol
miktarda bulunmaktadir. Polifenoller, dejeneratif hastaliklar,
bulasici, kardiyovaskiiler, kanser ve diger yasa bagl hastaliklarda
antitiimor, antibakteriyel, kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesi,
antiinflamatuar ve antiviral aktiviteler gibi etkileyici biyokimyasal
aktivitelere sahip oldugu bilinmektedir (Bestil & Uysal, 2023).

Polifenollerin Simiflandirilmasi ve Kimyasal Yapisi

Meyve ve sebzelerde antioksidan, antiinflamatuar, anti-
kanserojen, antiviral ve antialerjik 0Ozelliklere sahip binlerce
fitokimyasal bulunmakta; bunlar karotenoidler, vitaminler,
alkaloidler, azot iceren, organosiilfiirik ve fenolik bilesikler olarak
smiflandirilmaktadir (Bhosale & ark., 2020). Flavonoidlerin
kimyasal 6zelligi, hidroksilasyon derecesine, yapisal siniflarina,
konjugasyonlarima ve polimerizasyon derecesine bagli olarak
degiskenlik gosterir. Yapisindan kaynaklanan bu degisiklikler
faaliyetlerini de etkilemektedir. Flavonoidlerde yer alan fonksiyonel
hidroksil gruplari, serbest radikaller veya metal iyonlarini
selatlayarak antioksidan etkinligini gosterir. Metallerin selasyonu,
hedef biyomolekiillere zarar veren radikal olusumunun
onlenmesinde 6nemlidir (Kumar & ark., 2013; Dalia & ark., 2020).
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Baglayici zincir doymamishgi ve oksidasyon derecesine
gore flavonoidler Sekil-1’de goriildiigii lizere 6 ana grupta incelenir.
Bunlar: izoflavonoidler, flavanonlar, flavanoller, flavonoller,
flavonlar ve antosiyanidinlerdir. Kimyasal olarak flavonoidler, bir
heterosiklik piran halkasi (C) bulundurur ve bagl iki aromatik halka
(A ve B) yapisini igeren, 15 karbonlu bir fenilpropanoid zincirli (C6-
C3-C6) temel flavan iskeletine sahiptir (Bestil & Uysal, 2023).

Flavonoidlerin  ¢Ozlniirliigii  terapotik  etkinligi  ve
biyoyararlanimi i¢in dnemlidir ve diisiikk ¢oziiniirliigiinden dolay1
tibbi  uygulamalarda  sorun  olusturmaktadir.  Flavonoid
aglikonlarinin sudaki diisiik ¢oziiniirliigii, bagirsakta emilimi ve
kalma siiresinden dolay1 diisiik emilimi ile birlestiginde, insan ve
hayvanlarin flavonoid tiiketiminden kaynaklanan akut toksik
etkilere maruz kalmasima izin vermez. Diisiik ¢oziintirliiglinden
dolay1 etkinligini artirmak i¢in hidroksietilrutozitler ve inositol-2
fosfat kersetin gibi yari sentetik suda ¢Oziiniir flavonoidlerin
gelistirilmesi ile, g¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir
(Dias & ark., 2022).

DAIDZEIN HESPERETIN

@ @ -
e @ EPIGALLOKATESIN

APIGENIN

SEKIL-1: Flavonoidlerin Stmflandirilmasi (Bestil & Uysal, 2023).
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Flavonoidlerde C2'de veya izoflavonoidlerde C3'te bir B
halkasina bir kroman halkasi (A ve C) eklenir . Ana izoflavonoidler
genistein ve daidzeindir. Doymus, oksitlenmis bir C halkasi, di-
hidroflavonlar olarak da tanimlanan flavanonlarda bulunur. Ana
flavanonlar hesperetin ve naringenindir. C3'te bir hidroksil grubuna
sahip doymus, oksitlenmemis bir C halkasi, yesil ¢ay katesinleri
olarak da bilinen flavanoller i¢in yaygmdir. En yaygin katesin
stereoizomerleri molekiildeki C2 ve C3 pozisyonuna gore cis ((-)-
epikatesin) veya trans ((+)-katesindir. Flavanoller, galat gruplariyla
esterlesme sirasinda gallik asit konjugatlar1 epikatesin gallat,
epigallokatesin ve epigallokatesin gallat olusturabilir. Flavonoller,
C2-C3 pozisyonunda genellikle hidroksillenmis olan doymamis bir
C halkasmna sahip olup, C3 ve C4'te oksitlenmektedir. Ana
flavonoller kuersetin, kaempferol ve mirisetindir. Isorhamnetin,
fisetin ve galangin daha az miktarda bulunmaktadir. Flavonollerdeki
—OH grubu biyolojik aktivitelerinden sorumludur. Flavonlarda C2—
C3'te doymamis bir C halkasi, hidroksillenmemis C3 ve C4
pozisyonunda bir ketonik grup bulunmaktadir. Ana flavonlar
arasinda apigenin, luteolin, tangeritin, chrysin yer alir.
Antosiyanidinler suda ¢Ozilinlir, oksitlenmemis, doymamis
flavonoidler olup esas olarak pH'a bagli bitki pigmentleri olarak
bulunmaktadirlar. Antosiyanidinler, 2-fenil-benzopirilyum
kromofor-flavilyum iyonunun temel yapisina dayanmaktadir.
Molekiiliin B halkasinda C3 konumunda ve 3, 4 ve 5 numarali
karbon atomlarinda hidroksillenirler ve ana antosiyanidinler
arasinda siyanidin, delphinidin, pelargonidin, peonidin, petunidin ve
malvidin bulunmaktadir (Kopustinskiene & ark., 2020; Chairez-
Ramirez & ark., 2021).

Anti-Kanser Ajan Olarak Polifenoller

Hiicresel, molekiiler deney sistemlerinin ve
transgenik/nakavt fare modellerinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte,
polifenollerin eyleminde yer alan mekanizmalarin anlasiimasinda
onemli ilerlemeler saglanmistir. Dogal polifenollerin yararl etkileri,
endojen olarak iiretilen radyasyon ve ksenobiyotiklerce serbest
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radikallerin temizlenmesinden kaynaklanmaktadir. Polifenoller ayni
zamanda, reaktif oksijen tiirleri aracili hiicresel DNA kirilmasini ve
hiicre 6liimiinii baglatmak i¢in prooksidanlar gibi davranmaktadir.
Polifenollerin kanser tedavisindeki yararl etkileri, gen ekspresyonu
aktivasyonuna veya susturulmasina yol agan tiimorijenezde yer alan
epigenetik mekanizmalar tersine c¢evrilebilir bir sekilde modiile
etme yetenekleriyle baglantilidir. Birgok polifenoliin niikleer faktor
kappa B (NF-«kB) ekspresyonunu ve kromatinin yeniden modelledigi
gorilmiistir (Mileo &ark., 2016).

Polifenoller, elektron verme yetenekleri ile prooksidatif
etkilidir. Ornegin, salisilik asit ve antosiyanidinler, tiimdr hiicresi
koruyucu katalazin1 ve bdylece reaktif apoptozu indiikleyen timor
hiicrelerinin  hiicreler arast ROS sinyalini ve apoptozun
mitokondriyal yolunu etkisiz hale getirmektedir (Obrador & ark.,
2019). Karsinojenez ve kanser tedavilerinde yer alan oksidatif
stresin ¢esitli mekanizmalar1 hakkinda ¢ok fazla ¢alisma olmasina
ragmen, mevcut anlayis hala kanseri yenmek i¢in yeterli degildir.
Ornegin, ROS'un kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi1 uyardigi ve
adaptif yanitlarin artirarak onlar1 koruyabildigi, boylece kanserin
ilerlemesine ve hatta metastatik hastaliga yol actig1 bilinmektedir
(Milkovic & ark., 2014).

Oksidatif Stresi ve Tiimor Mikrogevresini (TME) Modiile
Ettigi Bilinen Bitki Tiirevli ilaclar

Kanser hiicrelerinde ROS seviyesini yiikselten baska bir ajan
ile birlikte yapilan kombinasyonlu kemoterapinin kullanilmasi umut
vadeden bir terapotik yaklasimdir. Ayrica, metastatik kanserlerde
TME'yi hedefleyen tibbi stratejiler, stromal bagisiklik hiicrelerinin
kanser hiicrelerine karsi sagladigi koruyucu etkiyi azaltmayi ve
kanser hiicrelerinin duyarliligini artirmay1 amaglamaktadir. Klinik
denemelerde Olgiilen OS ve TME'yi modiile ederek anti-kanser
aktiviteleri acisindan yogun bir sekilde calisilan cesitli bitki
bilesikleri veya bitki 6zleri 6zetlenmistir (Cheng & ark., 2016).
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Kurkumin

Zerdegalin yapisinda bulunmaktadir. ROS ve OS'nin,
digerlerinin yam sira, ¢oklu hiicre sinyal proteinleri ile etkilesime
girerek veya proapoptotik molekiilleri veya TME ile ilgili diger
molekiilleri modiile ederek, kutanéz T-hiicreli lenfomalar, multipl
miyelom gibi farkli kanser tiirlerini inhibe ettigi bulunmustur (James
& ark., 2015). HT-29 (insan kolon kanseri hiicre hatti) hiicrelerinde
mitokondriyal hiicre o6lim yoluyla proliferasyonu baskilayip
apoptozu indiiklemistir. Kurkumin, Bcl-xL/Bad, Bcl-2/Bax
oranlarini azaltirken, caspase-3 aktivasyonu ile Onciiliik ettigi
gozlenmistir (Bhosale & ark., 2020).

Paklitaksel (Taksol)

Taxus brevifolia'dan (pasifik porsugu) izole edilen bir
diterpen ester olan paklitaksel, ¢esitli tiimor tedavileri igin bir anti-
kanser ilaci olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Paklitaksel
sitotoksisitesi ve kanser hiicrelerinde mikrotubulin stabilizasyonuna
neden olan antitimor aktivitesi ile bilinir. Paklitaksel, insan meme
kanseri hiicrelerinde, hidrojen peroksit, siiperoksit, oksidatif DNA
eklentileri ve G2/M tutuklamasini 6nemli Ol¢lide indiikleyebilir.
Doksorubisin ile kombinasyon halinde paklitakselin yar1 sentetik bir
analogu olan paklitaksel veya docetaxel (Taxotere) ile tedavinin,
siiperoksit dismutaz aktivitesini ve tiyobarbitiirik asit reaktif
maddelerini (TBARS) artirarak sican karacigerinde OS'min 6nemli
oOlglide uyarilmasina neden olabilecegini gostermistir (Peng & ark.,
2015; Wen & ark., 2016).

Piperine ve tiirevleri

Piperin yaygin olarak kullanilan baharatlar olan karabiber ve
pul biberde bulunur ve bu tiir baharatlara keskinlik veren bilesiktir.
Piperine, ROS tabanli bir mekanizma yoluyla akciger kanseri, meme
kanseri, prostat kanseri ve kolon kanseri dahil olmak {izere ¢esitli
kanserlerde anti kanser aktiviteleri i¢in incelenmistir. Piperine, insan
rektal kanser hiicrelerinde ROS'a bagli hiicre 6liimiinii saglamstir.

--69--



Piperlongumin ile tedavi edilen insan pankreas kanseri hiicrelerinde
OS ile iliskili sinyallesme, endoplazmik retikulum (ER) stresi ve
katlanmamis protein tepkisindeki diizensiz yollarin zenginlestigini
transkriptomik analizle gostermistir. OS destekleyici bir ajan olarak
piperinin, fare kolon kanseri hiicrelerinde ve melanom hiicrelerinde
ROS iiretimindeki artisa neden olmustur (Lopus & ark., 2015).

Okse otu ozii

Yaygin olarak Okse otu olarak bilinen Viscum album L.,
Avrupa ve Asya'da tamimlanan mese ve diger agaglarda yetisen yari
asalak bir bitkidir. Okse otu, Avrupa'da kanser, iltihaplanma ve
AIDS dahil olmak tizere ¢esitli insan hastaliklarini tedavi etmek i¢in
bitkisel bir ilag olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Bar-Sela
& ark., 2013). Ayrica, 6kse otu ekstresi ile muamele edilmis 16semi
hiicrelerinde hiicresel antioksidan glutatyonun azalmasi ve ER
stresinin indiiklenmesi goriilmiis ve bu yilizden, ekstrakt etkisinin
kanser hiicrelerinde redoks sinyalini uyardigi diisiiniilmektedir.
Siklohekzamid, doksorubisin, paklitaksel ve sisplatin dahil olmak
iizere yaygin olarak kullanilan kemoterapilerle kombinasyon halinde
Okse otu 06zii, c¢esitli kanser hiicresi Oliimiinii indiiklemede tedavi
etkinligini artirabilir (Srdic-Rajic & ark., 2016).

Antioksidanlar ve Simirh Kullanimi

Flavonoidlerin biyoyararlanimi siniflarina gore degiskenlik
gostermektedir ancak genel olarak ¢ok diisiiktlir. Ayrica, diyetteki
diger dogal bilesenlerle etkilesimleri, etkinliklerini sinirlandirir.
Belirli biyolojik hedeflere yonelik olarak tasarlanmig birkag
polifenoliin  diger dogal ajanlarla kombinasyonlarinin, bu
karisimlarin bilesenlerinin metabolik etkilerini kontrol edilebilir ve
tekrarlanabilir bir sekilde genisletmeye yonelik olarak kullanilmasi
onemlidir (Bhosale & ark.,, 2020; Bestil & ark., 2023).
Antioksidanlarin uygunsuz kullanimi zararli olabilir ¢linki
antioksidan kullanimi tiim hiicresel ROS'un tamamen ortadan
kaldirilmasina yol agabilir. Ote yandan, asir1 ROS {iretimi hiicre
hasarina, yaslanmaya ve cesitli hastaliklara yol agar. (Borrelli,

--70--



2018). Bu biyobelirteglerin korelasyon seviyelerine ve hastaligin
ilerlemesine odaklanan daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir (Jelic &
ark., 2021).

Antioksidanlarin rolii ile ilgili iki ¢eliskili goriis vardir.
Birincisi, antioksidanlarin radyoterapi ve kemoterapinin etkinligini
azaltabilecegini disiinlirken, ikincisi ise antioksidanlarin malign
hiicrelerin biiyiimesini 6nleyebilecegini ve hastalari tedavinin toksik
yan etkilerinden Kkoruyabilecegini savunuyor. Bu nedenlerle
antioksidanlarin kanser tedavisinde kullanilip kullanilmamasi
gerektigi konusunda basit bir cevap yoktur (Milkovic & ark., 2014).
Spesifik fitobilesigin aracilik ettigi anti-kanser aktivitesinde yer alan
spesifik ROS tiirii analiz edilmeli ve gelecekteki ilag gelistirme ve
uygulamasina yardimci olabilecek fitobilesigin, ilag etkinliginin
daha derinlemesine mekanizmalarini ve etkisini saglamak icin
acikliga  kavusturulmalidir.  Antitimér immiin  tepkilerini
desteklemek ve kanser hiicrelerinde ve bunlarla iligkili mikrogevrede
belirli bir OS seviyesini korumak i¢in kritik yollarin belirlenmesi
terapotik etkinligi ve sonuglari iyilestirebilir. Uzun vadeli hastanin
refahini etkileyebilir (Cheng & ark., 2016).

Sonug¢

Tibbi bitkilerin yapisinda bulunan flavonoidler, fenolik
maddeler ve alkaloitler antioksidan ve serbest radikal temizleme
yeteneklerinin yani sira antiinflamatuar, antiviral ve anti-kanser
ozelliklere sahip olmalarindan dolay1 insan saglig1 iizerinde olumlu
etkileri bulunmaktadir. Ancak, bu bulgular dogal iiriinlerin hastalik
riskini azaltma veya yasam kalitesini artirma potansiyeline isaret
etse de, ilaglarin yerini almaz. Alternatif ve tamamlayici tibbin kabul
edilmesiyle, gelecekte geleneksel ve modern tibbin birlestirilmesi
onem kazanmaktadir. Geleneksel tibbin degerleri, son teknoloji
biyomedikal arastirmalarla molekiiler diizeyde degerlendirilmelidir.
Dogal iiriinlerin bilimsel temellere dayanmayan kullanimi, kisinin
risk altinda olabilecegi etkilesimler ve bagka bir tedavi ile etkilesime
girdiginde ciddi etkilerle sonuc¢lanabilir. Kanser giiniimiizde insan ve
hayvan saghgm etkileyerek canliligin  refah  seviyesini
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diistirmektedir. Bu sebepten dolayr en ¢ok arastirma yapilan
hastaliklardan bir tanesidir. Uygulanan ¢esitli kemoterapilerin yan
etkileri ve  kemoresistanstan dolay1 kanser hastalariin refah
seviyelerini en iist diizeye ¢ikartacak yeni tedavisel yaklasimlari,
etkili ajan, kisiye Ozel tedavi yaklasimini bilimsel caligmalar
zorunlu kilmustir.

Oksidatif stres sirasinda olugan reaktif oksijen tiirleri ve lipid
peroksidasyon {irtinleri sadece sitotoksik degil, ayn1 zamanda stres
altindaki bireylere benzer sekilde davranan hiicrelerde sinyal
iletimini modiile edebilir. Buna gore, pro-oksidanlar ve
antioksidanlar, spesifik hiicresel redoks sinyalinin degistiricileri
olarak diisiiniilebilir. Bu nedenle, saglikli kisilerde ve Ozellikle
kanser hastalarinda tedavi sirasinda antioksidan takviyelerinin
potansiyel faydalarinin degerlendirilmesine ihtiyag¢ vardir.
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BOLUM IV

Inflamasyon ve Kanser

Recep BOZKURT!
Gorkem KISMALI?

Giris

Inflamasyonun karsinogenezde énemli bir rol oynadigi kabul
edilmektedir. Aslinda bu iliski, Virchow'un tiimér dokularinda
l16kositler oldugunu buldugu ve tiimor ile inflamasyon arasinda
potansiyel bir iliski onerdigi 19. ylizyildan beri arastirilmaktadir.
Kanser vakalarmin yaklasik dortte biri enfeksiyon ve kronik
inflamasyona bagli olabilir. Bununla birlikte, yillar igerisinde
yapilan epidemiyolojik ¢alismalar, kronik inflamatuar hastaliklarin
siklikla artmis kanser riski ile iliskili oldugunu desteklemektedir.
Inflamasyon ve kanserler arasindaki iliskiyi bulamay1 amaglayan bir
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arastirmada inflamatuar hiicreler tarafindan fretilen nitrojen
tirlerinin ve reaktif oksijenin mutajenik saldirilara neden olup
olmayacaginin ve timor baslangiciyla sonuclanip
sonu¢lanamayacaginin  belirlenmesine yol ac¢ti.  Giliniimiizde
inflamasyondan kanser gelisiminin, inflamatuar hiicrelerin yani sira
sitokinler, kemokinler ve enzimler de dahil olmak tizere, hep birlikte
inflamatuar bir mikro ortam olusturan ¢esitli aracilar tarafindan
yonlendirilen bir siire¢ olabilecegi anlagilmistir. Bu konak tepkisi
timorleri baskilayabilse de ¢oklu sinyal yolu ile kanser gelisimine
de sebep olabilir (Grivennikov & ark., 2010; Murata, 2018).

inflamasyon

Inflamasyon viicuda girmis patojenlere karsi savunma
olusturan, onartm mekanizmalarin1 uyaran ve daha fazla doku
hasarin1 sinirlandiran hizli bir savunma mekanizmasi olarak hizmet
eden bir yamttir. Inflamasyon sistemi, patojenleri veya travmalar
tespit ederek hiicresel yaniti tetikler ve kimyasal habercilere
sinyaller génderir (Chen & ark., 2018; Munn, 2017). inflamasyon bu
sebeple saglik i¢in hayati 6nem tasiyan bir savunma mekanizmasidir
(Nathan & Ding, 2010).

Inflamasyon akut ve kronik olmak iizere ikiye ayrilir:

1. Akut Inflamasyon: Travma, mikrobiyal istila veya zararli
bilesenlere bagl doku hasar1 akut inflamasyonu tetikleyebilir. Hizli
bir sekilde baslar ve kisa siirede siddetlenir. Semptomlar birkag giin
devam eder. Subakut inflamasyon akut ve kronik inflamasyon
arasindaki donemdir ve 2 ila 6 hafta siirebilir.

2. Kronik Inflamasyon: Kronik inflamasyon birkag ay veya
yillarca stirebilen, yavas bir sekilde gelisen inflamasyon ¢esididir.
Genellikle kronik inflamasyonun etkileri, viicudun hasar1 onarma-
iistesinden gelme yetenegine ve yaralanmanin nedenine gore degisir
(Pahwa & ark., 2021).
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Tarihgesi

Inflamasyon mekanizmasinin kesfi ve anlasilmasi, eski
Misirlilara ve Yunanlilara kadar dayanmaktadir. Inflamasyonun ilk
tanimini, dort temel inflamatuar belirti (kizariklik, sislik, sicaklik ve
agr) lizerinde caligmalar yapan Aulus Cornelius Celsus yapmustir.
MS 2. yiizyilda Romal1 bir cerrah olan Galen inflamatuari, yarali
dokularda iyilesme siirecinin olumlu bir etkeni olarak tanimlamistir.
Baz1 arastirmacilar islev kaybini inflamasyonun besinci belirtisi
oldugunu 6ne siirmiistiir (Kotaczkowska, 2007; Korniluk & ark.,
2017). Bununla birlikte ¢ogu bilim insanina gore fonksiyon kaybi
1871°de Virchow tarafindan tanimlanmistir (Kotaczkowska, 2007).
Zaman igerisinde bilim insanlar1 inflamasyonun mekanizmasini
daha iyi anlamak i¢in deneysel ¢alismalara basladilar. Mikroskobun
icadi bu deneysel g¢aligmalar i¢in bir doniim noktast olmustur.
Mikroskop  dokulardaki  mikro  dolasim  degisikliklerini
gbzlemlemeyi miimkiin kiliyordu (Scott & ark., 2004). Ilerleyen
zamanlarda inflamasyona yonelik yeni gelismeler saglandi. Ornegin,
Gaubius 1794 yilinda kanin pihtilasma egilimini kesfetti ve
anjiyogenezi tanmimladi. 1824’te Dutrochet, lokositlerin kan
icerisinde go¢ etme yetenegini kesfetti ve 15 yil sonra Weyner
16kositlerin endotel iizerinde yuvarlanma siirecini tanimladi
(Granger & Senchenkova, 2010; Grant, 1973). 18. yiizyilda
Virchow, tiim bu arastirmalar1 inflamasyon ¢ergevesinde topladi ve
Galen’in aksine inflamatuar durumu, hasarli kan damarlarina asir
hiicre gociiniin ve c¢ogalmasina iliskin patolojik bir durumdan
kaynaklandigim agikladi (Korniluk & ark., 2017). Inflamatuar bir
tepkiyi hiicresel agidan gozlemleyen ilk kisi Virchow’dur. Ayrica
l6kositlerin inflamasyona dahil oldugunu vurgulamistir. Fakat bu
hiicrelerin enfeksiyona ve doku hasarina neden olduguna iliskin
hatali bir sonuca vardi. Virchow’un 06grencisi olan Cohnheim
(1867), kan damarlarmin artan gozenekliliginin ekstravaskiiler
bosluga sivi kacist ile iligkili oldugunu 6ne siirdii. Mikroskobik
olarak inflamatuar bir durum sirasinda ortaya ¢ikan olaylar
tanimlayan ilk kisi Cohngeim’dir. Ancak 6gretmeni gibi 16kositlerin
inflamasyondaki fonksiyonlarin1 yanls tanimlamistir (Ley, 2001).
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Rus bilim insan1 Miecznikow bu teorileri ¢iirlitmiistiir. Ona gore
hiicrelerin enfekte bolgeye gocline, fagozitoza ve patojenlerin zarar
gormesine neden olan seyin viicuda girmis olan patojenlerdir.
Sonraki yillarda inflamatuar hiicrelerin rolii agiklanirken, Rocha e
Silva tarafindan yapilan bir calismada inflamatuar yanitta “kimyasal
mediatdrlerin” etkisinin oldugu gosterildi (Kotaczkowska, 2007).

Son yillarda doku hasarinin konagin bagisiklik sistemini
baglatan, hasar veren bir ajam1 ortadan kaldirabilen ve dokulari
onarabilen sinyalleri aktive ettigi bilinmektedir (Grivennikov & ark.,
2010). Patojenlerin saldiris1 inflamasyon bdlgesine; inflamatuar
hiicreleri, makrofajlari, sitokinleri (TNF-a, IL-1b, IL-6 gibi) ve
proinflamatuar kemokinleri (IL-8, MCP-1, MIP-1a) iireten mast
hiicrelerini ¢gekmektedir (Dmitrieva & ark., 2016).

19. ylizyllda Rudolf Virchow tarafindan tliimorlerde
gozlemlenen lo6kositlerin  varliginin, inflamasyon ve kanser
arasindaki olast baglantinin ilk bulgusudur. Ayrica Virchow
kanserin kokeninin kronik inflamasyon bolgelerinde oldugunu
varsaydi. Yine de inflamasyonun tiimor olusumundaki kritik rol
oynadigina dair net kanitlar son on yilda elde edildi ve altta yatan
bazi molekiiler mekanizmalar aydinlatildi (Grivennikov & ark.,
2010; Karin, 2006).

inflamasyonun Olusumu

Inflamasyonun kanser olusumundaki roliinii anlamak igin
inflamasyon siirecinin nasil olustugunu anlamak Onemlidir
(Coussens & Werb, 2002). Inflamasyon mikrobiyal patojen
enfeksiyonundan, kimyasal tahris veya yaralanmadan kaynaklanan
doku hasarina yanit olarak verilen fizyolojik bir siiregtir (Tablo 1’de)
(Abdel-Maksoud & ark., 2018; Lu & ark., 2006). Genellikle akut
inflamatuar tepkiler sirasinda hiicresel ve molekiiler gelisen olaylar
enfeksiyonu veya yaralanmayr en aza indirmeye calisir. Bu
hafifletme siireci doku homeostazinin yenilenmesine ve akut
inflamasyonun iyilesmesine fayda saglar. Bununla birlikte kontrol
altina alinmayan akut inflamasyon kroniklesebilir ve ¢esitli kronik
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inflamatuar hastaliklarin olusumuna sebep olabilir (Zhou & ark.,
2016).

Tablo 1. Inflamasyonun Nedenleri

Enfeksiyoz Olmayan Enfeksiyoz Faktorler
Faktorler
Fiziksel: Yanik, donma, Bakteriler, virtsler ve
fiziksel yaralanma, yabanci Diger mikroorganizmalar
cisimler, travma, iyonlastirict
radyasyon

Kimyasal: Glikoz, yag asitleri,
toksinler, alkol, kimyasal tahris
edici maddeler (flortir, nikel
vb)

Biyolojik: Hasarli hiicreler

Psikolojik: Heyecan

Doku hasarina cevap olarak genis faktorlii bir kimyasal sinir
agi, etkilenen dokuyu iyilestirmek i¢in viicutta yanit baslatir (Sekil
1’de) (Coussens & Werb, 2002). Inflamasyon bélgesine ilk gog
edenler notrofillerdir (Castanheira & Kubes, 2019). Bu gogleri
makrofajlar ve mast hiicreleri tarafindan iiretilen molekiillerin etkisi
altinda olmaktadir (Nathan, 2002). Bir enfeksiyon veya doku hasari
sirasinda, patojenle iligkili molekiiler modeller veya hasarla iliskili
molekiiler modeller (DAMP) model tanima reseptdrleri tarafindan
algilanir. Bu sayede noétrofiller aktif hale getirilir. DAMP’1n yan sira
notrofiller {izerinde bulunan G-protein bagh reseptorlere
baglanabilen CXCL1 ve CXCL 2 gibi kemokinler de nétrofilleri
aktive edebilir (Castanheira & Kubes, 2019; Kolaczkowska &
Kubes, 2013). Notrofiller patojenlere karsi koymak i¢in fagositozun
ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), proteazlarin ve nétrofil hiicre dis1
tuzaklarinin  (NET) onemli rolii vardir (Carl Nathan, 2006).
Inflamasyon ilerledik¢e cesitli tipte 16kositler, lenfositler ve diger
inflamatuar hiicreler aktive edilir. Bunlara ilaveten ¢ok sayida
biiytime faktorii sitokin ve kemokin igeren bir sinyal ag1 vasitasiyla
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inflamasyonun oldugu bélgeye c¢ekilir (Coussens & Werb, 2002;
Carl Nathan, 2002).

Epitel hiicresi ve bazal membran Endotel hiicreleri ve klcal destek hiicreleri — . Plateletler ve Hbrin pilis:
= —~ (perisitler. diiz kas huicreleri) TN
Nétrofiller oo Lenfositler Mast hiicreleri / Eozinofiller / Bazofiller @ % Sitokinler / K.emokinler

@ Makrofaj / Monaosit ,#Hbmblasﬂar ve fibriller kollajenler @ Malignant epitel hilcreleri

Sekil 1. Invaziv Tiimér Biiyiimesine Karsi Yara lyilesmesi

Inflamasyonun Fizyopatolojisi

Akut inflamasyonda kan damarlarmin  genislemesi
(vazodilatasyon), kan akis hizinda artis, kilcal damarlarda
gecirgenligin artmasi ve notrofillerin kapiller duvardan enfekte
dokuya gogii (diapedez) goriilmektedir. Bu durum inflamasyonun
kroniklesmesine kadar devam eder (Pahwa & ark., 2021).
Inflamasyonun kroniklesmeye baslamasiyla, kisa dmiirleri bulunan
nétrofillerin yerini makrofajlar ve lenfositler almaya baslar (Brostjan
& Oehler, 2020; Pahwa & ark., 2021). Bu nedenle kronik
inflamasyonun ayirt edici Ozellikleri igerisinde: Makrofajlar,
lenfositler ve plazma hiicreleri gibi birincil inflamatuar hiicrelerin
ilgili doku bdlgesine sizmasi; inflamatuar sitokinlerin biiyiime
faktorleri ve enzimler iiretmesi, dolayisiyla doku hasarinin
ilerlemesi, fibrozis veya graniilom vb yapilarin olusumudur (Cutolo
& ark., 2019; Milenkovic, Stanton & ark., 2019; Needham & ark.,
2019; Pahwa & ark., 2021; Yousuf & ark., 2019).
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Makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi doku bagisiklik
hiicreleri IL-1 ve TNF-o gibi sitokinleri serbest birakir (Arango
Duque & Descoteaux, 2014; Pahwa & ark., 2021). Bu sitokinler
dolasimdaki 16kositlerin kemotaksisini ve diyapedezini uyaran
selektinleri ve integrinleri serbest birakmak i¢in inflamasyonun
bulundugu bolgedeki endotel hiicrelerini indiikler. Bunlara ilaveten
doku makrofajlar1 ve dendritik hiicreler antijenin fagositoz yoluyla
temizlenmesinde, sitokinlerin salinmasinda ve lenfositlere antijen
sunulmasinda gorev yapmaktadir (Pahwa & ark., 2021). Nétrofiller
inflamasyonun oldugu bolgeye geldiginde makrofajlar ve dentritik
hiicreler tarafindan salgilanan sitokinler ve kemokinler tarafindan
aktive edilirler (Diker, 2005). inflamasyon bélgesine ilk go¢ eden ve
akut fazda en baskin olan hiicreler nétrofillerdir (Brostjan & Oehler,
2020). Bu  hiicreler lizozim, matriks metaloproteinaz ve
miyeloperoksidaz agisindan zengin graniiller bulundururlar
(Faurschou & Borregaard, 2003). T lenfositleri ve B lenfositleri
iceren lenfositler, diger bir savunma hattidir. Bu hiicreler sitokinlerin
salgilanmasi, antikorlarin ve immun komplekslerin {iretimi dahil
olmak iizere inflamasyonda 6nemli rol oynar (Abbas & ark., 2019;
Pahwa & ark., 2021). Ayrica dolagim sisteminde bulunan
trombositler trombosit agregasyonu ve trombiis olusumu gibi
gorevler yaparak inflamasyonda rol oynar (Pahwa & ark., 2021).

inflamatuar Yanit Mekanizmalari

Inflamatuar yamt, doku hiicrelerinde ve kanda bulunan
inflamatuar hiicrelerin mediatér seviyelerini diizenleyen sinyal
yolaklarinin aktivasyonuyla olusur (Chen & ark., 2018; Lawrence,
2009). Inflamasyonun genel olarak mekanizmasi su sekilde
Ozetlenebilir: 1) Hiicre yiizey modeli reseptorleri zararli uyaranlari
tanir 2) Inflamatuar yollar aktive edilir 3) Inflamatuar hiicreler
gorevlerine baglar.

1. Model Tamima Reseptorii Aktivasyonu

Patojenle iliskili molekiiler modeller (PAMP) olarak bilinen
mikrobiyal yapilar model tanima reseptdrlerinin (PRR) aktivasyonu
--83--



yoluyla inflamatuar yanit1 baglatabilir (Brusselle & Bracke, 2014;
Gudkov & Komarova, 2016). Bazi PPR’lar ayrica tehlike ile iliskili
molekiiler modeller (DAMP’ler) olarak bilinir ve doku veya hiicre
hasar1 sirasinda aktive edilen cesitli endojen sinyalleri tanir.
DAMP’ler enfeksiydz olmayan bir inflamatuar yanit1 baglatabilen ve
stirdiirebilen konakg1 biyomolekiillerdir (Chen & ark., 2018).

PPR’mn alt aileleri arasinda C tipi lektin reseptorleri
(CLR’ler), Toll benzeri reseptorler (TLR’ler), retinoik asitle
indiiklenebilir gen (RIG) benzeri reseptorler (RLR’ler) ve NOD
benzeri reseptorler (NLR’ler) bulunur (Takeuchi & Akira, 2010).
TLR ailesinin ondan fazla iiyesi tanimlanmis ve TLR’ler PPR’ler
arasinda en iyi ¢alisanlardir (Chen & ark., 2018). PAMP’lerin ve
DAMP’lerin iletimine, TLR’lerle birlikte miyeloid farklilasma
faktori-88 (MyD88) aracilik eder (Czerkies & Kwiatkowska, 2014).
TLR’ler yoluyla sinyallesme niikleer faktor kappa-B (NF-xB),
aktivator protein-1 (AP-1), veya interferon diizenleyici faktor 3
(IRF3) gibi transkripsiyon faktorlerinin niikleer translokasyonuna
yol agan bir intraselliiler sinyalleri aktive eder (Chen & ark., 2018).
DAMP’ler ve PAMP’ler, TLR4 gibi reseptorleri ortak olarak
bulundurduklarindan, enfeksiyoz veya enfeksiydoz olmayan
inflamatuar yanitlarinda benzerlikler olabilecegini akillara getirir
(Adib-Conquy & Cavaillon, 2007; Rubartelli & Lotze, 2007).

2. inflamatuar Yollarin Aktivasyonu

Inflamatuar uyaranlar, inflamatuar mediatorlerin iiretimini
baslatmak i¢in hiicre i¢i sinyal yollarin1 aktive eder. Mikrobiyal
iriinler ve sitokinler (IL-1P, IL-6 ve TNF-a gibi) dahil olmak tizere
birincil inflamatuar uyaranlar, TLR, IL-1 reseptorii, IL-6 reseptorii
ve TNF-a reseptoriiyle etkilesime girerek inflamasyonu uyarir (Chen
& ark., 2018; Kaminska, 2005). Reseptor aktivasyonu mitojenle
aktive olan protein kinaz (MAPK), Janus kinaz (JAK)-sinyal
dontstiiriicti, niikleer faktor kapa-B (NF-xB) ve transkripsiyon
aktivatorii (STAT) yollart dahil olmak {izere onemli intraselliiler
sinyal yollarini tetikler (Hendrayani & ark., 2016; Henriquez-Olguin
& ark., 2015; Kyriakis & Avruch, 2001).
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Hiicre Yiizeyi Reseptorleri ve Adezyon Molekiilleri

Adezyon molekiilleri, inflamatuar yanit esnasinda 16kositler
ile endotel hiicreleri arasindaki etkilesimi kontrol eder (Kelly & ark,
2007). inflamatuar hiicreler yaralanma bolgesine ulastiktan sonra
endotel hiicreler, diger parankim hiicreler, immun hiicreler ve hiicre
dis1 matriks proteinleri ile daha fazla etkilesim halinde bulunarak
kronik inflamasyona sebep olur. Integrinler, selektinler, vaskiiler
adresler ve lenfosit homing reseptdrleri dahil olmak {izere birkag
adezyon molekiilii ailesi bu olaylara katilmaktadir (Angiari, 2015;
Germolec & ark., 2018).

1. Selektinler

Selektinle 16kositler (L-selektin), endotelyal hiicreler (P-
selektin, E-selektin) ve trombositler (P-selektin) tizerinden eksprese
edilen hiicre yiizey molekiilleridir (Kelly & ark., 2007). Selektinler
cogunluklar benzer yapidadir ve hiicre yiizeyinde yer alan sialil-
Lewis X (sLEx) tetrasakarit molekiiliine baglanir. Burada yer alan
baskin segici ligand P-selekti glikoprotein ligand-1’dir (PSGL-1). L-
selektin, vaskiiler endotel tizerinde adresler adi verilen miisin
benzeri molekiillere baglanirlar. Bu baglanmadan sonra l6kositler ve
endotel hiicreleri arasindaki etkilesimi baglatirlar. Bu reseptor
lenfositler i¢in bir yuva reseptorii olarak islev goriir. P-selektin
endotel hiicrelerde zara bagli halde bulunan granillerde ve
trombositlerdeki alfa graniillerde yerlesim gosterir. P-selektin mast
hiicre degraniilasyonunun ardindan hizla eksprese edilir. P-selektin
PMN’ler, trombositler ve endotel hiicreleri arasindaki etkilesimi
kolaylastirir ve pithtinin hem olugmasinda hem de bozunmasinda
onemli rol oynar. E-selektin ekspresyonu 16kositlerin inflamasyon
bolgelerine baglanmasini kolaylastirir. Ayrica inflamatuar yanitin
akut fazinda sitokinler ve lipopolisakkkarit (LPS) gibi bakteriyel
hiicre duvart {irtinleri tarafindan arttirilir (Germolec & ark., 2018).

Dokuya 6zgii bir sekilde hareket eden selektinler, immun
hiicrelerin damar duvar1 endoteline baglanmasina katkida bulunur.
Bu olayr takiben inflamasyon bolgesine yuvarlanmay1
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kolaylagtirmak i¢in selektinler ve hiicre yiizeyi reseptorleri arasinda
koordineli bir baglanma ve salinma dizisi izlemektedir (Germolec &
ark., 2018). Selektinler ve ligandlar1 bir¢cok inflamatuar ve
otoimmun hastalikta (6rnegin sedef hastaligi, inflamatuar bagirsak
hastalig1 (BID), romatoid artrit (RA) ve sistemik lupus eritematozus
(SLE) vb) upregiile edilir (Angiari, 2015). Selektin ligandlar1 ayrica
bir¢ok kanserde, 6zellikle timor metastazi ve kotii prognoza sahip
karsinomlarda yukar1 dogru diizenlenir (Laubli & Borsig, 2010).

2. integrinler

Integrenler hiicre-hiicre etkilesimine ve hiicreler ile hiicre
dis1 matriks arasindaki etkilesimlere aracilik eden, lokositlerin
damarlar yoluyla yaralanma veya inflamasyon bdlgelerine gogiinii
kolaylastiran molekiil ailesidir. Integrinler hiicreler arasi adezyon
molekiilii-1 (ICAM-1) gibi diger hiicre adezyon molekiillerini veya
fibrinojen ve LPS gibi adeziv ligandlar1 tutan hiicre dis1 bir alana ve
hiicre igindeki proteinlerle etkilesime giren bir sitoplazmik alana
sahiptir. Integrinler, farkli konformasyonel durumlar arasinda gegis
yapma yetenekleri ve sinyalleri hiicre zarlar1 boyunca cift yonli
olarak iletme yetenekleri ile ayirt edilirler (Germolec & ark., 2018;
Mousa, 2008). Hem selektin hem de sitokin/kemokin aracili yollar
integrin aktivasyonunu baslatabilir. Integrinler tamamen aktif hale
gectiklerinde, bagisiklik hiicrelerinin endotel tizerindeki reseptorlere
siki bir bigimde baglanmasina aracilik eder (Langereis, 2013).

Lokosit integrin (lenfosit fonksiyonu ile iligkili
antijen-1, LFA1), endotelyal hiicrelerde ICAM-1’e baglamir ve
inflamasyon esnasinda lenfositleri hedef dokulara ydnlendirir.
Ayrica 16kosit integrinler dogal katil hiicre (NK) veya sitotoksik T
lenfosit (CTL) aracili sitotoksisite esnasinda hiicre-hiicre
etkilesimini destekler. Benzer sekilde integrine makrofaj-1 antijeni
(Mac-1)  baglanmasi, monositlerin  endotelyal  hiicrelere
yapismasinda dnemlidir ve bakterilerin fagozitozunu arttirmak i¢in
integrinler bir kompleman reseptorii gorevi goriir.
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Cok gec aktivasyon antijenleri (VLA) inflamasyon
sirasinda bagisiklik hiicrelerini fibronektin, kollagen ve laminin gibi
hiicre dist matriks (ECM) proteinlerine baglamakla sorumlu
integrinlerdir. Bunlarin yaninda fibroblastlar ve endotel hiicreleri
gibi ECM yapiminda yer alan immun dis1 hiicreleri de inflamasyon
bolgesine ¢ekmekle de sorumludurlar (Germolec & ark., 2018).
Inflamatuar sitokinler ICAM-1, ICAM-2 integrinleri ve vaskiiler
hiicre adezyon molekiili-1 (VCAM-1) i¢in ligand gorevi yapan
hiicre adezyon molekiillerinin ekspresyonunu arttirir. Bu sayede
inflamatuar heiicreler inflamasyonun ¢esitli asamalarinda se¢ilerek
bolgeye toplanir. Endotel iizerindeki reseptorlere siki bir sekilde
baglanmay1 takiben inflamatuar hiicreler kan damarlarindan dokuya
ya paraseliiler (bir endotel kavsagindan) ya da transseliiler (dogrudan
endotel hiicresi yoluylar) yoldan ge¢is yapar. Bu ge¢isi tam olarak
kontrol eden mekanizma heniliz tanimlanamamistir (Sekil 2’de)
(Germolec & ark., 2018; Langereis, 2013).

Hiicreler iizerindeki selektinlerin ve integrinlerin
ekspresyonu akut faz diizeldik¢e veya kroniklige dogru kaydikca
degisir. Bunlarin ligandlar1 immunohistokimya, akis sitometrisi,
geleneksel mikroskopi teknikleri veya intravitral mikroskopi gibi
antikor bazli etiketleme teknikleri kullanilarak nicelendirilebilir.
Selektinlerin ¢oziiniir formlar serumda bulunmaktadir ve ELISA ile
veya diger immunoanalizlerle o6l¢iiliir. Bunlara ilaveten integrin
aracil1 hiicre sinyallesmesini ve hiicreye tutunma etkinligini
degerlendirmek ig¢in arastirma araglari olarak kullanilmis olarak
kullanilan bir dizi antikor ve ligand bazli fonksiyonel deneyler vardir
(Germolec & ark., 2018).
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Sekil 2. Selektinlerin ve integrinlerin nétrofil yuvarlanma, adezyon
ve damardan dokulara goge olan roliiniin sematik gosterimi
(Langereis, 2013).

inflamatuar Mediatorler

1. Sitokinler

Sitokinler inflamatuar yanitlarin amplifikasyonu ve
diizenlenmesinde yer alan, farkli hiicre tipleri arasindaki etkilesimi
saglayan, bunlarin kontroliinii koordine etmek i¢in gorev alan
molekiiler habercilerdir. Tek bir sitokin bir dizi farkli hiicre tipini
veya hedefi tetikleyebilir. Hedefe bagli olarak hem otokrin hem de
parakrin sinyallesme etkilerine sahip olabilir (Turner & ark., 2014).
Dogustan gelen bagisiklik yanitlarinda sitokinler dncelikle fagositik
hiicreler ve NK hiicreleri tarafindan salgilanir. Ancak adaptif
bagisiklik yanitlarinda esas olarak antijen sunan hiicreler (APC’ler)
ve lenfositler tarafindan salgilanirlar (Germolec & ark., 2018).

Bir¢ok sitokin ve kemokin yaralanma bolgesine lokosit
kemotaksisini kolaylastirmak, immun hiicre fonksiyonunu modiile
etmek ve immun yanitta yer alan ¢esitli hiicre tiplerinin
proliferasyonunu ve farklilasmasini uyarmak i¢in bir¢ok mekanizma
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yoluyla enflamasyona katkida bulunur. Enflamatuar yanitlar
uyarmak ve siirdiirmek i¢in en ¢ok bilinen sitokinler: IL-6, IL-1, IL-
2, TNF-a, IFN-y ve doniistiiriicii biiyiime faktorii (TGF)-p' dir
(Germolec & ark., 2018; Turner & ark., 2014).

2. Kemokinler

Kemokinler, sitokinler gibi islevlerine gére degil, aminoasit
bilesimlerine, 6zellikle korunmus bir tetra-sistein motifinin varligina
gore tanimlanir. 1k iki konsensiis sisteininin (korunmamis bir amino
asitle ayrilmis veya yan yana) goreli konumu, kemokinlerin sirasiyla
CXC ve CC kemokinler olmak {iizere iki ana alt sinifa ayrilmasini
saglar (Bachmann & ark., 2006). Genel olarak CC kemokinleri;
monositler (RANTES, monosit kemoatraktan proteinler (MCP 1-5)),
eozinofiller (eotaksinler 1-3), bazofiller (MCP 4-5) ve lenfositler
(makrofaj inflamatuar protein (MIP-1a ve PB) i¢in kemoatraktan
gorevi goriir. IL-8, trombosit faktorii 4 (PF4) ve biiylime ile
diizenlenen onkojen (Gro) a ve B iceren CXC ailesinin lyeleri
PMN'leri ¢eker, anjiyogenezi ve yara iyilesmesini modiile eder.
Birkag¢ homolog molekiil de kemokinler olarak kabul edilir. Bunlar,
ilk iki sistein arasinda araya giren {i¢ aminoaside sahip olan CX3C
(fraktalkin veya norotaksin) ve yalnizca tek bir terminal sisteine
sahip olan C kemokin ailesinden XCL1 ve XCL2 ile karakterize
olur.

Inflamatuar kemokinler enfeksiyon, inflamasyon, doku
yaralanmasi ve tiimorlerde efektor 16kositlerin toplanmasinda gorev
alir. Inflamatuar siirecin bir parcasi olarak kemokinler hiicresel gocii
yonlendirir, makrofajlari ve PMN'leri aktive eder, anjiyogenezi
tesvik eder ve fibrozisi uyarip yara iyilesmesini modiile eder
(Germolec & ark., 2018; Sell & ark., 2001). Buna ilaveten
kemokinler, akut doku hasarini takiben bir uyari isareti olarak hizmet
eden nosiseptif agrt sinyallerinin iletimini destekler, merkezi sinir
sistemindeki yaralanma bolgelerine astrositlerin gogiinii ve bu
bolgelerde mikroglial hiicre proliferasyonunu indiikler (Germolec &
ark., 2018). Hiicre gogii veya kemotaksis, genellikle kemokin
gradyanlar1 boyunca meydana gelir, 16kositlerin ve endotelyal
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hiicrelerin iizerindeki kemokin reseptor seviyelerinde degisikliklere
yol acarak lokositlerin iltihaplanma bdlgelerine lokalizasyonunu
diizenler (Bachmann & ark., 2006). Aktive edilmis efektdr veya
hafiza T hiicreleri, ¢oklu inflamatuar kemokinlerin kaynagidir ve
efektor T-hiicresi ile makrofaj alimimi siirdiiriir (Moser & ark.,
2004). Bu enflamatuar kemokinler daha sonra pro-inflamatuar
sitokinlerin yerel tiretimini kontrol edebilir. Bu sebeple yerel olarak
iiretilen kemokinler, hastaligin ilerlemesini ve patogenezini
etkileyebilir. Artan kemokin seviyeleri hem akut hem de kronik
inflamatuar durumlarla ve ateroskleroz, glomeriilonefrit gibi bir dizi
kronik inflamatuar hastalik ile iliskilendirilmistir. inflamasyonda
kemokinlerin ve reseptorlerinin roliinii ve islevini degerlendirmek
icin ¢ok sayida yontem mevcuttur. Bu yontemlerden en sik
kullanilan1 ilgili doku boliimlerinin immunohistokimyasal (IHC)
boyamasidir. Ayrica  kemokinlerin  ve reseptorlerinin
karakterizasyonu ve Olgiimii i¢in kullanilabilen ¢ok sayida
monoklonal antikor mevcuttur (Germolec & ark., 2018).

Inflamasyon ve Kanser

Inflamasyon ve kanser arasindaki iliski, 19. yiizyilda
Virchow’un tiimor dokularinda 16kositlerin  bulundugunu ve
inflamasyon ile kanser arasinda iliski olabilecegini 6ne siirmesinden
beri arastirilmaktadir (Ravindranathan & ark, 2021). Ozelikle kronik
inflamasyonun kanser gelisimini destekleyebilecegini ve timor
kaynakli inflamasyonun bir kartopu etkisi yaratarak tiimdriin
ilerlemesini siirdiirdiigiinii gosteren ¢ok sayida kanit vardir (Munn,
2017). Son yillarda yapilan ¢aligmalara gore kansere neden olan
faktorlerin yaklasik 9%25'ini  bulasict hastaliklarin  ve kronik
inflamasyonun olusturdugu tahmin edilmektedir (Sekil 3’te)
(Murata, 2018). Kronik inflamasyonun etkisiyle reaktif
oksijen/nitrojen tiirleri (ROS/RNS) inflamatuar hiicrelerden
iiretilebilmektedir. ROS/RNS, inflamasyonun bulundugu organlarda
DNA hasarina neden olarak kanser gelisimine yol agar (Sekil 4’te)
(Ohnishi & ark., 2013).
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Kronik inflamasyonda makrofaj hiicreler bulunmaktadir
(Coussens & Werb, 2002). Enfeksiyonla miicadele etmek igin
makrofajlar, diger lokositlerle birlikte yiiksek seviyelerde reaktif
oksijen ve nitrojen tiirleri iiretir. Enfeksiyonla miicadele eden bu
ajanlarin daimi olarak doku hasar1 ve hiicresel proliferasyon
bolgelerinde bulunmasi zararlidir. Epitel ve stroma hiicreleri DNA
ile reaksiyona girip perosinitrit gibi mutajenik maddeleri
uretebilirler ve mutasyona neden olurlar. Makrofajlar ve T
lenfositleri, DNA hasarinin artmasina sebep olan TNF-o ve makrofaj
go¢iinli inhibe edici faktorii serbest birakabilir. Migrasyon inhibe
edici faktor, p53'e baghh koruyucu yanitlari bozarak onkojenik
mutasyonlarin artmasina sebep olur. Makrofaj go¢iinii inhibe edici
faktor aym1 zamanda Rb-E2F yolagina miidahale ederek kanser
olusumunu arttirir (Lu & ark., 2006). Ileokolit ile baglantili bir fare
kanseri modelinde, hidroperoksit indirgeyici enzim eksikligi olan
farelerde inflamasyona ve kansere kars1 yiiksek duyarlilik, hiicre i¢i
hidroperoksitlerin de kanserin baslamasia sebep olabilecegi ileri
stiriilmiistiir (Chu & ark., 2004).

Insan papilloma viriisii veya hepatit B ve C viriisiine baglh
enfeksiyonlardaki kroniklesme, sirasiyla servikal ve hepatoseliiler
karsinoma neden olur. Ayrica sigara dumanina, asbeste ve silikaya
uzun siire maruz kalmak gibi kronik hasar meydana gelir. Bunu
takiben inflamasyonlar iligkili durumlar kanser olusumuna ortam
hazirlar (Rakoff-Nahoum, 2006).
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Inflamasyonun Kanser Uzerine Etkisi

Daha onceden belirtildigi gibi, 6zellikle kronik inflamasyon
durumlar1  kansere zemin hazirlamaktadir (Murata, 2018).
Mikrobiyal bir enfeksiyonda konagin bu enfeksiyonla savastigi
efektdr mekanizmay: reaktif oksijen aracili (ROI) hidroksil radikali
(OH») ve siiperoksit radikali (O%*) ile reaktif nitrojen ara iiriinleri
(RNI) olan nitrik oksit (NOe) ve peroksinitrit (ONOO)
olusturmaktadir. Anti-mikrobiyal oldugu diisiiniilen bu molekiiller
miyeloperoksidaz ve NADPH oksidaz gibi inflamatuar sinyal
yolariyla diizenlenen konak¢i enzimlerin aktivitelerinden dolay1
olusur. ROI ve RNI, DNA mutasyonlar1 riskini arttiran DNA
bazlarinin oksidatif hasarina ve nitrasyonuna yol agar (Hayes & ark.,
2020; Rakoff-Nahoum, 2006).

Hiicreler diizensiz proliferasyonu ve DNA mutasyonlarinin
artmasin1 engelleyici mekanizmalara sahiptir. Bu mekanizmalar
DNA onarimina, hiicre dongiisii durmasina, apoptoz ve yaslanmaya
aracilik eden tiimdr baskilayici yollari igerir. DNA hasar1 karsisinda
hiicreler ya DNA’larin1 onaracak ve mutasyonlar1 onleyecek ya da
hasar1 baglatan hiicreler hiicre Oliimiine ugrayacaktir. Timor
olusumu ile konak savunmasi ve doku onarimu arasindaki baglantiya
dair kanitlar baz1 gozlemler sonucunda ortaya ¢ikmustir. Ornegin
tavuklara Rous sarkoma viriisiiniin (RSV) enjeksiyonu, enjeksiyon
bolgesinde bir sarkomun biiylimesine yol agar. Bissell laboratuari
tarafindan uzun yillar boyunca yapilan ¢aligmalar, tavugun diger
bolgelerinde  yaralanma  olmast  durumunda  sarkomlarin
olusabilecegini gostermistir. Bir baska ¢alismada bir B16 melanom
adaptif transfer deneyinde, yara sivisinda TGF-p ve bFGF gibi
parakrin faktorlerin indiiklenmesiyle yarali uzuvlarda timor
biytimesin arttirdigt gozlemlenmistir (Rakoff-Nahoum, 2006).
Diger bir g¢alismada ise kanserojen dietilnitrozaminin (DEN)
indiikledigi, DNA hasarinin nekrotik hiicre oOliimiine katkida
bulundugu ve timoér gelisimini destekleyen bir inflamatuar
reaksiyonla sonuglanan hepatoseliiler karsinom modelidir (Maeda &
ark., 2005).
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Inflamasyonun tiimér baslangicim arttirabilecek baska bir
mekanizma ise inflamasyonda iiretilen biiylime faktorlerinin ve
sitokinlerin kok hiicre iizerine etkisidir. Biiyiime faktorleri ve
sitokinler tiimor progenitorleri iizerinde kok hiicre benzeri bir
fenotip saglar veya kok hiicre genislemesini uyarir. Bu durum
cevresel mutajenler tarafindan hedeflenen hiicre havuzunun
genislemesine yol agar (Grivennikov & ark., 2010).

Inflamasyon ayrica obeziteye bagh gelisen kanserlerde de rol
oynar. Diinyada obezite prevalansinin artmasiyla birlikte, asir1 kilolu
bireylerde ve obez hastalarda artan kanser riskini anlamaya yonelik
calismalar yapilmaktadir. Bu galismalara gore obezitede yeni adipoz
dokular olustukg¢a, anjiyogenez dokuyu beslemek igin ek kan
damarlar1 olusturur. Obezitede yag genislemesiyle gelisen
anjiyogenez, obezitede gozlenen kronik inflamasyonda rol oynar.
Obez farelerde yapilan pankreatik duktal adenokarsinom
calismalarinda obezitenin makrofajlar1 ve noétrofilleri toplayarak,
pankreatik stellat hiicreleri aktive ederek desmoplaziyi tesvik
etmistir. Bu desmoplazi tiimor biiylimesini kolaylastiric1 etki
gostermektedir (Munn, 2017).

Genellikle DNA'daki tek bir degisiklik kanser olusumu igin
yetersizdir. Ancak 4-5 mutasyon, hiicreleri neoplastik doniisiim
yoluna yonlendirebilir. Aktif 16kositler, DNA hasarina ve genom
kararsizligina neden olabilen reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve
reaktif nitrojen ara iriinlerini (RNI) serbest birakir (Korniluk & ark.,
2017). inflamasyonun mutajenezdeki ana rolii, sodyum siilfatin
(DSS) etkisiyle indiiklenen kolorektal adenokarsinom geligimi ile
orneklenebilir (Meira & ark., 2008). DSS'nin kendisi zayif bir
kanserojen etki gosterir, ancak inflamatuar durum etkisini oldukga
arttirir.  Ayrica sitokin dreten inflamatuar hiicreler, sistidin
deaminazin (aktivasyon kaynakli sitidin deaminaz-AID) asiri
ekspresyonunu indiikleyebilir. AID, ¢ift sarmalli DNA'nin anormal
baglanmasi sirasinda, yani TP53, c-myc ve Bcl-6 gibi onkogenez
acisindan kritik genlerde mutasyonlar olustugunda, genom
kararsizligina neden olur ve mutasyon olasiligini artirir. AID
tutulumunun lenfomalarin olusumunda, mide ve karaciger
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kanserlerinde etkili oldugu gosterilmistir. Bunlara ilaveten bir¢ok

onkoprotein (RAS, Myc,

RET),

inflamatuar sitokinlerin ve

kemokinlerin (IL-6, IL-8, IL-1b, CCL2, CCL20) iiretimini artiran
sinyal yollarini da aktive edebilir (Korniluk & ark., 2017).

~ Tablo 2. Anti-tiimér Bagisikliginda ve Tiimorii Tegvik Eden
Inflamasyonda Farkli Immun ve Inflamatuar Hiicre Alt Tiplerinin
Rolleri (Grivennikov & ark., 2010).

Hiicre Tipleri

Makrofajlar, dendritik
hiicreler, miyeloid
kaynakl baskilayici
hiicreler

Mast hiicreleri
B hiicreleri

CD8" T hiicreleri

CD4* Th2 hiicreleri

CD4* Thl hiicreleri

CDA4* Th17 hiicreleri

Anti-tiimor etkisi

Antijen sunumu, sitokin
tretimi (IL-12 ve tip |
IFN)

Tiimore 0zgii
antikorlarin tretimi

Kanser hiicrelerinin
dogrudan

pargalanmasi, sitotoksik
sitokinlerin tretimi

Tiimor reddinde
sitotoksik T
lenfositlere (CTL'ler)
yardimc1

olmak, sitokin tiretimi
(IFNg)

CTL'lerin
etkinlestirilmesi
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Tiimori tesvik edici
ozelligi

Bagisiklik bastirma;
sitokinlerin,
kemokinlerin,
proteazlarin, biiyiime
faktorlerinin ve
anjiyojenik
faktorlerin tiretimi
Sitokin {iretimi
Sitokin ve antikor
iiretimi, mast
hiicrelerinin
aktivasyonu,
bagisikligin
baskilanmasi

Sitokin {iretimi

Makrofajlarin egitimi,
sitokin

tiretimi, B hiicresi
aktivasyonu

Sitokin tiretimi

Sitokin tiretimi



CD4* Treg hiicreleri

Dogal katil hiicreleri

Dogal katil T hiicreleri

Notrofiller

Inflamasyonun
baskilanmasi
(sitokinler ve diger
baskilayici
mekanizmalar)
Kanser hiicrelerine
yonelik

dogrudan sitotoksisite,
sitotoksik sitokinlerin
iretimi

Kanser hiicrelerine
yonelik

dogrudan sitotoksisite;
sitotoksik sitokinlerin
iiretimi

Dogrudan sitotoksisite,
CTL

yanitlarinin

Bagisiklik bastirma;
sitokin
iretimi

Sitokinlerin,
proteazlarin ve
ROS’larin iiretimi

diizenlenmesi

Sonuc¢

Sonu¢ olarak inflamasyonun tedavi edilmedigi ve
kroniklestigi durumlarda kansere yol acabilecegi gorilmiistiir.
Inflamasyon sonucunda iiretilen sitokinler, biiyiime faktdrii gibi
maddelerin uzun siireli salinimlar1 oksidatif stresin artmasina ve
buna bagli olarak hiicrelerde DNA hasarina yol acgabilmektedir.
Bunun sonucunda hiicrelerde kanser olusumu meydana gelir.
“Inflamasyonun Kanser Uzerine Etkisi” baslig1 altinda yer verilen
caligmalar gostermistir ki inflamasyonun siddeti ve sikligina baglh
olarak kanser gelisimi gozlenmektedir. inflamasyon durumunda
tepki olarak immun sistem tarafindan salgilanan noétrofil,
makrofajlar gibi immun sistem hiicrelerinin kanser gelisiminde rol
oynayabilecegi gecmis calismalarda ifade edilmistir. Genel capli
degerlendirildiginde inflamasyonun kanser gelisimine neden
olabilecegi durum inflamasyonun kroniklestigi sathadir. Bu nedenle
inflamasyon durumlarinda tedavinin erkenden yapilmasi ilerleyen
zamanlarda inflamasyona bagli olusabilecek kanser riskini ortadan
kaldirir.
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BOLUM V

Kopek ve Kedilerde idrar Analizi

Efe KURTDEDE!

Giris

Veteriner hekimlikte klinik muayenede sistematik muayene
yapmak c¢ok Onemlidir. Bunun ig¢in klinige getirilen hasta
hayvanlarin sahiplerinden Oncelikle hastasi hakkindaki sikayeti
sorulur. Daha sonra hastanin yasi, 1rki, cinsiyeti, barindirildig1 yerin
fiziksel ozellikleri, beslenmesi, giinliik aktivitesi hakkinda bilgiler
edinilir. Ayrica varsa karneleri incelenerek ya da hayvan sahibine
sorularak hastaya bugiline kadar yapilan as1 uygulamalar ve i¢-dis
paraziter etkenlerle miicadele i¢in yapilan uygulamalar sorulur.
Hastanin son giinlerde, haftalarda veya aylarda temasta bulundugu
hayvanlar, varsa yasam sartlarinda olan degisiklikler ve tiikettigi
gidadaki ve ictigi suyun kaynagindaki degisiklikler, olduysa

! Aras. Gor. Dr., Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Daly,
efekurtdede@gmail.com
--104--



hastanin yakin veya uzak yorelere seyahatleri, seyahat ettigi yorede
temas ettigi hayvanlar ve ¢evre ile oralarda tiikettigi gidalarin ve
ictigi suyun kaynagi sorulur. Hastanin uzak ve yakin gecmisi ile
ilgili bu bilgilerin 1s1¢1nda halihazirda hasta sahibinin sikayetine
konu olan hastalik bulgusu arasinda bir korelasyon kurularak
hastalik bulgusunun olasi nedeni hakkinda cagristm yapmaya
calisilir.

Klinik muayenede ikinci agama hastaya disaridan bakilarak
hastadaki mevcut bozuklugun hastanin canliliginda, ¢cevreden gelen
uyarimlara karsi ilgisinde bir degisiklige yol acip agmadigl
degerlendirilir ve bu durumu ortaya koyacak temel norolojik
muayeneler ve degerlendirmeler yapilir. Bu muayene sonucunda
veteriner hekim hastadaki durumun aciliyetini anlamis olur.
Veteriner hekim hastadaki bozuklugun acil olduguna karar verirse,
hastanin solunum, dolasim, iiriner ve sinir sistemi ile ilgili
organlarinin fonksiyonlarim1 hizla kontrol ederek, bozukluk
saptadig1 fonksiyonlari, hastanin yasamini tehdit edecek diizeye
gelmeden diizeltmek i¢in gereken medikal miidahaleleri yapar. Bu
uygulamalarla klinik bulgulan itibariyle hastanin hayati tehlikesi
ortadan kaldirilmis ve hasta stabil hale getirilmis olur.

Kliniklere hasta sikayeti ile getirilen ve durumu stabil olan
hastalarda veya genel muayene amaciyla getirilen hastalarda hasta
sahibinden hastanin ge¢mis donemleri ve halihazirdaki yasam ve
beslenmesi ve varsa gecirdigi hastaliklar hakkinda ve hastaya
gecmiste verilen veya varsa halen verilmekte olan ilaglar hakkinda
bilgi alinir.

Bu asamada veteriner hekim hastasinda tiim viicut
sistemlerini kapsayan sistematik fiziksel muayene gergeklestirir. Bu
amagla fiziksel muayeneye beden sicakligini 6lgme, mukozalarin
muayenesi, lenf yumrularinin muayenesi ve deri ve kil Ortiisiiniin
muayenesi ile baslanir. Bu esnada hastanin ayakta durusu, bagini
tutusu, viicuduna dokunma ve sesle yapilan dis uyarimlara karsi
reaksiyonlart ve reflekslerini kapsayan ndrolojik fonksiyon
degerlendirmesi gergeklestirilmis olur. Daha sonra sindirim,
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solunum, dolagim ve liriner sistem fonksiyonlar1 anamnez bilgileri
ve klinik bulgular dikkate alinarak degerlendirilir.

Kliniklere getirilen hastalarin fiziksel muayenesi sonucunda
yapilan degerlendirmeler sonrasi, bazi organlarin  temel
fonksiyonlarinin  degerlendirilebilmesi  amaciyla  Oncelikle
hastalardan kan serum elde etmek i¢in antikoagiilantsiz tiiplere ve
tam kan elde etmek icin antikoagiilantli tiiplere parametrelerin
Olclimiine yetecek miktarlarda kan Ornekleri vena sefalika
antebraki’nin ramus dorsalisinden veya vena safena parva’dan
teknigine uygun olarak almir. Ayrica tiim viicut sivilarmin
ultrafiltrat1 olarak degerlendirilen, kan dolasiminin, bdbregin ve
endokrin fonksiyonlarin bileskesi olarak bobreklerde olusturularak
idrar kesesinde biriktirilen ve/veya idrar kesesinin noroendokrinal
fonksiyonuyla uretradan disar1 atilan idrardan ornekler toplanir.
Idrar 6rnekleri, goniillii iirinasyon, manuel ekspresyon, sistosentez
veya uretral sonda uygulamasi yapilarak toplanir.

Hastalardan alman kan serumu Orneklerinde cesitli
biyokimyasal yontemlerle viicuttaki reaktif durumdan kaynaklanan
ve kan serumuna yansiyan biyolojik parametrelerin diizeyleri
Olciilerek degerlendirilir. Tam kan orneklerinde kan hiicrelerinin
sayisal durumu ve birbirlerine oranlari belirlenerek kan hiicrelerinin
iretimi, kan dolasimina salinimi, viicuttaki dagilimlar1 ve viicut
reaksiyonlarina gore sayisal ve morfolojik degisimleri ve viicuttan
uzaklastirilma durumlart degerlendirilerek hastanin viicudundaki
reaktif durum hakkinda ipuclan elde edilmeye caligilir.

Hastalardan toplanan idrar 6rneklerinde fiziksel, kimyasal ve
mikroskobik  yontemleri kapsayan biyokimyasal analizler
gerceklestirilerek oncelikle bobrek, ureter, idrar kesesi ve uretranin
dokusal biitiinliigli olmak tizere, bu dokulardaki inflamasyonun,
nefrolitlerin ve urolitlerin varliginin ve bu organlardaki her tiirlii
patolojik olusumlarin neden olacagi deformasyonlarin ipuglari
olabilecek bulgular arastirilir. Ayrica viicuttaki her tiirlii biyolojik
reaksiyonlarin ve patolojik reaksiyonlarin sonucu ortaya c¢ikan ve
bobreklerden — siiziilerek  idrara gecen  solut maddelerin,
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elektrolitlerin, hormonlarin ve enzimlerin diizeylerinin de c¢esitli
biyokimyasal yontemlerle belirlenmesiyle viicudun genel saglik
durumu ve cesitli organlara ait fonksiyonel bozukluklar hakkinda
ipuglar1 yakalanmaya caligilir.

Kliniklere getirilen hasta hayvanlarin sahiplerinden alinan
anamnez bilgisi, hastanin disaridan degerlendirilmesi, fiziksel
muayenenin yapilmasi ve kan ve idrar 6rneklerinin toplanmasindan
sonra, bu ana kadarki klinik muayene sonuglarinin degerlendirilmesi
sonrast daha ayrintili olarak degerlendirilmesine karar verilen
organlarin morfolojilerinin  degerlendirilebilmesi i¢in ¢esitli
aydinlatma cihazlari, endoskopik goriintiileme cihazlari, radyografik
gorlintiileme cihazlar, ultrasonografik goriintilleme cihazlarn ve
bilgisayarli tomografik goriintiileme cihazlar1 kullanilir.

Uriner sistem kandaki artik {iriinlerin uzaklastirilmasi ve
idrar seklinde atilmasinda gorevlidir. Uriner sistem idrarin olustugu
bobrekler, idrarin idrar kesesine tasindigi tireterler, idrarin toplandigi
idrar kesesi ve idrarin disar1 atilmasinda gorev yapan uretradan
olusur. Idrar kesesinin ¢ikisinda bulunan ve iiretray1 saran bir bez
olan prostat bezi de bu sistem i¢inde diisiiniilmelidir.

Bobrekler glomeruluslar, tubuluslar ve renal pelvis
kisimlarindan olusur. Glomeruluslar bowman kapsiilii ve iginde
bulunan kan damarlari yumagindan olusur. Kandaki solut
maddelerin (glikoz, yag) konsantrasyonunun olusturdugu onkotik
basing ve kandaki elektrolitik maddelerin konsantrasyonunun
olusturdugu ozmotik basing ve kanin voliimiiniin kan damarlarina
yaptig1 basing olan hidrostatik basing sonucu kan igindeki sivi,
elektrolit ve kiigiik ¢apta olan solutlar bowman kapsiiliiniin bazal
membranindaki hiicreler arasindaki segici bariyer 6zelligini tasiyan
porlardan gecer.

Kanin ultrafiltrati olarak isimlendirilen bu filtrat tubuluslara
gecer ve burada icindeki suyun ve elektrolitlerin biiyiik kismi ve
albliminin tamami geri emilerek kana verilir. Ultrafiltrattaki fazla
miktardaki solut maddeler idrarla atilir. Elektrolitler kan
konsantrasyonlarinin durumuna gore tubuluslarda ya kana geri
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verilir veya idrarla atilir. Su kanin hidrostatik basincinin durumuna
gore ya geri emilir veya idrarla birlikte atilir. Bu sekilde kanin
ultrafiltrat1 olan sivinin sivi ve elektrolit konsantrasyonu ve solut
icerigi tubuluslarda kesinlesmis olur ve idrarin pH’1 ve idrar spesifik
graviditesi sekillenir. Sonucta tubuluslardan gecen siv1 idrar olarak
renal pelvise geger. Idrar renal pelvisten ureterler araciligiyla idrar
kesesine tasinir ve oradan da uretra araciligiyla disariya atilir.

Bobreklerde olusup uretrayla disar1 atilan idrarin analizi,
oncelikle iriner sistem organlarmi direkt olarak etkileyen
bozukluklar ve bunun yanisira triner sistemi sekonder olarak
etkileyen diger organ bozukluklari veya metabolik-endokrin
bozukluklar hakkinda ipug¢larinin elde edilmesini saglar.

Evcil hayvanlarda olusan giinliik idrar miktar1 hayvanlarin
fizyolojik durumuna, viicut agirligina, yasina, cinsiyetine, tiiketilen
kuru madde miktarina ve giinliik alinan su hacmine gore degisir
(Zhanghi 2017). Gidalar ile alinan su, igme suretiyle alinan su ve
viicuttaki metabolik siirecler sonucu ortaya ¢ikan su hayvanlarin
giinltik su ihtiyacin1 karsiladigr gibi olusturacagi idrarin spesifik
graviditesi ve vollimiiniin sekillenmesinde de 6nemli rol oynar. Bu
nedenle hayvanlarin idrar analiz sonuglar1 degerlendirilirken yasam
ve beslenme sartlar1 da gbéz Oniinde bulundurulur (NRC 2006,
Zanghi ve Gardner 2018).

Idrarin voliimiiniin biiyiik kism1 sudan olusur. Idrar kanin
glomerular ultrafiltrati olarak kabul edildiginden plazmada bulunan
maddelerin hemen hepsi idrarda da bulunabilir (Delanghe ve ark.
2014). Idrarda serbest aminoasitler yaninda hippurik asit,
merkaptonik asit de bulunur. Karbonhidratlar idrarda kismen serbest
halde, kismen glikoprotein (mukopolisakkarit) ve glukuronik asit
seklinde olmak {izere fenol, steroid ve asitlere bagli olarak bulunur
Tsamouri ve ark. 2022, Pezzali ve ark. 2020). Idrarla atilan dnemli
katyonlar Na*, Ca*, Mg* ve NH." iyonlar1 iken baslica anyonlar SO4
2. CI' ve PO4s2 iyonlaridir. Idrarda eser miktarda Fe*?, Cu*?,
Zn*?2 NOs", HCOs', F iyonlar1 da bulunabilir (Glosson ve ark. 2023,
Yamka ve ark. 2006).
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Idrar analizinin degerlendirilmesinde idrar 6rneginin
alinmasi, idrarin fiziksel, kimyasal ve mikroskobik muayeneleri
onemli yer tutmaktadir.

Idrar Orneginin Alnmasi

Idrar analizleri ¢ogunlukla giiniin rastgele zamanlarinda
alinan taze idrar 6rnegi ile yapilir. Bununla birlikte idrar analizinin
24 saatlik slirede toplanan idrar Orneklerinde yapilmasi daha
uygundur. Ancak idrarin 24 saatlik siirede toplanmasi uygulamasinin
hayvan sahibi ya da veteriner hekim tarafindan gerceklestirilmesi
oldukca zordur.

Hayvanlardan goniillii {irinasyon, manuel ekspresyon,
sistosentez veya uretral kataterizasyon yontemleriyle toplanan idrar
ornekleri temiz kaplara muhafaza edilir. Idrar bakteri iiremesi i¢in
uygun bir ortam olusturdugundan idrarin analizi siklikla 6rnek
alimim takiben 1 saat igerisinde gercgeklestirilmelidir (Beatrice ve
ark. 2010). idrarm analizinde hizhi test gubuklar1 kullamlacaksa
ornek alimindan hemen sonra test ¢ubuklari 6rnegin bulundugu
kabin i¢ine batirilir ve sonuglar hemen okunarak kaydedilir (Moore
ve ark. 1991).

Eger analiz hemen yapilamayacaksa idrar 6rnegi +4°C’de 24
saat saklanabilmektedir (Neumann 2020). Idrarin analizinin
gecikecegi durumlarda idrar orneklerine bazi koruyucu kimyasal
maddeler (borik asit, toliien, timol gibi) eklenmelidir. Bu durumda
kullanilacak koruyucu maddelerin ve hayvanlarin idrar 6rnegini
verdikleri donemde kullanmakta olduklar1 ilaglarin bazi testlerin
sonuclarini  olumsuz yonde etkileyebilecegi g6z Onilinde
bulundurulmahidir. Idrar analizi test stripleri kullamlarak
yapilacaksa toplanan idrar Orneklerine herhangi bir koruyucu
maddenin katilmamasi onerilir. Analiz igin +4C% de bekletilen idrar
ornekleri analiz 6ncesi mutlaka laboratuvar sicakligina getirilmelidir
(YYadav ve ark. 2020, Smyroglou ve ark. 2023, Farris ve ark. 2020).
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Idrarin Fiziksel Muayenesi

1.Miktar

Yirmi dort saatte c¢ikarilan idrar miktar1 oncelikle giinliik
olarak i¢ilen su miktarina baghdir. Bununla birlikte giinliik idrar
miktart gidayla alinan sivi miktarina, hayvanlarin viicut agirligina,
metabolizmasina, dolasim kaninin voliimiine ve basincina, kandaki
solut ve elektrolitlerin konsantrasyonuna ve bobreklerin filtrasyon
yetenegine baglidir. Ayrica solumun, ter ve diski ile kaybedilen su
miktarlar1 da gilinliik olarak c¢ikarilan idrarin miktarinda etkilidir
(Palaseweenun ve ark. 2020, Cole ve ark. 2020).

Yetiskin hayvanlarin giinde viicut agirliklarinin her kilosu
icin 40-60 ml su aldiklar1 kabul edilir (Adams & Syme 2010). Alinan
su miktartyla orantili olarak giinliilk olarak ¢ikarilan idrar
miktarlarinin alt ve st smirlart arasinda biiyiik dalgalanmalar
goriilebilmektedir.

Hayvanlarin gilinliikk olarak ¢ikardiklari idrar miktarinin
artmasina poliliri, azalmasina oligiliri, hi¢ idrar ¢ikaramama
durumuna ise aniiri denir.

2.Goriiniim ve kivam

Idrarin gériiniim ve kivamu igerdigi sekilli elementlere baglh
olarak degisir. Idrarda iirat kristalleri, asit idrarda ise diger kristaller
cokerek idrar Orneklerinde bulanikliga neden olur. Alkali idrar
orneginde triple fosfat (amonyum magnezyum fosfat) kristalleri de
goriilebilir. Urat tuzlar1 kuvvetli asit idrarda kirmizi veya balgik
rengi bir ¢okelti olusturur. Amorf tirat kristalleri 6zellikle soguk
havalarda toplanan idrar 6rneklerinde goriiliir ve bu durumun klinik
onemi yoktur. Idrarda fosfatlar ve karbonatlardan ileri gelen
bulanikliga alkali ve notr pH’daki idrar 6rneklerinde rastlanir
(Tufani ve ark. 2017, Piech ve Wycislo 2019).

Idrar 6rneklerindeki bulanikligin 6nemli bir nedeni de idrar
orneklerindeki hiicre yogunlugudur. Idrar mm®de 200°den fazla
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16kosit veya 500’den fazla eritrosit igceriyorsa idrar drnegi bulanik
bir goriiniim alir. Eritrositler idrar 6rneginde kizildan kahverengine
kadar degisebilen renkte bir bulamklik olusturabilir. Idrar
orneklerinde epitelial hiicrelerin bol miktarda bulunmasi idrarin
bulanik goriilmesine neden olur. idrar 6rneginde bulunan bakteriler
idrara beyazimsi mat bir goriiniis verir. Idrar orneklerinde
hiicrelerden ileri gelen bulaniklik idrarin santrifiijje edilmesinden
sonra tortu seklinde dibe ¢oker ve tiipiin iist kism1 berraklasir. idrar
orneklerinin icerdigi lipid nadiren idrar 6rneginin bulanik veya siit
renginde goriilmesine neden olur (Jillings ve ark. 2019, Yudhanto ve
ark. 2022).

3.Renk

Hayvanlarda idrarin rengi agik saridan koyu sar1 renge kadar
degisir. Hayvan idrarina renk veren maddelerden {irokrom protein
metabolizmasindan, iirobilin safra renkli maddelerin
metabolizmasindan koken alirlar (Bheja ve ark. 2022).

Idrarda renk olusumuna neden olan diger pigmentlerden olan
iroeritrin melanin metabolizmasindan kaynaklanirken,
iiroporfirtinler iz miktarda riboflavin sayilir ve normalde az miktarda
bulunur. Idrar analiz icin bekletildiginde icerdigi iirobilinojenin
oksidasyonu sonucu idrarin rengi genellikle koyulasir. Idrarla
bilirubin atilmasi da idrarin renginin koyulagmasi nedenlerindendir.
Idrarda porfirinlerin varligt ve homogentisik asidin anormal
miktarlarinda bulunmasi da idrar renginin koyulasmasina neden olur
ve idrar pH’1 hafif alkali ise idrar 6rnegi hava ile temas ettiginde bu
maddeler esmer polimerlerine oksitlenir ve idrar esmer renkte
gortiliir (Mclntire ve ark. 2020).

Gidalarin igerigindeki renkli maddeler, ilaglar ve kimyasal
maddeler de idrarin renginde degisikliklere neden olurlar.
4.Koku

Idrarin kokusu her hayvan tiirii icin spesifiktir ve kokunun
fenollerden kaynaklandigr sanilmaktadir. Kopek idrar1 igerdigi
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stilfitden dolay1 et suyu veya sarimsak gibi kokar. Asidozis, ketozis
ve ileri derecede seker hastaliginda idrar meyve esansi veya aseton
benzeri bir koku yayar. Uzun siire bekleyen ya da septik sartlarda
saglanan idrar orneklerinde bir miiddet sonra {irenin par¢alanmasi
sonucu amonyak kokusu alinir. Idrardaki amonyak kokusu sistit
veya piyelit’te de goriiliir. Alinan yemler ve idrarla atilan ilaglar da
idrarin kokusunda degisikliklere neden olabilir (Jendmy ve ark.
2021, Moser ve McCulloch 2010).

5.0zgiil Agirhk (spesifik dansite)

Ozgiil agirlik idrarda erimis halde bulunan maddelerin
(baslica tuz ve iire) miktarina bagl olup, idrar miktar1 ile dogrudan
iliskilidir. Idrarin 6zgiil agirhg genellikle gok idrar ¢ikarildig
hallerde diisiik, az idrar ¢ikarildig1 hallerde ise yiiksek olur. Idrarm
ozgil agirliginin dlgiilmesinde lirinometre (dansitometre) kullanilir.
Test c¢ubuklar1 kullanilarak yapilan dansite Ol¢timlerinde idrar
orneginin iyonik konsantrasyon giicli Olgiilir ve bu bir renk
degisikligi ile okunur. Burada indikatér madde bromtimol mavisidir
(Paris ve ark. 2012, Mosch 2020).

Idrarda erimis maddelerin konsantrasyonunun artmasi (¢ok
miktarda NaCl veya glikoz) veya bu maddelerin idrardaki
konsantrasyonunun normal olmasma kars1t ¢ikarilan idrarin
miktarinin  az olmast sonucu idrarin Ozgil agirhg artar
(hipersteniiri). Bobrek hastaliklarinda normalde idrarla atilan
maddelerin atilamamas1 veya fazla miktarda sivi alimi nedenleriyle

idrarin 0zgiil agirliginda bir azalma goriiliir (hiposteniiri) (Lunn ve
James 2007).

6.pH

Idrar pH’1 sadece beslenmeye bagli degil, metabolik
degisikliklere, cesitli hastalik durumlarina ve kullanilan ilaglara
bagli olarak da degisebilir. Idrar reaksiyonunun asit veya alkali
olarak kabaca iki kategoride degerlendirilmesinde turnusol kagitlar
kullanilir. Bunun i¢in mavi ve kirmizi renkli turnusol kagitlar
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kullamilir. Idrar test ¢ubuklarmin hepsi pH indikatorii igerir. Bu
indikatdrler genel olarak metilen kirmizisi ile brom timol mavisi
olup 5 ila 9 arasindaki pH degerlerini 6lgmeye yarar. Buradaki renk
degisimi asit pH’1 gosteren turuncu renkten alkali renkleri gosteren
yesil ve mavi renge kadar degisir. Renk ile pH belirlemede +/- 0,5
pH {initesi i¢inde Ol¢tim yapilabilir. Eger idrar pH’1inin daha duyarhi
olarak dl¢iilmesi gerekiyorsa 6l¢iim icin pH metre kullanilir. Idrar
pH oOlgiimlerinde mutlaka taze idrar Ornekleri kullanilmalidir
(Osborne ve ark. 1999, Arce ve ark. 2017).

Idrarin Kimyasal Muayenesi

[drarm kimyasal analizi bilinen rutin kimyasal metotlarla tek
tek yapilabilecegi gibi, birden ¢ok analize imkan veren test gubuklari
yardimiyla tek asamada da gerceklestirilebilir.

Idrar  6rneginin  geleneksel laboratuvar  ydntemleri
kullanilarak yapilacak kimyasal muayenesi i¢in dnce idrar 6rnegi
santrifiije edilir ve muayene santrifiij tiipliniin st tarafindaki
kisminda gergeklestirilir. Eger santrifiij cihazi yoksa kimyasal
muayene Oncesi idrar drnegi siiziilmelidir. idrar 6rneginin kimyasal
muayenesi test ¢ubuklar1 kullanilarak yapilacaksa, idrar 6rneginin
santrifiije edilmesine veya siiziilmesine gerek yoktur.

Idrar test cubuklarinin iizerinde idrarda varlig1 arastirilacak
olan her bir parametre icin ayr ayri reaksiyon bdlgeleri bulunur.
Reaksiyon bolgelerinde reaksiyonun prensiplerine uygun olarak
calisan kimyasal maddelerin ytiklendigi ayira¢ kagitlar1 ve bunlarin
altinda bir filtre kagid1 vardir. Reaksiyon bdlgeleri ince bir naylon
ag ile kapanmistir ve ayni zamanda alt kisimdaki tastyici seride tespit
edilmistir. Boylece reaksiyon bolgeleri yirtilma ve kirlenmeden
korunmustur. Ustteki naylon ag tabakasi idrar drneginin kisa bir
siirede alt kisimdaki reaksiyon bdlgelerine homojen bir sekilde
gecisini ve dagilimini saglar. idrarin fazlasi ise alt kisimdaki filtre
kagidi tarafindan emilir.

1. ldrarda seker (glikoz) aranmasi
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Idrarda seker aranmasina dayali: deneylerin prensipleri
genelde bakirin indirgenmesine dayanir ve bu deneyler; Trommer
Testi, Fehling Testi, Benedikt Testi, Bizmutun indirgenmesi
prensibine dayanan Nylander Testi olarak adlandirilir.

2. lIdrarda protein aranmasi

Idrarda protein aranmasi i¢in, kaynatma deneyi gibi
koagiilasyon prensibine veya Heller halka, Tanret, potasyum
ferrisiyaniir, siilfosalisilik asit ve Esbach gibi presipitasyon
prensibine dayanan testlerden yararlanilabilir.

3. Idrarda keton maddelerin aranmasi

Aseton, asetoasetik asit ve beta hidroksibiitirik asit siklikla
lipid metabolizmasi {irlinleri olmasi1 sebebiyle metabolik Onemi
bulunmaktadir. Ayrica keton maddeleri olarak adlandirilir ve
bunlarmn idrarda gériilmesi ketoniiri olarak isimlendirilir. Idrardaki
ketonlardan betahidroksibiitirik asit %78, asetoasetik asitin %20,’si
aseton %2 diizeylerinde bulunabilir. Asetondan asetoasetik asitten
olusabilir (doniistimsiiz reaksiyon). Bununla birlikte
Betadihroksibiitirik asit ve aseton arasinda bir reaksiyon dongiisii
vardir (doniisiimlii reaksiyon).

4. Idrarda bilirubin aranmasi

Fouchet metodu ile degerlendirilmektedir.

Idrarda kreatinin miktar1 tayini Jaffe reaksiyonu ile
yapilmaktadir.

5. Idrarda eritrosit ve hemoglobin aranmas1

Gum guaiac testi en sik kullanilan kimyasal metottur.

Idrarin Mikroskobik Muayenesi

Bunun i¢in idrar 6rneginden alinan 4 ml idrar santrifij
tiiptine konur ve tiip 1500 devirde 5 dakika santrifiije edilir. Daha
sonra tlip i¢indeki idrar drneginin iistte kalan 3.5 ml’lik kismi atilir.
Tiipin dibindeki tortu kismindan alinan 6rnek 0.5 ml idrar ile
sulandirilip lam iizerine lamel kullanilarak siiriiliir ve bu sekilde bir
preparat hazirlanir. Hazirlanan preparatta mikroskobun 40’hik
biliylitmesi kullanilarak kirmizi kan hiicreleri, epitel hiicreleri,
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kastlar, kristaller ve varsa bakterilerin varligt ve yogunlugu
degerlendirilir.

Mikroskopta bol miktarda kan hiicrelerinin goriilmesi, tiriner
sistemde kanamali bir lezyonun varligin1 veya kanamaya yol agan
bir bozuklugun varhigin1 diistiindiirtir. Siddetli idrar yolu
enfeksiyonlarinin, tiimér olusumunun, idrar yolu taslarimin ve
kristallerinin ve erkek hayvanlarda prostat bezi hastaliklarinin da
hematiiriye neden olabilecegi diisiiniilmelidir. Yalniz burada idrar
ornegi toplama yontemlerinin (kataterizasyon veya sistosentez)
kanamaya yol agabilecegi de dikkate alinmalidir. Bobreklerdeki
kanamalardan kaynaklanan hematiiride mikroskop sahasinda
eritrosit kastlarina da rastlanir. Lokositler idrarda graniiler yapida
sitoplazmaya sahip yuvarlak hiicreler olarak goriiniir. Mikroskop
sahasinda fazla sayida 16kosit goriilmesi {riner sistem
enfeksiyonlarina  isaret eder.  Bobreklerden  kaynaklanan
enfeksiyonlarda mikroskop sahasinda lokosit kastlarina da rastlanir.
Idrar o6rneklerinde bol 16kosite rastlanan hastalarda idrar
orneklerinde boyama yapilarak mikrobiyolojik degerlendirme
yapilmast ve almacak steril idrar oOrneklerinin bakteriyolojik
kiiltiiriiniin yapilmasi 6nerilir (Lippi ve ark. 2022).

Idrarda goriilebilecek epitelyal hiicreler, saglikli kedilerin
idrar sedimentinde az sayida bulunabilir. Idrar érneklerinde bobrek
kokenli epitel hiicresi, idrar kesesi kokenli epitel hiicresi veya
tiimoral durumlarda anormal ve deforme hiicre yapilarina rastlanir.
Bobreklerden kaynaklanan epitel hiicre atiliminda mikroskop
sahasinda epitel hiicre kastlarina da rastlanir (Yadav ve ark. 2020,
Fromsa ve ark. 2011)

Mikroskop sahasinda goriilen kastlar tubuluslarin henle
kulpunun ¢ikan kolunda, distal renal tubiillerin ve toplama
kanallarinin lumeninde biriken hiicre, epitel, amiloid ve hyalin
maddesi birikintilerinden olusan uzun ve paralel duvarli yapilardir.
Kastlar renal tubiillerin kanallarim1 kaplayan epitel hiicreleri
tarafindan salgilanan mukoproteinlerin tubuler kanallarda biriken
maddelerin iizerini kaplamasiyla olusur. idrar 6rneklerinde gdzlenen
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kastlar birikintiyi olusturan yapiya gore hiyalin kastlari, amiloid
kastlari, graniiler kastlar veya eritrositer kastlar olarak
isimlendirilirler (Reppas ve Foster 2016)

Kristaller hayvanlarda rutin idrar tahlilinde yaygin olarak
saptandigindan,  kristaliirinin ~ bir  hastalik nedeni  olarak
degerlendirilebilmesi i¢in ve saptanan kristalin o6zelligine gore
medikal tedavi ve diyet degisikligi uygulamalarinin yapilabilmesi
icin hastadan daha sik olarak idrar Ornegi alip kristal atiliminin
siirekligi  kontrol  edilmelidir.  Idrar  Orneklerinde  kristal
degerlendirmesinin dogru sonug¢ verebilmesi ic¢in idrarin
mikroskobik muayenesinin her zaman taze idrar Orneklerinde
(toplamadan <1 saat sonra) yapilmas1 gerekir. Toplandiktan sonra
bir saatten fazla siire bekletilmis idrar &rmeklerinde veya +4°C’de
bekletilmis idrar 6rneklerinde yeni kristallerin olusumu veya var
olan kristallerin ¢oziinmesi gibi artefaktlar gelisir. Idrar
orneklerinde goriilen kristallerden baslicalart magnezyum amonyum
siilfat (sitruvit), amorf fosfat, amonyum iirat, amorf iirat, iirik asit ve
kalsiyum okzalat kristalleridir (Escolar ve ark. 1990).

Sonug olarak alinan idrar drneklerinde ¢esitli biyokimyasal
yontemlerle viicuttaki reaktif durumdan kaynaklanan ve idrar
icerigine yansiyan biyolojik parametrelerin diizeyleri Olciilerek
degerlendirilir.
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BOLUM VI

Veteriner Hekimlikte Kitosan Uygulamalari

Simge AKBULUT!
Mert PEKCAN?

Giris

Deniz {iriinleri isletme endiistrileri tarafindan yiiksek
miktarda yengec ve karides kabuklari ¢evresel atik olarak dogaya
birakilmaktadir. Giliniimiizde atik tirlinlerin yeniden
degerlendirilmesi amaciyla ¢esitli ¢calismalar yapilmakta ve kabuklu
su lriinlerinden ¢esitli yontemlerle yeni iirtinler elde edilmektedir.
Bu yeni iirlinlere 6rnek olarak kitin ve kitin tiirevi olarak kitosan
verilebilmektedir (Karaton- Kuzgun & Giirel- inanli, 2013). Kitin
veya poli B-(1—4)-N-asetil-D-glukozamin,dogal bir polisakkarit
olup bircok organizma tarafindan sentezlenebilmektedir. Kitin
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dogada eklem bacaklilarin dis iskeletinde, mantar ve mayalarin
hiicre duvarinda bulunur. Kitinin ana ticari kaynagi yengec ve
karides kabuklaridir. Kitinin farkli derecelerde deasetilasyonundan
kitosan isimli polimer ailesi elde edilmis olur (Younes & Rinaudo,
2015). Kitosan B- (1—4)-D glikozamino-N asetil-D-glikozamin
yapida ve biyolojik par¢alanma sonrasi ¢ok diisiik toksisiteye sahip
bir polimerdir (Tuygun & Atasoy, 2016). Kitosan; dogal, katyonik
ve mukozal yapisma polisakkaritidir, kitosanin bu o6zellikleri,
ozellikle  farmasotik  ajanlarin  tasinmasinda  ve  doku
mithendisliginde biyouyumlu bir polimer olarak kullanilmasina
neden olmustur (Rashki & ark., 2021). Son yillarda kitosanin
veteriner hekimlik alaninda da kullanimi iizerine ¢esitli arastirmalar
yapilmakta ve yara 1iyilestirici ajan, antimikrobiyel bandaj
malzemesi, ila¢ ve hemostatik ajan olarak kullanimina literatiirde yer
verilmektedir (Senel & McClure, 2004).

Kitin

Kitin, ¢ok sayida canli organizma tarafindan sentezlenir
(Younes & Rinaudo, 2015). Dogada en ¢ok bulunan
biyopolimerlerden biri olan ve seliillozdan sonra ikinci sirada yer
alan kitin, hayvansal kokenli polisakkarittir (Mercimek- Takc1 &
ark., 2022). Kitinin yap1 olarak seliilozdan farki; glikoz iinitesinde

C-2 pozisyonunda hidroksil grubu yerine asetamid grubu igermesidir
(Jang & ark., 2004).

Kitin, yesil alg ve mantarlarin hiicre duvarindan ve
kabuklular, kafadan bacaklilar ve yumusakc¢alarin dis iskeleti veya
kabuklar1 dahil olmak iizere c¢esitli dogal kaynaklardan elde
edilmistir (Oryan & Sahvieh, 2017). Kitinin a, B ve y olmak {izere
ti¢ polimorfik kristal yapist vardir (Jang & ark., 2004). Dogada en
fazla bulunan ve en stabil olan form - kitindir. Fungal hiicre
duvarlarinin temel bileseni ise - kitindir ve B- kitinin ¢oziilme ve
sisme halinde alfa kitine doniistiigii bilinmektedir. Gama kitin ise
nadir bulunan formu olup alfa ve beta formlarinin bir karisimi veya
ara formu oldugu diisiiniilmektedir (Uggiil, Aras & Ozdemir-
Kiiciikcapraz, 2016).
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Kitin zincirleri, H- baglar1 araciligiyla birlestirilir ve kati
halde bulunur. Coziiniirliigii ve reaktivitesi bu icerdigi H- baglan
sayesinde kontrol edilir (Younes & Rinaudo, 2015). Bu baglar kitine
baskin bir kristalin yap1 kazandirmaktadir (Yildirim, Onciil &
Yildirim, 2016). Kitin kararli bir yapisi nedeniyle seyreltik asit ve
bazik ¢ozeltilerde, alkol ve suda ¢6ziinmez (Oguzhan- Yildiz &
Yangilar, 2014).

Kitin agirlikca %6,89 oraninda azot igermektedir ve azot
orani agirlik¢a %7 nin iizerine ¢iktiginda Kitin yerine kitosan terimi
kullanilmaktadir (Y1ldirim, Onciil & Yildirim, 2016).

Kitosan

Kitosan yapisal olarak (1—4)-2 amino-2-deoksi-f-D-glukan
(D-glukozamin) ve (1—4) -2-asetamido-2-deoksi-B-D-glukan (N-
asetil-D-glukozamin) olmak tizere iki monomerden olusan lineer bir
polisakkarittir (Maldonado-Cabrera & ark., 2021). Bir ila dort
glikozidik bag igermektedir. Henri Braconnot tarafindan 1811
yilinda, kitinin, Kitin deasetilaz ile enzimatik hidroliz veya alkali
kosullar altinda kimyasal hidroliz yoluyla kismi deasetilasyonundan
uretilmesiyle kesfedilen kitin tiirevidir (Oryan & Sahvieh, 2017).
Kitosanin asetilasyon derecesi faklilik gosterebilmekte, bu oran %5-
30 arasinda olmaktadir. Kitosanlarin karakterizasyonunu azot
icerikleri, asetilasyon derecesi ve molekiil agirliklar1 belirlemektedir
(Yildirim, Onciil & Yildirim, 2016).

Kitosan kokusuz, beyaz renkli, tatsiz, yari partikiil ya da toz
halinde bir maddedir. Sindirim enzimlerine dayanikli olmasina
ragmen bazi bakteriler tarafindan parcalandigi bilinmektedir. Asidik
coziiclilerde ¢oziinlirken suda ¢oziinmez. Organik asitlere gore
inorganik asitlerde ¢6ziinme sinirlidir (Oguzhan- Yildiz & Yangilar,
2014). Kitin ¢6zmek i¢in kullanilan ¢oziiciiler toksik maddeler
olabilmesine ragmen kitosanin seyreltik asetik asit iginde kolayca
coziinebilmesi ve serbest amin gruplarina sahip olmasi kitosanin
kitine gore daha avantajli olmasini saglamaktadir (Oguzhan-Yildiz
& Yangilar, 2014). Kitosanin kimyasal direng, diisiik toksisite,
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metallerla selatlama gibi benzersiz 6zellikleri vardir (Mercimek-
Takc1 & ark., 2022).

Kitosan, biyouyumlu, biyolojik olarak parcalanabilen,
biyoaktif, toksik olmayan, maliyeti ve immiinojenitesi disiik,
antibakteriyel 6zellige sahip bir karbonhidrat biyopolimeridir. Bu
ozelliklere ek olarak diger anyonik biyomateryaller ve molekiillerle
kompleks olusturmasi nedeniyle biyomedikal uygulamalarda da
kullanilmaktadir (Oryan & Sahvieh, 2017).

Kitosan Hazirlanmasi

Kitinin degisen derecelerde deasetilasyonundan sonra elde
edilen polimer ailesi kitosani ifade etmektedir. Kitin ve kitosanin
ayrimi, asetilasyon derecesidir. DA (molar yiizde olarak ifade edilir)
% 50 mol’den daha diisiik oldugunda kitosan olarak adlandirilir
(Younes & Rinaudo, 2015).

Kitin ve kitosan elde eldilmesi i¢in genellikle iki yontem
tercih edilmektedir bunlar; kabuklularin yan tirlinlerinden kimyasal
yontemlerle veya biyolojik yontemlerle elde edilmesidir (Kou,
Peters & Mucalo,2021).

Kimyasal Yontem

Deniz kabuklularindan kitosan elde edilmesi igin
uygulanilacak asamalar: deproteinizasyon, demineralizasyon,
dekolorasyon ve elde edilen kitinden deasetilasyon ile kitosan
eldesidir (Oguzhan- Yildiz & Yangilar, 2014).

Deproteinizasyon igin sodyum hidroksit (NaOH) veya
potasyum hidroksit (KOH) gibi diisiik derisimdeki alkali ¢cozeltiler,
demineralizasyon i¢in kalsiyum karbonat ya da hidroklorik asit
(HCI) gibi sulu asit ¢ozeltileri, dekolorizasyon asamasi i¢in sodyum
hipoklorit (NaClO), kloroform (CHCIz), potasyum permanganat
(KMnOg), etil asetat (CsHgO2) ya da hidrojen peroksit (H20)
kullanilabilmektedir. Deasetilasyon asamasi ig¢in tercih edilen;
derisik NaOH ¢ozeltisi ve yliksek sicakliklardir (Tokath &
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Demirdoven, 2015). Deastilasyon asamasinda asit ¢ozeltiler yerine
NaOH ¢ozeltisi  kullanilmasimnin ~ sebebi  yiiksek  diizeyde
depolarizasyonun 6niine gegmektir (Yildirim, Onciil & Yildirim,
2016).

Ik basta kitin elde edilecek dogal kaynak (kabuklu deniz
uriinleri ve benzeri) yabancit maddelerden arindirilmak tizere yikanir.
Daha sonra deproteinizasyon islemine gegilir. Deporiteinizasyon
islemi i¢in kabuklar %3’liik NaOH ile 30 dakika boyunca kaynatilir,
kitininin protein komplekslerinin igerdigi kovalent baglarin
parcalanmasi saglanir. Sogutulur ve alkali kalintist su ile
uzaklastirilir. ikinci asama olan demineralizasyon asamasi igin
%3’lik HCI ile 30 dakika boyunca oda sicakliginda muamele
edildikten sonra suyla yikanir. Bu deproteinizasyon ve
demineralizasyon islemleri ardindan su oram1 %6’nin altina diisen
kabuklar preslenerek kitin elde edilir (Ko¢ & Ozkan, 2011).
Dekolorizasyon agamasinda amag¢ renk ayrimidir. NaClO ile
pigmentlerin uzaklastirilmas: saglanir (Uggiil, Aras & Ozdemir
Kiigiikgapraz, 2016). Boylece Dekolorizasyon asamasiyla kitinle
kompleks halde bulunan astaksantini uzaklastirilmis olur (Tokatli &
Demirddven, 2015). Bu asamlarla elde edilen kitin deasetilasyon
asamasinda NaOH icerisinde 90 °C’lerde 1sitilir, filtre edildikten
sonra yine alkali kalintistn1 uzaklagtirmak i¢in suyla yikanir,
preslenir. Pres islemi fazla suyun uzaklastirilmasi amaciyla yapilir.
Nem igerigi %5’in altina diisene kadar gilines veya kurutucu
yardimiyla kurumaya birakilir. Kurutma islemi sonrasi elde edilen
iiriin kitosandir (Kog¢ & Ozkan, 2011).

Yapilan bir ¢alismada demineralizasyon asamasinin
deproteinizasyon asamasindan once gelmesi gerektigi hipotezi one
stirilmiis fakat yapilan ¢alismada anlamli bir fark bulunamamaistir.
Her ne kadar literatiir agisindan fark goriilmese bile giiniimiizde
stirecin verimliliginin arttirilmasi i¢in 1stakozdan kitosan eldesinde
mineralizasyon asamasinin once yapilmasi tavsiye edilmektedir.
Bunun nedeni 1stakoz kabuklarinin mineraller ve diger organik
bilesiklerle ag seklinde sik1 bir yapiya sahip olmasidir (Kou, Peters
& Mucalo, 2021).
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Biyolojik Yontem

Biyolojik yontem enzimatik yolla veya mikrobiyal yolla
gergeklestirilebilmektedir (Tokatli & Demirdéven, 2015).

Enzimatik yolla kitosan eldesinde proteolitik aktivite
gosteren papain, proteaz ve pepsin gibi enzimler tercih edilirken;
deasetilasyon asamasi kitin deasetilaz ile gergeklestirilir (Tokath &
Demirddven, 2015).

Mikrobiyal yol kullanilarak kitosan elde edilmesinde
demineralizasyon asamasinda laktik asit treten Lactobacillus
plantarum ve Lactococcus lactis, deproteinizasyon asamasi igin
proteaz aktivitesi olan Lactobacillus plantarum ve Teredinobacter
turnirae, deasetilasyon asamasinda kitin deasetilaz etkisi gosteren
Aspergillus niger, Mucor rouxii gibi mikroorganizmalar tercih
edilmektedir (Tokatl & Demirdoven, 2015).

Kitosan elde edilmesinde kimyasal methodlarin, biyolojik
methodlara tercih edilme nedeni daha ucuz ve ¢oklu iiretime olan
uygunlugudur (Yildirim, Onciil & Yildirim, 2016).

Veteriner hekimlikte kitosan uygulamalar:

Cilt tedavilerinde cesitli biyomateryaller saf olarak ya da
birlesim halinde kullanilabilmektedir fakat bunlar genellikle cilt
tedavilerinin uzun siirmesi nedeniyle veteriner hekimlikte hasta
sahipleri i¢in maliyetlidir. lyilesmeyi artirmak amaciyla
polimerlerin kullanilmasi yeni bir konudur ve kitosan bu yonde
tercih edilen biyopolimerlerden biridir (Maldonado-Cabrera & ark.,
2021). Hayvanlarda yara iyilesmesini hizlandirmak amaciyla kitin,
kitosan ve tlirevlerini kullanilan bir¢ok calisma bulunmaktadir
(Senel, 2011). Son yillarda in vitro ve in vivo yapilan ¢aligmalarda
kitosanin inflamatuar hiicreleri uyardigi, 16kosit fagositozu ve
makrofaj fagositozu ve interlokin-4 (IL-4), IL-1, transforme edici
bliyiime faktorii- f1 (TGF-B1) iiretimi ve fibroblast migrasyonunu
arttirarak yara iyilesmesini sagladigi gosterilmistir (Drewnowska &
ark., 2013). Kitosan, birden fazla deri patojeni {izerinde ve bazi ilag
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direngli tiirler iizerinde kanitlanmis biyolojik aktiviteye (6rnegin,
biliyime inhibisyonu veya yapisma inhibisyonu) sahiptir. Ayrica
yara iyilesme siiresini hizlandirici 6zelliklere sahiptir ve bu da deride
hem antimikrobiyal hem de yara iyilestirici olarak tercih edilme
nedenlerindendir (Costa & ark., 2018). Kitosan ve tiirevlerinin gram
pozitif ve gram negatif bakteriler, maya ve mantarlar gibi hedef
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivitesi kitosanin,
molekiiler agirligina, kokenine ve etki derecesine baghdir
(Mercimek- Takc1 & ark., 2022).

Kitosanin, fibroblast ve endotel hiicre hasari ile karakterize
edilen radyasyondan zarar gOrmiis yaralar tiizerindeki etkisi
arastirilmak amaciyla, pamuk lifi tipi kitosan kopeklerde rontgen
isinina maruz kalan cilt yarasina topikal olarak uygulanmuistir.
Yapilan c¢aligmada kitosanin neovaskiilarizasyonu ve graniilasyon
dokusu olusumunu 6nemli dlgiide iyilestirdigi, radyasyon etkisine
ragmen kitosanin yara iyilesme siirecini hizlandirabildigi
gosterilmistir. Ayrica trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF),
TGF-B1 ve vaskiiler endotelyal biliylime faktérii (VEGF) mRNA
ekspresyonunun yukari dogru diizenlendigi gosterilmistir (Ueno &
ark., 2007).

Diinyada 6zellikle son yillarda kiimes hayvan endiistrilerinin
verimliligi olduk¢a artmistir. Bu verimlilik artist  kiimes
hayvanlarinin rasyonlarindaki yem katki maddelerinin kullaniminin
onemini gostermistir. Bir ¢alismada etlik piliglerde kitin ve kitosan
ile beslenen gruplar biiyiime performansi, karkas ve organ 6zellikleri
etkisi bakimindan karsilastirtlmistir. Calismada kriketten elde edilen
kitinin, pili¢lerin biliyiime performansini, karkas kalitesini organ
ozelliklerini kitosandan daha fazla Oolgiide 1yilestirdigi ortaya
konulmustur (Lokman & ark., 2019).

Diabetes Mellitus (DM), insiilin yoklugu veya insiilin
direncine bagl olarak gelisebilen kronik bir hastaliktir (Taheriazam
& ark., 2023). Streptozotosin ile indiiklenerek insiiline bagiml
olmayan diyabetes mellitus (tip-2 DM) olusturulmus farelerde
kitosan (%5 gida katkisi) olarak 4 hafta boyunca uygulanmistir. Dort
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haftanin sonunda kitosanin farelerin kan seker diizeylerini,
kolesterol seviyelerini ve trigliserid seviyelerini diistirdiigii
gozlenmistir (Miura & ark., 1995). Bagka bir ¢alismada
streptozotosin ile diyabet olusturulan ratlarda yiiksek molekiil
agirlikli kitosan ile diisiik molekiil agirlikli kitosan diyet uygulanmis
glikoz ve kolesterol diizeyleri incelenmistir. Yapilan calismanin
sonunda yiiksek molekiil agirlikli kitosan ile beslenen grupta glikoz
ve kolesterol diizeylerinde diisme, diisiik molekiil agirlikli kitosan
ile beslenen grupta anlamli bir fark gézlenememistir. Farkin altinda
yatan mekanizmanin aydinlatilmasi, diyabetik sicanlarda diyete
verilen glikoz tepkisindeki belirgin degiskenligin anlasilmasina
yardimct olabilecegi diisiiniilmektedir (Yao, Huang & Chiang,
2008).

Fosfat1 bagladigi ve iire seviyelerini distirdiigii iddia edilen
kitosan bazli bir besin takviyesi (Epakitin™, Vétoquinol),
kopeklerde ve kedilerde kronik bobrek hastaliginda kullanilmak
iizere ticari olarak mevcuttur (Senel, 2011). Epakitin (Vétoquinol
USA) %8 yenge¢ ve karides kabugu ekstresi, %10 kalsiyum
karbonat ve %82 laktoz icerir. Gastrointestinal fosfor emilimini
azaltarak ve azalan protein sindirilebilirliginin etkileri nedeniyle tire
nitrojenini diisiirerek kronik bobrek hastalarinda etkisini géstermesi
icin tasarlanmistir. Az sayida normal ve kronik bobrek hastalikli
(KBH) kedi tizerinde yapilan bir ¢alisma, kitosan ve kalsiyum ile
desteklenmis normal bir bakim diyeti yiyen kedilerde, protein
sindirilebilirliginde bir azalmanin yani sira kan tire nitrojeni (BUN)
ve serum fosfor diizeyinde diisme gostermistir (Kidder & Chew,
2009).

Kitosan, 6zellikle antijenlerin mukozal iletimi ve bagisiklik
tepkisinin iyilestirilmesi agisindan veteriner ilaglarinda genis ¢apta
arastirilmaktadir. Biyobozunabilirligi, biyouyumlulugu ve diisiik
toksisitesi nedeniyle asilar i¢in hem adjuvan hem de dagitim sistemi
olarak biiylik bir potansiyele sahiptir. Ayrica sulu dispersiyonlar,
jeller, siingerler ve mikro/nanopartikiiller gibi ¢ok ¢esitli kitosan
dagitim sistemlerinin antijenleri ve diger adjuvanlan tasiyabildigi
gosterilmistir. Halihazirda mevcut olan veya antijenler igin
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arastirilmakta olan diger dagitim sistemleriyle karsilastirildiginda,
kitosan bazli dagitim sistemleri, antijenin stabilitesinin hem
hazirlama hem de depolama sirasinda korunmasi gibi c¢esitli
avantajlar sunmaktadir (Senel, 2011). Kitosan bazli nanotasiyicilarin
yliksek biyouyumlulugu nedeniyle gelecekte klinik caligsmalarda
kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Son zamanlarda Kitosan bazli
nanotastyicilar DM tedavisinde yaygin olarak uygulanmaktadir.
Insiilinin oral yoldan verilmesi kitosan nanopartikiillerinin DM
tedavisinde en yaygin kullanimidir ve insiilinin farmakolojik
biyoyararlanimini artirirlar. Ayrica, mukoadezif 6zelliklere sahip
kitosan bazli nanoyapilar, insiilinin oral biyoyararlanimini
artirabilir. kitosan bazli hidrojeller, ilaglarin siirekli salinimi ve yara
tyilesmesi gibi DM komplikasyonlarinin tedavisi i¢in gelistirilmistir.
Ayrica  Kkitosan  bazli  nanopartikiiller, DM tedavisinde
fitokimyasallarin ve diger terapdtik ajanlarin verilmesine aracilik
edebilir ve bunlar, digerlerinin yani sira nefropati, néropati ve
kardiyovaskiiler = hastaliklar =~ dahil = olmak  {lizere @ DM
komplikasyonlarinin tedavisi i¢in umut verici bilesikler olarak kabul
edilmektedir (Taheriazam & ark., 2023).

Antijenlere ek olarak nanoparcacik i¢eren asilara nanoasilar
denilmektedir. Sucul canlilarda bagisiklik sistemini uyararak
bulasici hastaliklara karsi korunma ve hastaliklarin kontrolii i¢in
tercih edilen yontemlerden biri de asilamadir. Su trinleri
asilamalarinda nanoteknoloji  uygulanmalariyla toksisite ve
kanseronik etki gosteren kimyasal adjuvanlarin kullaniminin 6niine
gecilebilecegi  diistiniilmektedir.  Asya levreklerinde (Lates
calcarifer) oral vyolla Kkitosan tripoli ve Kkitosan fosfat
nanoparcaciklarinin DNA agsis1 seklinde kullanildigi bir ¢aligmada
asiin Vibrio anguillarum’a kars1 bagisiklik tepkilerini indiikledigi
tespit edilmistir (Donmez, 2023). Baska bir ¢alismada C vitamini ile
kitosan nanopartikiilleri konjuge edilmistir. Vitaminin, gokkusagi
alabaligina (Oncorhynchus mykiss) oral uygulamadan sonra 48 saate
kadar salindigi ve baligin dogustan gelen bagisiklik sistemini
uyardig1 gozlenmistir (Shaalan & ark., 2016). Bagka bir ¢alismada
rekombinant DNA-kitosan nanopartikiillerinin karideslerde beyaz
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nokta sendromu viriisine (WSSV) karsi koruma etkinligi
degerlendirilmis, asinin oral uygulama sonrasi karides bagisikligini
arttirdigit ve WSSV'ye kars1 koruyucu etki sagladigi gézlenmistir
(Rajeshkumar & ark., 2009).

Sonu¢

Deniz kabuklular1 artik iirtinlerinden kitosan eldesi, gevreye
kars1 duyarlilik agisindan 6nemli kabul edilebilir. Kitosanin kitinden
kolay bir sekilde elde edilebilmesi, biyouyumlu ve diisiik maliyeti
yaninda iritan karakterde olmamasi veteriner hekimlik alaninda
kitosana olan ilgiyi arttirmis ve ¢esitli ¢alismalar yapilmasina neden
olmustur. Kitosanin, antimikrobiyel, yara iyilestirici, hipoglisemik,
hipolipidemik aktiviteleri yapilan ¢calismalarda gdsterilmesine karsin
kitosanin etki mekanizmasi hala agiklanamamistir. Diyabetik
hayvanlarda etkileri c¢eliskili olup hem diyabet tipleri hem de
molekiil agirliklar1 {izerine daha fazla ¢alisma yapilmalidir.
Kitosanin as1 ve ilag dagitim sistemlerinde kullanimina yonelik
cesitli calismalarda pozitif etkileri hayvan modelleri iizerinde
yapilan arastirmalarla gosterilmis ve ileride de benzer arastirmalara
ilgi duyulacagi tahmin edilmektedir.
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BOLUM VII

Kedi ve Kopeklerde Kanser ve Sitokinler

Yeliz KAYA KARTAL!
Tevhide SEL?

Giris

Kanser son yillarda 6nemini gittik¢e arttiran sadece genetik
faktorlere bagl degil, cevresel faktorlere de bagli olan kronik seyirli
bir hastaliktir. Hiicrelerin anormal sekilde farklilasip, bdliiniip
cogalmasiyla ilgili bir hastalik oldugu icin 6zellikle yaslanma ile
olusma riski daha da artmaktadir. Insanlarda olduk¢a 6nemli olan bu
kronik seyirli hastalik son zamanlarda hayvanlarda da goriilmeye
baslanmasi ile 6nemi yaninda merak uyandiran bir hastalik haline
gelmistir. Vahsi yasamda olusan rekabet kaynakli hayvanlarin

! Aras. Gor. Dr., Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dals,
yelizkayaO6@gmail.com
2 Prof. Dr., Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dals,
tevhidesel@gmail.com
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yasam Omiirleri kisalmakta ve buna bagli olarakta kanser olusumuna
dair bir bulguya rastlanilmamaktadir. Ancak kedi ve kopek gibi pet
hayvanlari glinlimiizde bir¢ok hanede aile bireyleri olarak
hayatimiza dahil olmakta ve bdylelikle hastaliklarina iligkin gézlem
sansimizi da arttirmaktadir.

Yapilan arastirmalar gostermektedir ki baliklardan tilkilere
kadar hemen hemen tiim hayvanlarda kanser goriilebilmektedir.
Insanlar ile karsilastirildiginda kanserin olusum mekanizmasi
farklilik  gosterebilmektedir. Ornegin alkol kullanimi, tiitiin
kullanim1 veya kimyasallara maruz kalma gibi sebeplere bapli
kanser olusumu insanlarda yaygin bir neden iken hayvanlarda boyle
bir durum s6z konusu olmamaktadir. Kopeklerde transmissible
venereal timor olarak bilinen ve bulasici olan kanser tiiriine ise
insanlarda rastlanilmamaktadir.

Sitokinler de en az kanser kadar giiniimiizde arastirilan bir
baska konudur. Sitokinler sadece kanser degil hemen hemen tiim
hastaliklarda hem biyobelirtec hem de terapotik ajan olarak
kullanilabilen 6nemli biyomolekiilerdir. Hem 1iyi hem koti
yonlerinin bulunmasindan dolayr olduk¢a Onemli bir aragtirma
konusu olmustur. Ozellikle yangisal olusumlarda gorev alan bazi
proinflamatuvar  sitokinlerin ~ kronik  seyirli  hastaliklarin
ilerlemesinde  baglica rol aldiklar1 yapilan arastirmalarla
desteklenmektedir. Kronik seyirli hastaliklarda yer alan kanser
icinde bu nedenle olduk¢a 6nem teskil etmektedir.

Tim bu bilgiler 1s18inda Kanser, sitokinler ve kedi ve
kopeklerde siklikla karsilasilan kanser tiirleri ele alinarak
sitokinlerin burada ele alinan kanserdeki rolleri ve etkileri yapilan
caligsmalar dogrultusunda derlenecektir.

Kanser nedir?

Kanserin daha iyi anlasilabilmesi i¢in oncellikle tiimorlerin
tanimlanmasi gerekmektedir. Eskiden tiimor denildiginde viicudun
herhangi bir bolgesinde meydana gelen bir sislik anlagilmaktaydi
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ancak bugiin neoplazma veya kontrolsiiz hiicre iiremesi anlaminda
da kullanilmaktadir. Timorler, koken aldiklar1 hiicrelere benzerlik
gosteren ancak kontrolsiiz olarak ¢ogalan ve doku ya da organa
higbir faydasi olmayan hiicrelerin tamamidir. Tiimorleri iyi (benign)
veya kotii (malign) huylu tiimdrler olarak ayirabilmekteyiz. Kot
huylu timorler genelde koken aldiklar1 dokulardan benzerlik
bakimindan daha da uzaklasir ve taninmaz bir hale gelirler. Bu tiir

tiimorlere ise kanser denilmektedir (Erer & Kiran, 2009; Kokiiuslu,
1996).

Normal bir hiicre belli durumlarda aldigr uyarilara yanit
olarak boliinme gerceklestirir ve ¢ogalir. Ayni sekilde yaslanip
gorevini yerine getiren normal bir hiicre aldig1 uyarilar ile apoptoz
denilen hiicre oliimiinli gerceklestirir ve ortamdan uzaklastirilir.
Yani saglikli bir hiicre DNA’da meydana gelen bir hatay1 tespit
ederek diizeltir veya yok eder (Akbulut & Akbulut, 2005; Fiskin,
2002). Bu dengenin bozulmasi ve hatali DNA’larin artarak
kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi1 kansere isarettir. Kanserde meydana
gelen siirece karsinogenez denmekte ve bir kanser gelisiminin var
olabilmesi i¢in hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde cogalabilmesi
gerekmektedir. Bu kontrolsiiz ¢cogalmaya eslik eden en Onemli
ozellikler ise hiicrelerin Oliimsiizliik kazanmasi yani apoptozun
baskilanmasi ve metastaz yetenegi gelistirmesidir (Evan & Vousden,
2001; Fiskin, 2002). Diinya Saglik Orgiitiiniin tanimlamasina gore
kanser, her yastan ve cinsiyetten insani etkileyebilen ve tiim doku
veya organlardan koken alabilen yayilmaci 6zelligi olan ve normal
siirlarin digina tagan anormal hiicrelerdir (WHO, 2022).

Apoptoz; yaslanan veya islevini yitirmis hiicrelerin ortadan
kaldirilmasina ve yerine yeni ve geng hiicrelerin yapilmasinda rol
oynayan hiicre dongiisiiniin saglikli sekilde devamini saglayan en
onemli olaylardan biridir. Daha kisa bir ifade ile apoptoz
programlanmis hiicre O6limidiir. Apoptoz daha fetusun rahme
tutunmasi olayindan baglar ve 6liime kadar devam eder. Apoptozun
baskilanmasi sonucunda tiimor biliylime egilimnde olmaktadir
(Hikim & ark., 1995; Tomatir, 2003). Apoptozu tanimlamak i¢in
onemli biyobelirtecler mevcut olmakla birlikte bu molekiiller
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kaspazlar, tiimor nekroz faktorii reseptorleri ve B hiicreli lenfoma-2
(Bcl-2) protein ailesi gibi apoptotik markerlardir (Strasser, 2000).
Kaspazlar ozellikle apoptozun saglanmasinda Snemli enzimler
olmakla birlikte p53 inhibitorii olan MDM2’nin pargalanmasini
saglayarak inaktive etmektedir (Nicholson & Thornberry, 1997).

Apoptozun baskilanmasi ne kadar kanserle iliskiliyse
inflamayonda o kadar kanserle alakali bir siiregtir. Kanserin kronik
bir hastalik olarak ele alinmasindaki en 6nemli neden kronik
inflamasyonun kanser riskini arttirici etkisidir. Bu durumda kronik
inflamasyon zamanla kansere yol agabilirken, kanser olusumuda
inflamasyon artis1 ile karakterizedir (Chen & ark., 2018; Reuter &
ark., 2010). Kanser ve inflamasyonun yakin iliski i¢inde olmasini
bulan ilk kisi 19. yiizyilda kanser hiicrelerindeki lenfosit varliginm
ortaya koyan Rudolf Virchow olmustur.

Insanlarda kanser gelisimine neden olan énemli faktorler;
e Ultraviyole (UV) 1s1nlar1
e Radyasyon maruziyeti
e Tiitlin ve alkol kullanim1
e lIyonlastirict ajanlar
e Obezite
e Bazi mikroorganizmalar (Viriis, parazit, bakteri)
o Kimyasallara maruziyet
e Endiistri

e Stres

e Inflamasyon
(Erdem & ark., 2017; Yokus & Cakir, 2002)
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Bu faktorler goz Oniine alindiginda kanser olusumu 4 alt
grupta toplanabilmektedir. Bunlar;

e Kaliim (Cevresel faktorler yaninda etkisi oldukca
diigiiktiir)

e C(Cevresel (Endiistri, Mikroroganizmalar, Kimyasallar
vb)

e Davranigsal (Obezite, Tiitlin ve alkol vb)

e Biyolojik faktorlerdir.

Hangi durumla karsilasilirsa karsilasilsin, her durumda sonug
olarak DNA hasar1 ve gen mutasyonlart sekillenmektedir.
Dolayistyla kanser gen mutasyonlari ile karakterize olmakla birlikte
yalnizca tek bir gen mutasyonu degil bir¢ok gende olusan hasarlarla
meydana gelmektedir (Yokus & Cakir, 2012).

Diinya capinda insan olimiiniin 6nde gelen bir nedeni
olmanin 6tesinde, kanser esasen yaklasik 1 milyar y1l 6nce metazoan
yasamina ge¢is sirasinda ortaya c¢ikan ¢ok hiicreli organizmalarin
patolojisidir (Aktipis & Nesse, 2013). Cnidarians'tan balinalara
kadar neredeyse tiim hayvan kralliginda goriiliir (Leroi, Koufopanou
& Burt, 2003).

Sitokinlerin yapisi ve ozellikleri

Sitokinler, 30 kDa’dan diisiik olan kiigiik glikoproteinler
olup makrofaj, lenfosit, graniilosit, endotelyal hiicreler, fibroblast ve
mast hiicrelerinden iiretilmektedir. Inflamasyon ve bagisiklik
iizerinde karmagik bir diizenleyici etkiye sahiptir. Sitokinler
hormonlara benzeyen hiicre i¢i haberciler olmakla birlikte hem
otokrin hem parakrin hem de endokrin etkiye sahiptir (Deverman &
Petterson, 2009; Owen, Punt & Stranford, 2007). Sitokinler
uretildikten sonra hedef hiicrelerin reseptorlerine baglanarak gen
aktivasyonuna neden olur ve biyolojik etkilerini bu sekilde
gosterirler (Owen, Punt & Stranford, 2007)

Yiiksek derecede a sarmal yapiya sahiptirler ve molekiiller
dort a sarmal demeti ile benzer bir polipeptit katin1 paylasirlar.
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Bunlar smiflandirilirken, Thl hiicreleri veya Th2 hiicrelerinden
iiretilmeye baslanarak siniflandirmaya devam edilir. Yakin zamanda
Thl ve Th2 hiicrelerinden farkli sitokin profilini gosteren Th
hiicrelerinin (Th17) ve T diizenleyici hiicrelerin (Treg) ligiincii bir
alt grubu kategorize edilmistir. Treg hiicreleri tip 1 (Trl), daha az
miktarda ve ¢ok diisiik TGF-f3 ve IL-2 seviyesinde temel olarak IL-
10 ve IFN-y, IL-5 salgilar. Treg'in Tr3 alt kiimesi (ayrica Th3
hiicreleri olarak da adlandirilir) tercihen TGF-B ve daha az miktarda
IL-10 tiretir (Barnes, 2008).

Salgilarina goére, lenfokinler (T hiicreleri tarafindan
salgilanan ve bagisikhk  yamitim  diizenleyen  sitokinler),
proinflamatuar sitokinler (inflamatuar stireci hizlandiran ve siirdiiren
sitokinler), biiyiime faktorleri (hiicre sagkalimini destekleyen ve
yapisal degisikliklere neden olan sitokinler) olarak siniflandirilirlar.
Ayrica Kemokinler (yangi hiicreleri i¢in kemotaktik olan sitokinler)
ve Anti-inflamatuar sitokinler (yangi tepkisini negatif olarak modiile
eden sitokinler)’de alt siniflandirmada yer almaktadir. Sitokinleri
birebir siniflandirmak pek miimkiin degildir ve bir grup iginde yer
alan bir sitokin diger bir grupta da yer alabilmektedir (Akdogan &
Yontem, 2018; Diker, 2005).

Sitokinler uygun yara iyilesmesini destekleyen enfeksiyon
ve yaralanma bolgelerinde inflamatuar cevabi yliriitmek icin gerekli
aracilardir. Bununla birlikte, yaralanma bdlgesinde proinflamatuar
sitokinlerin abartil1 tiretimi hemodinamik instabilite veya metabolik
diizensizlikler olarak sistemik olarak ortaya c¢ikabilir. Siddetli
yaralanma veya enfeksiyondan sonra, siddetli ve kalict Thl sitokin
cevabi, ¢coklu organ yetmezligi ve 6liime yol agan hedef organ hasari
icin katkida bulunabilir. Th2 sitokinleri bu istenmeyen etkilerin
bazilarini en aza indirebilir. Sitokinleri koken aldiklar1 hiicreye veya
biyolojik islevlerine gore siniflandirmak miimkiin olmadigindan,
bunlar interlokinler (IL, IL-1'den IL-35'e sirali olarak
numaralandirilmis), timor nekroz faktorleri (TNF), kemokinler
(kemotaktik sitokinler), interferonlar (IFN) ve mezenkimal biiyiime
faktorleri olarak gruplandirilmistir (Barros de Oliviera & ark, 2011;
Diker, 2005; Sommer & White, 2010).
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Sitokinler neredeyse her biyolojik siireci etkiler; Bunlar
arasinda embriyonik gelisim, hastalik patogenezi, enfeksiyona
spesifik olmayan yanit, antijene spesifik cevap, bilissel islevlerdeki
degisiklikler ve yaglanmanin dejeneratif siireglerinin ilerlemesi yer
alir. Ayrica sitokinler, kok hiicre farklilagmasinin, as1 etkinliginin ve
allogreft reddinin bir pargasidir. Bu kiiclik, yapisal olmayan
proteinlerin gesitli ve siklikla g¢elisen aktiviteleri inflamasyon ve
immiinoloji alanlarmi etkilemektedir. Coklu biyolojik 6zellikler
veya pleiotropizm bir sitokinin ayirt edici 6zelligidir. Giiniimiizde
"sitokin" terimi interferonlari, interlokinleri, kemokin ailesini,
mezenkimal biiyiime faktorlerini, timor nekroz faktorii ailesini ve
adipokinleri kapsar. Sitokin benzeri aktiviteleri kodlayan 100'in
iizerinde ayr1 gen vardir, bunlarin birgogu Ortiisen islevlere sahiptir
ve pek ¢cogu heniiz kesfedilmemistir (Kelso, 1998).

Sitokinler fonksiyonel siniflara ayrilabilir. Ornegin, baz
sitokinler baglica lenfosit biiyiime faktorleridir, digerleri ise
proenflamatuar veya anti-inflamatuar molekiiller olarak islev
goriirken, diger sitokinler antijene karsi immiin yaniti polarize eder.
Sitokinler hemen hemen her biyolojik disiplinde ¢alisiimasina
ragmen, sitokin aracili etkiler inflamasyon, immiinoloji, ateroskleroz
ve kanser alanlarina hakimdir. Ornegin, kemokinler ve bunlarin
reseptorleri enflamasyon, HIV-1 patojenezi, lenfosit kagagi ve
otoimmiin hastalifa etki etmistir. NALP1 genindeki mutasyonlar
otoimmiin hastaliklar ile iligskiliyken NALP3'teki mutasyonlar
otoinflamatuar hastaliklar ile iliskilidir (Dinarello, 2007).
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Tablo 1. Sitokin ve reseptorlerinin rol aldiklar: gérevierine gére

siniflandiriimasi

Aktivite Sitokin ve Reseptorleri
Hiicre aracili bagissklik  |I1IL1 IL7 IL15 IL6 IL21 TNF-
(proinflamatuar) B IFNa
IL2 IL10 1IL16 IL18 IL 23 TNF-
a IFNSB
IL 4 IL 11 IL 17 IL 12
IFN y’
Humoral bagisiklik IL1 IL4 IL6 IL12 IL15 1IL25
(proinflamatuar) IL2 ILS IL10 IL13 IL21 TGFB
Alerjik bagisiklik IL3 ILS 1ILI13 IFNY SCF
(proinflamatuar) IL4 1L9 IL25 GM-CSF
IL4 IL6 IL13 IL20 IL24 TGF B
Antiinflamatuar ILIRA
IL5 IL10 IL19 IL22  1L26
IL1RII.

Elbette, bir hiicrenin iirettigi ve bir baska hiicreye etki eden
bir ¢Oziinebilir faktdr olarak bir sitokinin tanimi, hedef hiicrenin
islevinde bir degisiklik meydana getirmek ic¢in, hormonlarin
endokrin sistemine dayanmaktadir. Bir bakima, sitokinleri immiin ve
inflamatuar yanitlarin “hormonlar1” olarak diigiinebiliriz. Bununla
birlikte, sitokinlerin bazi 6zellikleri bu tanimdan ka¢maktadir.
Hormonlar belirli bir doku veya hiicrenin birincil iirlinleridir, oysa
sitokinler ¢ogu hiicrenin Uriintidiir. Ancak sistemik bir inflamatuar
yanit sirasinda, sitokinler endokrine benzer aktivite sergiler. Hedef
hiicrelerin zarinda, bunlarin sinyal iletimi ve diizenleyici islevleri
icin spesifik reseptorleri vardir (Kelso, 2000).

Cesitli uyaranlara yanit olarak sitokinler beyaz kan hiicreleri
dahil ¢esitli hiicrelerden salgilanir. Dogustan gelen cevap konak¢inin
hayatta kalmasi i¢in gereklidir ancak hastalikta da nedenseldir.
Cesitli hiicre i¢i mikroorganizmalara kars1 savunma i¢in gerekli olan
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interferon (IFN), ¢esitli otoimmiin hastaliklarin patogenezinde
onemli bir sitokindir (Khan, 2016). Sitotoksik T hiicrelerinin (CTL)
olusturulmasi i¢in IL-2'ye ihtiya¢ vardir ve birka¢ asi i¢in temel
olusturur fakat ayni sitokin, bazi istenmeyen etkileri olusturabilir ve
bagisiklikla ilgili toleransin gelismesinde dnemli bir rol oynadigi
icin doku reddi gibi durumlardan da sorumlu bir sitokindir.
Inflamasyon, bagisiklik ve enfeksiyonlara ek olarak, sitokinler artrk
alanlarim1 ateroskleroz ve kansere genisletmistir. Bu nedenle
sitokinler saglik ve hastalik icin yararli biyo-belirtegler olabilir ve
teshis, prognostik ve terapotik maddeler olarak islev gorebilir
(Gulati & ark., 2016; Khan, 2016).

Lenfosit fonksiyonlarinin diizenleyicileri olarak ¢dziinen
faktorler, 1970'lerin ortalarina kadar, Igal Gery ve Byron
Waksman'in tanimlamasiyla “’lenfosit aktivasyon faktorii’’ olarak
adlandirilmistir ve daha sonra T hiicre biiylime faktorii olarak
degistirilmistir. Bir hastalik siirecinin, bu ¢oziinebilir faktorlerin
(sitokinler) hiicrelerden iiretilmesini tetikledigi ve bu “faktorlerin”,
hastaligin belirtilerini yansitan 6zellik (ler) oldugu ortaya ¢ikmistir.
Bu goriis, konakcinin enfeksiyonla bagladigi spesifik olmayan
fizyolojik ve immiinolojik kargasa ile en iyi sekilde degerlendirilir
(Gery & Waksman, 1972; Mier & Gallo, 1980).

Hayvanlarda Sitokinler

Tavsanlarin peritoneal kavitesinden noétrofillerden salinan
coziinebilir faktorler, bir hastalik (cogu vakada enfeksiyon) ve
konakg¢imnin (ates) tepkisi arasinda bir baglanti kurabilen ilk
faktordiir. Bu ¢6ziinebilir faktorlerin biyolojik 6zellikleri ates, viral
enfeksiyonlara direng, beyaz kan hiicresi sayisinin artmasi, akut faz
proteinlerinin sentezi, kanser hiicrelerinin 6limii ve enflamatuar
hiicrelerin gog¢iinii igerir (Dinarello, 2007).

Sitokinler, reseptorlerin ve sinyallerin kademeli dizisinin
ortaya ¢ikmasindan once en erken bigimlerden hiicre i¢i molekiiller
olarak gelismistir. Sitokin benzeri aktivitelerin denizyildiz1 ve
Drosophila gibi omurgasizlarda, konak savunmasinda ve onariminda
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onemli bir rol oynadiklart gosterilmistir. Poikilotermik
kertenkelelerde sitokin aracili viicut 1s1sinda sagkalim mekanizmasi
olarak ortaya c¢ikmustir. Bazi sitokinler, belirli reseptorler igin
transkripsiyon faktorleri (muhtemelen baslangi¢ fonksiyonlari) ve
ekstraseliiler ligandlar olarak islev goriirler (Bernheim & Kluger,
1976).

Sitokinlerin insanlarda ve kemirgenlerde yogun olarak
calistimis olmasmma ragmen, evcil hayvanlarda sitokinlerin
arastirilmasi, yakin zamanda, sitokinlerin immiinolojik ve
enflamatuar siireclerdeki 6neminin giderek farkina varilmasiyla
hizlanmaya baslamistir (Myers & ark., 1995).

Kanser siirecinde sitokinlerin rolii;

Sitokinler, kanserlerin  biliylimesini ve  yayilmasini
diizenlemede yer alir. Kanser hiicreleri, sitokin iiretme kabiliyetinde
olmakla birlikte sitokinlerde kanser gelismesine yardimei bir ortam
iretmek icin otokrin veya fibroblastlar ve kan damarlar1 gibi
destekleyici dokularda kanser hiicreleri lizerinde etkili olabilir.
Sitokinler ayrica, habis siireci destekleyen ek sitokinler liretmek icin
timorle iliskili makrofajlar ve endotelyal hiicreler gibi normal
hiicreleri de indiikleyebilir. Sayisiz kanser tiirliyle iliskili sitokin
profillerinde muazzam gesitlilik vardir (Ostman & Augsten, 2009).

Kontrolsiiz Biiylime: Bazi kanserler, diger hiicrelerin
bliyime faktorleri iiretmelerini indiiklemek igin sitokinleri
kullanirlar.

Anjiyogenez ve Stromal Olusumu: Tiimdr kiitlesinin stirekli
olarak biiyiimesi olusan yeni kan damarlarindan kaynaklanmakta ve
tiimorler i¢in oldukca 6nemlidir. Cogu kanser, ayn1 zamanda, diger
doku stromal elemanlarini da indiiklemekte, ayrica lokal doku
invazyonunu kolaylastirmak i¢in ekstraseliiler matriksin ¢cevresini de
degistirmektedir.

Metastatik yayilim: Sitokinler, metastatik bolgelerdeki
timor hiicresi adezyonunu desteklemede rol aldiklar1 gibi, timor
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bliyiime faktorlerinide iiretmek igin boélgedeki normal hiicreleri
aktive etmede rol oynamaktadirlar. IL-1, timor hiicrelerinin lirettigi
bir sitokin olup endotelyal hiicrelerden ¢oziinebilir hiicreler arasi
adhezyon molekiillerinin salintmini artirmaktadir.

Kanserli tiim hastalarda sadece tek bir sitokinin
bulunmamasi 6nemlidir. Ayrica, klinik olarak saptanabilir sitokin
seviyelerinin olmamasi, sistemik etkilerde rol oynamay1 diglamaz.
Kanseri tedavi etmek ic¢in sitokinlerin kullanimi muazzam bir
arastirma ¢abasinin konusudur. Tiimdr hiicrelerin tirettigi sitokinlere
karsilik, sitokinler kemoterapi/radyoterapi gibi tedavi se¢eneklerinin
etkinligini arttirmak i¢in de kullanilmistir. Malign siiregte yer alan
sitokinler kanserli hastalarin semptomlarinda da 6nemli rol oynarlar
(Musul, 2018).

Hayvanlarda Kanser

Hayvanlarda  tiitin  ve alkol gibi  kullanimlar
bulunmadigindan tiimoriin olusum sebepleri ve sebeplerin siklig1 da
buna bagli olarak farklilik gostermektedir.

Sebepleri:
e Doku anomalileri

e Fiziksel kronik irritasyonlar (Bogalara takilan burun
halkalar1 burunda fibroma sebep olabilir)

e Aktinik Isiklar (Hayvanlarda daha nadir goriiliir tiiylerle
ortili  olmalar1 UV  1smindan  etkilenme  riskini
azaltmaktadir)

e Radyoaktif maddeler (Deney hayvanlarinda radyoaktif fosfor
ve uranyum deneysel olarak 16semi yaptig1 belirlenmistir)

e Parazitler (Gastrophilus larvalart atlarin midelerinde
papilloma sebep olabilir)
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e Kimyasal Karsinojenler (Hayvanlarda en nadir goriilen
sebeplerdendir ancak bir maruziyet olmasi durumunda tipki
insanlardaki gibi olugsum riski artar)

e Hormonlar (Ostrojene baglh &zellikle kopeklerde olusan
meme timaorii)

e Kalitim (Hereford 1rki sigirlarin bazi belli ailelerinde
kornea ve konjuktiva kokenli g6z kanserine yatkinlik oldugu
soylenmektedir.)

e Viruslar (onkojenik viruslar adi altinda anilir 6rnegin
kedilerde 16semi yapan leukemia virusu gibi)

e Bakteriyel Enfeksiyonlar (Daha ¢ok insanlarda bu sebeple
timor olusumlart goriiliir hayvanlarda nadirdir.)

e Bazi Bitki tiirleri (egrelti otu sigirlarda sidik kesesinde, sigan
ve farelerde ise sidik kesesi ve bagirsaklarda tiimor
olusturabilmektedir.)

e Vitaminler (Vitamin E civcivlerde lenfosarkom yapar)
e (Giiresen, 2018)

Ekolojistler onkojenik fenomeni g6z ardi etmis olsalar da
ekosistem isleyisindeki rolleri aslinda bireysel rekabet¢i ve daginik
yetenekleri, patojenlere yatkinligi ve predasyona karsi hassasiyeti
etkiledigi i¢in karsinojenez Onemli olabilir. Hayvanlarin
davranislarinin ve yasama bigimlerinin de kanserle yakindan iliskili
olabilecegi arastirmalar sonucu ortaya cikmustir. Ilk olarak,
insanlardakinden farkli olarak hayvanlardaki onkojenik fenomenler
(nadir) metastatik kanserler ile simirli degildir, bunun yerine
hayvanin yasami boyunca gelisen ve saglik ve canlilik i¢in ¢esitli
sonuclara sahip olan ¢ok ¢esitli iyi huylu ve habis tiimorleri igerirler
(Vittecog & ark., 2015). Ikincisi ise hayvanlarin kanserden
kaynaklanan oliimiin olmasi1 laboratuvar kosullarinda veya ev
hayvanlarinda miimkiinken vahsi yasamda paraziter sorunlar, tiirler
aras1 rekabet, dogal seleksiyon gibi baslica sebeplerden dolay1
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kanser kaynakli 6liimlerin gdzlemlenme sansinin ¢ok diisiik oldugu
bildirilmistir.

Evrimsel yollar ve kansere karsi genetik mekanizmalar su
anda bazi vahsi yasam tiirlerinde yogun olarak arastirilmaktadir
(Caulin & Maley, 2011), fakat davranigsal adaptasyonlara ¢ok daha
az dikkat edilmistir. Potansiyel olarak kanser ortaya ¢ikmasini ve /
veya ilerlemesini destekleyen g¢evresel faktorler potansiyel olarak
coktur, bunlarin kokenleri hem antropojeniktir (birgok formda
kirlilik) hem de dogaldir (6rnegin dogal radyasyon seviyeleri,
onkojenik patojenler, bulasici kanserler, ikincil bilesikler ve cesitli
stres tiirler1).

Dogal secilim, kendilerini kanser olusumundan ve / veya
ilerlemesinden koruyan davranigsal 6zellikler sergileyen bireyleri
desteklemeli, ancak ayni zamanda, yavrular i¢in kanser risklerini
azaltan ebeveyn davramiglarimi  sergileyen  bireyleri  de
desteklemelidir. Ornegin, belirli bir yastan sonra, mutajenler
tarafindan daha az kirletilen iireme habitatlarinin tercih edilmesi,
yetigkinlerin hayatta kalmasinda kanser kaynakli azalmay1 ¢ok az
etkileyebilecek veya hic etkilemeyecek olsa da daha sonraki ya da
daha fazla olan maligniteleri gelistiren sonraki yavrularin olasilig
icin ¢cok Onemli olabilir. Bu nedenle, negatif olarak ortaya cikacak
sonuclar (yani, habitat se¢imi ve secici bireyler i¢in kanser arasinda
bir baglant1) bile, dikkatle ele alinmalidir. Ancak, kanserden
kacinma i¢in uyarlanabilir davranisin, uzunlamasina ve ¢ok boyutlu
arastirma gerektiren bir nesiller arasi siire¢ oldugu akilda
tutulmalidir. Gelismekte olan kanseri riske etmekten kaginmanin bir
baska dolayli yolu cinsel se¢im yoluyladir. ‘Iyi genler’ hipotezine
gore (Moller & Alatalo, 1999) saglikli bireyler, soyunu {istiin bir
genetik arka plan ile saglayacaktir. Onkojenik fenomenler
baglaminda, tiimor-tasiyan bireyler potansiyel olarak yavrulara
genetik savunmasizligi potansiyel olarak aktarabilirken, kanserli
olmayan bireyler yavrularina kansere kars1 etkili genetik savunmalar
saglayabilirler. Hipotez, gelismekte olan kansere sahip olmayan
ancak giiclii antitimoér savunmalart gosteren bireylere de
uygulanabilir; ¢linkii malignitelere kars1 enerji ve kaynak tahsis
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etmek de canlilikta azalmaya yol agabilir. Bu nedenle hem kanser
hem de ona karsi savunmalar teorik olarak canliligin azalmasi ve
dolayisiyla yetersiz ebeveyn yetenekleri ile iliskili olabilir. Ornegin
erkek baliklarda Xiphophorus spp. ¢ok yiliksek melanom gelisimi
riski ile iligkili bir onkojenin bulunmasinin dezavantaji, 6zellikle
daha agresif davranislardan dolay1, erkek iireme basarisi lizerindeki
giiclii pozitif etkisiyle ortadan kalkar (Fernandez & Bowser, 2010).

Hayvanlarda klinikte en ¢ok goriilen kanser ¢esitlerinden
bahsedecek olursak bunlar goriilme sikligina gore su sekilde
siralanabilir:

e Asi sarkomu

e Papillom

e Canine TVT (Canine transmissible venereal tumor)
e Meme timori

e Feline leukemia viriis (I6semi)

e Mast Cell Tumor

Kopeklerin bulasic1 Venereal Tiimorii:

Bu kanser tiirli en ¢ok bilinen dogal olarak olusan bir tiimor
olmakla birlikte aynu tiirler arasinda bulagabilmekte ve kopek ailesi
icinde yer alan tilki, koyote ve kurtlarda da goriilebilmektedir.
Metastaz olusturma riski nadir olsada metastaz olusumu s6z
konusuysa o zaman genelde bolgesel lenf diiglimlerinde yayilim
gozlenebilmektedir. Immun sistemi baskilanmis ve yavru
kopeklerde yayilim riski daha fazladir (Mukaratirwa & Gruys, 2003;
Park & ark., 2006).

Sitolojik muayene ile taniya kolaylikla gidilebilmektedir.
Tedavisi miimkiin olan bir kanser tiirii oldugu i¢in daha az korkulan
ve ameliyat gerektirmeyen bir hastaliktir. Kemoterapi ile kopekler
tekrar sagligina kavusabilirler. Vinkristin siilfat intravendz yolla
haftada bir kez birkag hafta siirede kullanildiginda etkin oldugu
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bildirilmigtir. Deri disindaki organlarin metastatik tutulumu
olmadikga, kemoterapi veya radyasyon tedavisi ile total remisyonun
prognozu iyidir. Yardimci kemoterapi kullanilmadik¢a bu gibi
durumlarda niiks olasilig1 yiiksektir (Ganguly & ark., 2013; Birhan
& Chanie, 2015).

Zamanla timor regresyona ugrayabilir. Yapilan bazi
calismalarda TVT tedavisi gormiis ve iyilesmis bir kopekten alinan
kanin hasta olan bir hayvana nakliyle regresyonun saglanabildigi
tespit edilmistir. Hastaligi  atlatan kopeklerde bagisiklik
olusmaktadir ve bagisik bir anneden dogan yavrularin TVT’ye
yakalanma siiresi uzamaktadir ve hastalik olussa bile diger
hayvanlara gore daha kii¢iik yapida tiimdrlerin gelistigi gézlenmistir.
Regresyon, tiimoriin gelismesinden yaklagik bir 40 giin sonra
IgG’ler tarafindan saglanir (Setthawongsin & ark., 2023; Yang &
Jones, 1973).

Tam Kan parametresinde lenfopeni, noétrofili  ve
trombositopeni goriiliir. Serum biyokimyasal parametrelerde ise
hipoproteinemi, hipoalbuminemi, hypoglobulinemi ile yiisek
seviyede BUN (Kan Ure Nitrojen) ve Kreatinin saptanmistir. ALT
diizeyinde artislarin olmasi ise muhtemel olarak bu enzimle
baglantili organa sigrama ihtimalini g6z 6niinde bulundurur (Behera
& ark., 2012).

Kopeklerin bulasici tiimoriinde yapilan bir calismada saglikli
ve TVT’li disi kopeklerin MDA, NO, Antioksidan aktivite, Vitamin
C, Retinol ve karoten seviyeleri arastirilmistir. Calisma sonunda elde
edilen bulgular TVT’li kdpeklerde MDA, NO ve Vitamin C artis1
ancak diger parametrelerde anlamli olarak diisiisii gosterilmistir. Bu
durum oksidatif stres artigin1 kanitlamaktadir. Bu calisma ile
antioksidan takviyeler ile tedaviye yardimci olunabilecegi
savunulmustur (Aydin & ark., 2009).

CTVT hiicrelerinin farelere transplantasyonunu incelemek
icin yapilan ¢alisma, bu tlimoriin yalnizca aynt MHC veya immiin
yetmezligi olan alicilara paylasilan saglikli hayvanlar arasinda
aktarilabilecegini gdsterdi. Transplantasyon teorisi, deneysel timor
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transplantasyonunun ancak canli timdér hiicreleri kullanilarak
meydana gelebilecegi gozlemine dayanmaktadir (Murgia & ark.,

2006).

Immunohistokimyasal  teknikler  kullanilarak  yapilan
calismalar, bu neoplazmin lizozim ve alfa-1-tripsin i¢in pozitif
oldugunu ve CTVT'nin mezenkimal ve histiyositik orijinli oldugunu
gostermektedir. Hsiao ve ark. CTVT hiicrelerinin TGF-81 tirettigini
ve bu sitokinin, NK hiicre aktivitesinin yan1 sira timor infiltre edici
lenfosit sitotoksitesini inhibe ettigini gosterdi. TGF-61'in NK hiicre
oldiirme aktivitesi tizerindeki baskilayici etkileri, tiimor infiltre eden
lenfositler tarafindan salgilanan proinflamatuar sitokin interlokin-6
ile karsilanabilir. Coklu tiiretilmis IFN, CTVT hiicrelerinde MHC
ifadesini indiiklemek i¢in IL6 ile sinerjistik olarak harekete
gecmistir.  Ek olarak IL6, CTVT'de in vitro olarak MHC
ekspresyonunu indiiklemistir ve in vivo IL15 ile kombinasyon
halinde MHC ekspresyonunu indiikleyebilir (Hsiao & ark., 2008;
Park & ark., 2006).

TGF-B, B hiicrelerinin, olgun T hiicrelerinin, timositlerin,
dogal oldiiriicii (NK) hiicrelerin ve lenfokin ile aktive edilmis katil
(LAK) hiicrelerinin proliferasyonunu azaltir; Ayrica agliga bagli NK
hiicre apoptozunu arttirir ve bcl-2 transkripsiyonunu azaltir. MHC
smif I antijenlerini asag1 regiile eden veya eksprese etmeyen timor
hiicreleri, sitotoksik T lenfositler (CTL) tarafindan taninmaz, bunun
yerine NK hiicrelerini aktive eder. Ayrica, bazi timorler, hem NK
hiicre aktivitelerini hem de LAK hiicresi sitotoksisitesini inhibe eden
TGF-B'yi salgilarlar. Bu nedenle, tiimor kaynaklt TGF-B tarafindan
inhibe edilen NK sitotoksisitesinin geri yiiklenmesi, kanser
baskilanmasinda 6nemlidir (Liao & ark., 2003).

Kopeklerde Meme Tiimorii:

Meme tiimorleri, meme bezlerinin glandiiler epitelyumundan
kaynaklanir. Cesitli histolojik formlar tarif edilmistir. Disi
kopeklerdeki insidans olduke¢a yiiksektir. Kisirlagtirmanin rutin
olarak uygulanmadig: lilkelerde yetigkin kopekleri etkileyen en
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onemli neoplastik degerdir. CMT olgularinin en yiiksek oldugu
aralik 6-11 yas arasindaki kopeklerdir (Dorn ve ark., 1968). Meme
tiimorleri ilk olarak kendi kdkeni dokularina gore ve benign veya
malign olup olmadiklarina goére siniflandirilir. Benign/Malign
karakterde olma olasiligi disi kopeklerde 50:50 ihtimaldir.
Kisirlastirllmis  hayvanlarda benign karakterde tiimor olusumu
ihtimali minimuma iner (Antuofemo ve ark., 2007).

Sadece disi kopeklere has bir neoplazma olsada Dileepkumar
ve ark. (2014), klinik ve histolojik olarak dogrulanmis meme bezi
timorleri olan yedi erkek kopegi rapor etmislerdir. Canin meme
karsinomu disi kopekler arasinda en sik goriilen kanserdir ve
akcigere veya lenf nodiillerine (6zellikle axillar yumrular) metastaz
yapma yeteneginden dolayr zaman zaman O&liimciil sonuglar
dogurabilir (Srivastava & ark., 2009; Pang & ark., 2011).

Disi kopeklerde meme tiimorleri hormona bagimlidir ve bu
ylizden her 6strus siklusunda meme tiimoriine yakalanma riskide
artmaktadir. Tiimor hiicreleri dstrojen ve progesteron reseptorlerine
sahiptirler. Ostrus zamani1 meme bezleri hipertrofiye ugramaktadir
ve memelerde sismeler olmaktadir (Garderen & ark., 1999). Hig
siklus gostermeden kisirlastirilan  kopeklerde meme tiimoriine
yakalanma riskinin cok az oldugu ele alinacak olursa ilk siklustan
sonra meme tiimoriine yakalanma ihtimali artar. Ikinci siklustan
sonra ise timor olusturma riski bir anda ¢ok daha fazla artmaktadir
(Schneider & ark., 1969).

Tlimor gelisimi ve ilerlemesinde inflamasyon ve inflamatuar
hiicrelerin rolii giderek daha fazla calisiimaktadir. Her iki timor
hiicresi ve inflamasyona katilan hiicreler, iltihabin bir¢ok yoniine
aracilik eden ve kanser de dahil olmak {iizere kronik hastaliklarin
gelisimini derinden etkileyen sitokinler ve kemokinler iiretir
(Snoussi & ark., 2006). Interlokin-8 (IL-8), monositler, lenfositler,
endotelyal hiicreler ve epitelyal hiicreler, fibroblastlar ve Gram-
negatif bakterilerden ve diger sitokinlerden lipopolisakkaritler gibi
uyaricilara tepki olarak bir dizi diger hiicreler tarafindan iiretilen bir
kemokindir (kemotaktik sitokin) (6rn., TNF-a ve IL-1B) (Moulton,
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1990). Meme kanseri dokularinin yiiksek 1L-8 seviyelerini ifade
ettigi gosterilmistir (Snoussi & ark., 2006).

Kemokinler, spesifik efektor hiicreleri toplayarak
inflamatuar yanitlarin dogal evrimini kontrol edebilir. inflamasyon
bolgesinde sitokin tiretimi siireklidir ve bu nedenle kanserler gibi
kronik hastaliklarin gelisimi i¢in 6nemlidir (Wahl & Kleinman,
1998).

Kemokinler, spesifik efektér hiicreleri  toplayarak
inflamatuar yanitlarin dogal evrimini kontrol edebilir. Inflamasyon
bolgesinde sitokin tiretimi siireklidir ve bu nedenle kanserler gibi
kronik hastaliklarin gelisimi i¢in 6nemlidir (Wahl & Kleinman,
1998). IL-8, potansiyel bir kemoatraktan ve notrofil ve lenfosit
aktivatoridir (Monton & ark., 1997; Snoussi ve ark., 2006).
Ovaryan, akciger, mesane, prostat ve pankreas kanserleri gibi bircok
insan timdr tipine ve ayrica bas ve boyun skuamdéz karsinomuna ve
melanomaya yanit olarak proinflamatuar etkiler tretir. IL-8'in
mitojenik ve anjiyogenik Ozellikler araciligiyla meme kanseri
ilerlemesini arttirdig1 gosterilmistir (Snoussi & ark. 2006).

IL-8, tiimor anjiyogenezinde anahtar bir faktordiir (Li & ark.,
1998). Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve okaryotik
baslatma faktorii (eIF4E) ile hareket eder (Zhou & ark., 2006). Ek
olarak siklooksijenaz-2 (COX-2), IL-8 aktivasyonu yoluyla meme
kanserinin invazivligini arttirmaktadir (Simeone & ark., 2007).
Anjiyogenezi tesvik etmenin yani sira, IL-8 metastatik fenotip ile
giiclii bir iliskiye sahiptir ve gogiis tiimor hiicrelerinin potansiyelini
giiclendirir (De Larco & ark., 2003; Bobrovnikova- Marjon & ark.,
2004). Bu hareket, memeli dokusunda kolaylastirilir, ¢linkii bu doku,
kan damarlar ile iyi bir sekilde desteklenir (De Larco & ark., 2001).
Meme timodrlerinde IL-8 olusumu da kemik metastazini
tetikleyebilir (Schwaninger & ark., 2007). IL-8, hormonal 6zellikler,
postoperatif durumlar ve tiimor tipi dahil bir dizi faktorle ilgilidir.
Ornegin, insan meme kanserinin gelisiminde ve ilerlemesinde IL-
8'in rolii, yiiksek Ostrojen ifadesi ile iligkilidir ve tiimordeki dstrojen
reseptor seviyesinin belirlenmesi, iyi bir prognostik aractir (L1 &
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ark., 1998; Vazquez-Martin & ark., 2007). IL-8 ayrica progesteron
reseptorleri ve c-erB-2 ile iliskilidir (Yao ve ark., 2007). Ameliyat
sonrast, 2 hafta postoperatif meme kanseri hastalarinda IL-8
seviyeleri artmaktadir (Schmidt & ark.; 2007). Tiimor saldirganligini
dogrulamak igin yliksek diizeylerde IL-8 de kullanilir (Zhou & ark.
2006).

Kopeklerde IL-8'in ifadesi, diizenlenmesi ve islevi hakkinda
bilgi smmirlidir. Son ¢alismalar, tiimor malignitesi ile iligkili
inflamatuar ve anjiyogenik faktorlerle ilgilenmekte ve prognozu
ongormek i¢in  IL-8  ekspresyonunun  kullanilabilecegini
gostermektedir (Perez & ark., 2000; van Veer & ark., 2005). Timor
prognozu degerlendirmesi karmasik olsa da, bireysel parametreler
hakkindaki verilerin yararli olabilecegi kanitlanabilir (Thomas &
Berner, 2000). Kopek meme tiimorlerinde interlokin-8 ekspresyon
paternleri bildirilmemistir ve bunula ilgili yapilan caligmalarin
amaci, bu tiimorlerde IL-8 ekspresyonunu degerlendirmek ve bir
prognostik belirte¢ olarak degerini belirlemek olmustur (Zuccari &
ark., 2011).

Kedilerde Enjelsiyon yeri Fibrosarkomu ve Kedi Losemi Virus
ve Tiimorle iliskisi:

Asitya bagli sarkomlar ilk olarak 1990'larin baslarinda
kedilerde taniniyordu. Tiirkiye’de son yillarda 6zellikle kuduz asisi
ve feline leukemia viriisii agis1 uygulamasi sonrasinda gozlenmistir.
Asinin yapildig1 bolgede ilk olarak bir yangi olusumu baslar ve
ardindan degisen siirelerde sarkom olusturabilir. Bu olusumun siiresi
3 ay ile 3 yil arasinda degisebilmektedir ve kesin olarak siire
bilinmemektedir (Hendrick & ark., 1991; Hartmann & ark., 2015).

Asitya bagli sarkomlar, agsilama ile iligkili olmayan
sarkomlara kiyasla benzersiz histolojik 6zelliklere sahiptir. Genis bir
histolojik tip yelpazesine ek olarak, timor periferisinde periferal
lenfosit infiltrasyonu, intratiimoéral dev hiicreler, belirgin bir
miyofibroblastik bilesen ve siklikla mavi-gri intrasitoplazmik
materyal iceren makrofajlarin varlig1 vardir. Kedilerin as1 ile iligkili
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sarkomlarin  histolojik ve immiinohistokimyasal &zellikleri
tanimlanmis olmasina ragmen, bu tiimdrlerin ince yapist hakkinda
cok az bilgi bulunmaktadir (Hendrick & ark., 1994; Hendrick & ark.,
1992).

Yapilan cesitli ¢alismalar sonucunda tiimoriin fibrosarkom
yapida oldugu ortaya cikarilmistir. Asilanan kedilerle hi¢ asi
yapilmamis kediler karsilastirilmistir ve asilanan kedilerde
fibrosarkom olusum ihtimalinin daha erken yaslara indigi
gorlilmiistiir.  Yine yapilan c¢alismalar as1 sonrast olusan
fibrosarkomlarin oldukca agresif karakterde oldugunu kanitlamistir.
Yogun nekroz vardir ve tiimoriin mitotik aktivitesi oldukga yiiksektir
(Hartmann & ark., 2015).

En yaygin olarak kabul edilen hipotez, bir enjeksiyon yerinde
kronik bir enflamatuar reaksiyonun, sonraki malign transformasyon
icin bir tetikleyici olarak davrandigini gostermektedir. Enjekte
edilen agilar, bir kismi1 aliiminyum bilesikleri ihtiva eden adjuvant
madde igerir ve genelde inaktif asilarda bulunur. Bu adjuvant
maddenin (yardimci madde) sarkom olusturma yeteneginin oldugu
diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, bu enflamatuar reaksiyonun
potansiyel olarak malign doniisiime yol agabilir. Adjuvanlarin izleri,
ozellikle makrofajlar veya ¢oklu niiklear dev hiicreler iginde ve daha
sonra doniistiiriilmiis fibroblastta Sarkom’un histolojik kesitlerinde
biriken enflamatuar reaksiyonda goriilebilir (Hendrick & ark., 1992;
Madewell & ark., 2001).

Sarkomlar, tipik olarak interskapular bolge, lateral torasik
veya abdominal duvar, lumbar bolge ve semimembranosus ve
semitendinosus kaslar1 gibi asilama ve enjeksiyonlar i¢in kullanilan
alanlarda ortaya ¢ikar. Cerrahi olarak olusan tiimoriin alinmasi tek
basina yeterli olmamaktadir ve genellikle niiksler goriilebilmektedir
bu ylizden tiimoral olusumla birlikte komsu dokularinda alinmasi
niiks ihtimalini ortadan kaldirmak ig¢in daha iyi bir se¢enektir. Bu
ylizden as1 uygulanirken asi yerinin se¢ildigi kisim bizim igin
olduk¢a onemlidir ¢ilinkii enseden yapilan enjeksiyonlarda ense
kismindan tiimoriin komsu dokularla birlikte alinmasi imkansizdir.
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Arka bacaktan yapilan enjeksiyonlar sonrasinda bacakta olusan
sarkomun uzaklastirilmasi ampiitasyonla saglanabilmektedir ve bu
da niiksetme ihtimalini minimuma indirmektedir (Macy, 1995).

Kedi I6semi viriisii (FeLV), evcil kedilerin yaygin bir
viriistidiir. Virlise kars1 asilar yaygin olarak kullanilmaktadir;
bununla birlikte, bunlar baskin olarak timor olusumuna Kkarsi
koruma saglarken enfeksiyona karst koruma saglamamaktadir.
FeLV, tek iplikli RNA genomunun ¢ift iplikli DNA kopyasini konak
hiicrelerin kromozomlarina sokan viriisler ailesi olan onkojenik
Retroviridae'ye aittir. Stabil sekilde yerlestirildikten sonra, viral
genler hiicresel genler gibi davranir ve fonksiyonel protein
iirlinlerine transkripte edilebilir veya uzun siireler i¢in gizli kalabilir
(Hoover & Mullins, 1991; Rohn & Overbaugh, 1999).

Viremik olan kedilerde, kemik iligi de dahil olmak iizere
coklu dokular enfekte olur ve latent viriisii siiresiz olarak tutabilir.
Kalic1 olarak viremik kalan kediler klinik olarak saglikli olabilir
veya daha yaygin olarak immiinosupresif, hematolojik, bagirsak
veya lireme bozukluklarini, lenfoma veya l6semi gibi neoplazmalari
veya otoimmiin hastaliklar1 gelistirebilirler. Bu nedenle, FeLV
enfeksiyonu genis bir potansiyel hastalik belirtileri yelpazesi ile
sonuglanabilir. Bu 1srarla enfekte olmus kediler arasinda, ¢ogunluk
dejeneratif hastaliklardan Olecekken, azinlik ise neoplastik ve
proliferatif hastaliklar gelistirecektir. Genel olarak, viremik kediler
enfeksiyondan 2-4 yil iginde FeLV ile iliskili hastaliklara yenik
diiser (Reinacher, 1989).

Interferonlar (IFN), antiviral, antiproliferatif ve immiino-
modiilator etkileri olan sitokinlerdir. IFN'ler ailesi 3 ana siniftan, tip
I, tip Il ve tip lII'den olusmaktadir. Tip I IFN'ler IFN-a, B, 9, T ve
o'yl igerir, IFN-y ise tek tip II IFN'dir. Tip I IFN'lerin biyolojik
aktiviteleri, timor hiicrelerinin biiylime inhibisyonunu, apoptozun
indiiklenmesini, dogal 6ldiiriicii hiicre aktivasyonunu ve major histo-
uyumluluk kompleksi (MHC) siif I molekiillerinin ekspresyonunda
bir artis1 igerir. Rekombinant kedigiller IFN-w'nin amino asit dizisi,
insan IFN-o'ninkine yaklasik %60 homolojiye sahiptir. Insan IFN-
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o'in antitimor etkinligi, in vitro ve in vivo olarak tarif edilmistir.
Rekombinant kedi IFN-w, insan IFN-o'ya yaklasik olarak %60
homolojiye sahiptir. Insan IFN-0, 1999'dan beri, insanlarda malign
melanomanin adjuvan terapisi i¢in Almanya'da kullanilmistir. IFN-
o ve IFN-o'nin yakin iliskisi nedeniyle, rFelFN-o kullanilarak
kedigiller fibrosarkomun adjuvan immiinoterapisi, insan IFN-a'nin
tedavi protokoliinii takip eder. Rekombinant kedi IFN-a ticari olarak
mevcut degildir, rFelFN-o ise kedilerde kullanim i¢in lisanslanmis
tek IFN'dir (Dal Pozzo & Thiry, 2014; Jorgovanovic & ark., 2020).

Jourdier ve arkadaslari, interleukin-2 eksprese eden
rekombinant poksvirtisleri kullanarak spontan feline
fibrosarkomlarin lokal immiinoterapisini arastirmislardir. Bu
calisma, cerrahi ve iridyum bazli radyoterapiye ek olarak insan veya
kedi interleukin-2 uygulanan Kkedilerde kontrol hayvanlarinda
(cerrahi ve iridyum bazli radyoterapi ile tedavi edilen) %61'e kadar
tiimdr niiks oranlarinda bir azalma oldugunu gosterdi. Rekombinant
kedi IFN-v, antiviral ve antiproliferatif etkilere sahiptir (Jourdier &
ark., 2003).

Interferonlar (IFN'ler), 6zellikle ilgili viral enfeksiyonlar
olmak tlizere konak¢i bagisiklik sisteminin temel bilesenleridir.
IFN'lerin biiylik ailesi farkli tiplere ayrilabilir. Tip I IFN'ler,
terapOtik amaglar i¢in yaygin olarak kullanildigindan en ¢ok
calisilanlardir. Baslica islevleri arasinda, tip I IFN'ler, bagisiklik
sistemini mikrobiyal tanima dogru artirir ve hassaslastirir, dogustan
gelen ve edinilmis bagisiklik arasinda 6nemli bir baglanti kurar.
Ayrica, viral replikasyonu engelleyen ve enfekte hiicrelerin
apoptozunu indiikleyen farkli antiviral zelliklere sahiptirler (Leal &
Gil, 2016).

Farkli bagisiklik yanitlarinin bulasic hastaliklarin 6nlenmesi
ve kontroliine katkisinin daha 1yi anlagilmasi, yeni asilarin rasyonel
tasariminda O6nemli bir adimdir. Sitotoksik T hiicreleri (CTL'ler),
viral enfeksiyonlarla iligkili onemli erken savunmalardan biri olarak
iyi bir sekilde kurulmus ve FeLV geri kazanimi ile FeLV'ye 6zgii
dolasimdaki CTL seviyesi arasinda pozitif bir korelasyon
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gosterilmistir. Birgok ¢aligsma anti-FeLV nétralize edici antikorlarin
virlise kars1 bagisiklik ile iliskili oldugunu gdstermesine ragmen,
viriis spesifik CTL enfeksiyondan bir hafta sonra meydana gelirken,
FeLV notralize edici antikorlar dolasimda saptanmadan 6nce gegici
bir enfeksiyon gelistiren kedilerin cogunlugu dolagimda saptanir. Bu
nedenle, FeLV'ye spesifik hiicresel tepkilerin gelisimi, viriisiin hizl
bir sekilde temizlenmesi igin kritik gibi goriinmektedir (Flynn &
ark., 2002).

Mast Hiicre Tiimorii:

Mast hiicresi timori (MCT), viicudun alerjenlere ve
inflamasyona tepkisinde normal olarak rol oynayan bir tiir kan
hiicresi kanserini temsil eder. Kemik iliginden kdken alirlar ve
olgunlastiklar1 periferik dokulara go¢ ederler. Normalde dolasimda
bulunmazlar, fakat lenfoid organlarda ve akcigerler, karaciger, deri
ve gastrointestinal (GI) gibi yliksek derecede vaskiilarize edilmis
dokularda yogunlasirlar. IgE antijenlerle baglandiginda, reseptorler
capraz baglanir ve mast hiicreleri aktive edilir. Bu, onceden
olusturulmus sitoplazmik graniillerin (yani, degraniilasyon)
salimmminin  yanmi  sira, prostaglandinlerin, ldkotrienlerin ve
sitokinlerin (0r., Timor nekroz faktorii-a, interlokinler) sentezi ve
salgilanmasi ile sonuglanir (Abbas & Lichtman, 2000).

Cogu durumda, mast hiicre tiimorlerinin teshisi, sitoloji
yoluyla sitoplazmik metakromatik graniiller ile kiigiik ila orta
yuvarlak hiicrelerin gorsellestirilmesine dayanir. Bununla birlikte,
bazi durumlarda dereceyi belirlemek i¢in insizyonel bir biyopsi
onerilmektedir (Patnaik ve ark., 1984). Mast hiicre graniilleri,
histamin, heparin ve proteazlar igerir. Klinik olarak, histamin
salimimu lokal sislik, kasint1 ve eriteme ile sonuglanabilir (Seguin &
ark., 2001).

Mast hiicreli timorler, tim deri timorlerinin %7 ila %21'ini
olusturan kopeklerde en sik rastlanan kutanoz tiimorlerdir. Raporlar,
mast hiicre timorleri olan boxer 1rki kopeklerin daha 1yi1 bir prognoza
sahip olabilecegini gostermektedir ¢linkii iyi diferansiye tiimorlerin
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daha ytiksek bir insidansina sahiptirler fakat sharpei irki kopeklerin
prognozu daha kotiidiir ¢linkii daha geng yasta diger irklara gore
daha agresif tiimorler gelistirirler (Baker-Gabb & ark., 2003;
Bostock, 1973; Gieger & ark., 2003; Michels & ark., 2002; Miller,
1995; Thomm & Vail, 2001).

3 derecede degerlendirilirler, bunlar;

Derece | — lyi diferansiye tiiméorler

Derece Il — Orta derecede farklilagmis tiimorler

Derece Il — Kotii diferansiye tiimorler

(Gieger & ark., 2005)

Iyi diferansiye tiimorlerde diisiik metastatik oran vardir (<%>5).
Radyasyon terapisini takiben 1 yil sonra, aralarinda farklilagmig
timorler ve kotii diferansiye tlimorlerin metastatik oranlari sirastyla
%12 ve %55'tir. Tek basina cerrahi ile tedavi edilen derece II mast
hiicresi tiimorlerine sahip kopekler i¢in metastatik oranlar, iki farkl
calismada %5 ve %22 idi. Mast hiicre tiimorleri genellikle bolgesel
lenf nodlarina metastaz yapar, bunu dalak, karaciger, mezenterik
lenf nodlari, diger kutandz bolgeler ve kemik iligi takip eder (Baker-
Gabb & ark., 2003; Gieger & ark., 2003; Macy, 1986; Seguin & ark.,
2001; Thamm & ark., 2001; Turrel & ark., 1988; Weisse & ark.,
2002).

Tedavi secgenekleri arasinda cerrahi, radyasyon terapisi,
kemoterapi veya bu modalitelerin kombinasyonlar1 bulunur. Son
calismalar, ileri diizey mast hiicresi hastalig1 olan bazi kdpeklerin
agresif tedavi ile uzun siire daha yasayabilecegini diisiindiirmektedir
(Gieger & ark., 2005).

Sonug olarak

Kanser sadece bireyin genetik yatkinligi ile iligkili olmayan,
pek cok faktoriin de birlesmesi sonucunda meydana gelen ve hala en
cok arastirilan zorlu ve karmasik bir siireci kapsamaktadir. Tiim
kanserler i¢in ortak olan bir 6zellik kontrolsiiz biiytimedir.
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Kanser 10 yasin istiindeki evcil hayvanlarda oliimlerin
neredeyse % 50'sinin nedenidir. Evcil hayvanlarda goriilen bazi
yaygin kanser tiirleri: cilt, meme, bas ve boyun, lenfoma, 16semi,
testikiiler, abdominal ve kemik vb kanserleri icerir. insanlarda ve
evcil hayvanlarda yaygin olarak bulunan kanser 6rnekleri, lenfoma,
melanoma ve osteosarkomdur. En yaygin iki evcil hayvandan
kopekler kedilere gore daha yiiksek oranda kanser olma
egilimindedir. Kediler de c¢esitli kanserlere karsi hassastir.
Kedilerde kanser gilinimiizde en yaygin Oliim nedeni olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bazi irklar belirli kanserlere digerlerinden
daha egilimlidir. Osteosarkom veya kemik kanseri, Great Danes,
mastiff, Labrador Retriever ve Rottweiler gibi biiyiikk kopek
irklarinda daha yaygin olarak goriiliir. Kedilerde kopeklerde oldugu
gibi kanser yaygin olmasa da kedilerde bulunan kanserler daha
agresif olma egilimindedir.

Sitokinler, hiicre ve doku fonksiyonlarini diizenleyen ¢ok
cesitli peptid molekiillerdir. Sitokinler glikoprotein ve diisiik
molekiiler agirlikli peptitler seklindedir. 80'in {izerinde sitokin
bildirilmistir. Hiicreler arasindaki etkilesimlere dogrudan aracilik
ederler, bdylece hiicre ve doku fonksiyonlarin1 diizenlerler.
Sitokinler =~ embriyonik  gelisimi, hiicre  biiylimesini  ve
olgunlagmasini, yara onarmmini ve iyilesmeyi, akut faz reaksiyonlar
ve septik soku da igeren bagisiklik yanitin1 ve yeni kan damari
olusumunu koordine etmede 6nemli rol oynar. Herhangi bir sitokinin
etkileri genellikle konsantrasyonuna, diger sitokinlerin varligina,
hedef hiicrenin veya dokunun gelisim durumuna ve hiicre disi
ortama gore biiylik Olclide degisiklik gosterir. Sitokinler, cesitli
hiicre tiplerinin iglevlerini uyumlu bir bagisiklik yanitina entegre
ettikleri bagisiklik sisteminde yapisal olmayan proteinlerin cesitli ve
siklikla celisen aktivitelere sahip, inflamasyon ve immiinoloji
alaninda hiicreler arasi habercilerdir. Sitokinler saglik ve hastalik
icin yararli biyo-belirtecler olabilir ve teshis yaninda prognostik ve
terapotik maddeler olarak da islev gorebilirler. Sitokinler sadece
bliyiimeyi degil tiimoriin metastatik yayilimini kolaylastirmakta da
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biiylik bir role sahiptir. Bazi sitokinler de kanseri tedavi etmek i¢in
kullanilmastir.
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BOLUM VIII

Kok Hiicrelerin Kriyoprezervasyonu

Sare UYURCA!
Ogiinc MERAL?

Giris

Kriyoprezervasyon, ¢ok diisiik sicakliklarda (-80 veya -
196°C) organlarin, dokularin, hiicrelerin ve diger biyolojik
materyallerin uzun siireli depolanmasini saglamak i¢in kullanilan bir
tekniktir. Kriyoprezervasyon rejeneratif tip, doku miihendisligi, kok
hiicre tedavileri, hiicre bankasi olusturma, ilaglarin gelistirilmesi ve
arastirllmast  gibi  ¢ok sayida biyomedikal uygulamanin
gelistirilmesini  saglamistir. Kok hiicre temelli tiptaki  son
gelismelerle birlikte, kok hiicrelere olan talep giderek artmaktadir.
Bu nedenle mevcut arz-talep dengesizliginin {istesinden gelmek igin
kok hiicrelerin yiiksek kaliteli ve yiiksek verimli depolanmasinm
saglamak son derece dnemlidir. Kriyoprezervasyon isleminde kok
hiicrelerin kalitesini korumak i¢in kriyoprezervasyon protokollerinin
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optimizasyonu Onemlidir. Hematopoietik kok hiicrelerin (HSC)
klinik uygulamalar amaciyla kriyoprezervasyonu rutin olarak
yapilirken, mezenkimal kok hiicreler (MSC) i¢in kriyoprezervasyon
protokolleri gelistirilme asamasindadir ve klinik etkinliklerinin
gosterilmesi icin daha fazla caligmaya ihtiya¢ vardir (Balci & Can,
2013; Chang & Zhao, 2021).

Kriyoprezervasyonun Tarihcesi, Tanimi ve Prensipleri

Kriyoprezervasyon, Yunanca “soguk veya don” anlamina
gelen “kryos” kelimesinden koken almaktadir, hiicrelerin veya
dokularin genellikle sivi nitrojen i¢inde -130 °C'nin altindaki
sicakliklarda depolanmasini ifade eder (Maffei, Brevini & Gandolfi,
2014). Kriyoprezervasyon, numuneleri ¢ok diisiikk sicakliklara
sogutarak organelleri, hiicreleri, dokular1 veya diger biyolojik
yapilart  koruyan bir islemdir (Jang & ark.,, 2017).
Kriyoprezervasyon kosullarinda canli hiicrelerdeki kimyasal ve
biyolojik reaksiyonlar, 6nemli 6l¢iide azalir hatta durur (Chang &
Zhao, 2021). Birgok tibbi uygulamada kullanim potansiyeli yiiksek
olan kok hiicreler ve diger canli dokular, donma ve c¢oziilme
sirasinda buz kristali olusumu, ozmotik sok ve membran hasari
nedeniyle basit sogutma veya dondurma ydntemleriyle uzun siire
saklanamaz ve hiicreler 6liir. Hiicre ve dokularin basarili bir sekilde
kriyoprezervasyonu, son yillarda kriyoprotektif ajanlarin ve sicaklik
kontrol ekipmanlarimin kullanilmasiyla daha ¢ok 6nem kazanmastir.
Hiicrelerin veya dokularin basarili bir sekilde kriyoprezervasyonu ve
klinik uygulamalar1 i¢in donma ve ¢oziilme sirasinda meydana gelen
fiziksel ve kimyasal ozelliklerin arastirilmasi son derece dnemlidir
(Jang & ark., 2017).

Polge, Parks ve Smith, gliseroliin kriyoprotektif islevini
kanath  spermatozoasin1  kriyoprezerve ederken sans eseri
kesfetmislerdir. Smith, insan kirmizi1 kan hiicrelerini gliserol i¢inde
basariyla kriyoprezerve ederek bu gozlemleri gelistirmistir. Her iki
caligmada, biyoprezervasyon alaninda ¢ok Onemli olan
kriyoprotektif ajana (CPA) ihtiyag duyuldugunu gostermistir.
1959'da Lovelock ve Bishop, bircok hiicre tipi i¢in gliserolle
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kiyaslandiginda arttirilmis gegirgenlik avantaji saglayan dimetil
siilfoksidi (DMSO) CPA olarak ilk kez kullanmiglardir. Sonraki
yillarda, CPA'larin yani sira hiicredeki soguk yaralanmasi ve
kriyoprezervasyon mekanizmalarindaki degisikliklere ve bunlarin
incelenmesine odaklanan birgok gelisme meydana gelmistir (Baust,
Gao & Baust, 2009; Lovelock & Bishop, 1959; Polge, Smith &
Parkes, 1949; Smith, 1950).

Kriyoprezervasyon protokolii genellikle dort asamadan
olusur:

1) CPA’larin eklenmesi: hiicrelerin belirli bir siire CPA
¢Ozeltilerine maruz birakilmasi;

2) Dondurma: uzun siireli depolama i¢in sicakligin belirli bir
oranda kontrollii -80 ©°C'ye veya sivi nitrojen sicakligina
diistiriilmesi;

3) Cozdiirme: sicakligin belirli bir oranda artirilmast;

4) CPA’nin uzaklastirilmasi: CPA’nin toksisitesi nedeniyle
hiicreleri canliya uygulamadan ©6nce CPA'nin uzaklastirilmasi
asamasidir ( Xu, 2011).

Kok Hiicrelerin Kriyoprezervasyonu

Kok hiicreler, hiicre tedavisi, rejeneratif tip, ilag kesfi ve
toksikoloji aragtirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Bojic &
ark., 2021). Kok hiicre kriyoprezervasyonunda yaygin olarak tercih
edilen CPA %5-10'luk konsantrasyonda DMSO’dur. Hiicreler
kriyoprotektan eklendikten sonra genellikle dakikada -1 ila -3 °C'lik
optimum sogutma hizlarinda kontrollii hizda dondurucular
kullanilarak -80 ©°C'ye kadar dondurulur. Ardindan, donmus
numune, uzun siireli koruma i¢in ¢ogunlukla -196 °C'de bir sivi
nitrojen tankina yerlestirilir. Kok hiicreler 37 °C'lik bir su
banyosunda hizli bir sekilde ¢ozdiiriiliir (Xie & ark., 2022).

~175-



1. Yetiskin Kok Hiicrelerin Kriyoprezervasyonu

HSC ve MSC gibi yetiskin kok hiicreler, doku onariminda
onemli bir rol oynar. Yetiskin kok hiicreler, kemik iligi, periferik
kan, kan damarlari, beyin, yag doku, iskelet kasi, deri ve karaciger
dahil olmak tiizere birgok organ ve dokudan izole edilmistir. Siirh
kendini yenileme kapasitesine sahiptirler ve spesifik uyaranlarin
etkisiyle bir dizi farkli hiicre tipine farklilasabilirler. Ornegin,
MSC'ler osteositler, kondrositler ve adipositler gibi ¢esitli hiicre
tirlerine farklilagabilirler; HSC'ler miyeloid ve lenfoid hiicre soylari
dahil tim kan hiicresi tiirlerine farklilagabilir (Xu, 2011). Birgok
calisma yetiskin kok hiicrelerin donma ve ¢oziilme sonrasi hiicresel
aktivitesinin  kriyoprezervasyon ¢ozeltilerinden etkilendigini
gostermistir (Miyagi-Shiohira & ark., 2015).

1.1.HSC'lerin Kriyoprezervasyonu

HSC'lerin kriyoprezervasyonu hiicre i¢i buz olusumunun
zararli etkilerinden kacinmak i¢in genellikle bir kriyoprotektan
varliginda yavas dondurma ile gergeklestirilir. 1- 2 °C/dk’lik
kontrollii hizda dondurma teknigi ve hizli ¢dzdiirme standart olarak
kabul edilir. Hiicreleri dondurmak i¢in genellikle -80 °C'de pasif
dondurma cihazlari kullanilir (Hunt, 2011). Standart kriyoprotektan
olarak % 10 DMSO kullanilir (Berz & ark., 2007). Fakat DMSO’nun
transflizyondan once uzaklastirilmasi hiicre kaybina yol acar. Bu
nedenle, DMSO'nun yerine toksik olmayan bir alternatifin
kullanilmas1 veya DMSO konsantrasyonunun azaltilmasi, HSC'lerin
kriyoprezervasyonunun basarisin1 arttirr  (Xu, 2011). DMSO
konsantrasyonunun %35'e diisiiriilmesinin hiicre iyilesmesine ¢ok az
olumsuz etkisi oldugu ve %2'ye kadar diisik DMSO
konsantrasyonlarinin basariyla kullanilabilecegi tespit edilmistir
(Hunt, 2011).

Dondurma ¢ozeltisinde hiicre zarindan gegemeyen
disakkaritlerin varliginin HSC'leri koruyabildigi bildirilmistir (Xu,
2011). Hidroksietil nisasta (HES) ve trehaloz gibi alternatif
kriyoprotektanlarin, DMSO ile kombine halde veya tek basina,
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hematopoietik hiicrelerin kriyoprezervasyonunda etkili oldugu
gosterilmistir (Hunt, 2011). HSC’ler ile yapilan bir ¢alismada %5
DMSO + 0.3 M siikroz kombinasyonunun, %10 fetal sigir serumu
(FBS) + %10 DMSO kombinasyonuna kiyasla daha iyi fonksiyonel
kapasitesi oldugu tespit edilmistir. Periferik kan kok hiicrelerinin
trehaloz ile kriyoprezervasyonunun, %90 FBS + %10 DMSO
kombinasyonundan daha iyi hiicre sagkalimi sagladigi tespit
edilmistir (Hornberger & ark., 2019). %2.5 DMSO + 30 mmol
trehaloz  kombinasyonunun, HSC'lerin kriyoprezervasyonunda
basariyla kullanilabilecegi tespit edilmistir (Xu, 2011).

Biyoantioksidanlarin HSC’lerin kriyoprezervasyonu
izerindeki etkilerini gdstermek i¢in yapilan bir calismada, test edilen
ii¢ antioksidan, askorbik asit, a-tokoferol asetat ve katalaz arasinda
katalazin maksimum kriyoprotektif etkiyi gosterdigi tespit
edilmistir. Katalaz ve trehalozun %10 DMSO ile kombinasyonunun,
hematopoietik hiicrelerin kriyoprezervasyonunda faydali oldugu
bildirilmigtir (Xu, 2011).

1.2. MSC’lerin Kriyoprezervasyonu

MSC’ler farklilagsma kapasiteleri, immunsiipresif 6zellikleri,
sekretom profili ve gd¢ kabiliyetleri nedeniyle rejeneratif tipta
yaygin olarak kullanilir. Kriyoprezervasyon kok hiicrelerin
farklilasma  kapasitesini  etkileyebilir.  Cesitli  pluripotens
belirteglerin kaybi kriyoprezervasyonla iliskilendirilmistir, ancak bu
degisikliklerin kesin nedenleri halen arastirilmaya devam
edilmektedir (Naaldijk & ark., 2012). Embriyonik kok hiicre
(ESC)’lerden farkli olarak MSC'ler, belirli kiiltiir pasajlarindan
sonra yaslandiklari i¢in siiresiz olarak kiiltiire edilemezler (Gugjoo
& ark., 2020).

MSC'lerin  kriyoprezervasyonu ile ilgili yapilan bir¢ok
calismada, genellikle yavas dondurma yontemi kullanilmistir
(Naaldijk & ark., 2012). Yapilan bir ¢alismada kopek kemik iligi
kokenli mezenkimal kok hiicre (BMMSC)’leri %10 DMSO + %10
FBS ile kriyoprezerve edilmistir. Hiicreler modifiye edilmis {i¢
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asamali bir protokolle dondurulmus; 1 saat boyunca 4 °C'de, 2 saat
boyunca -20 °C'de, 10.5 saat boyunca -80 °C'de ve son olarak uzun
siireli depolama i¢in sivi nitrojen (-196 °C) iginde saklanmistir.
Hiicresel hasar1 en aza indirmek icin BMMSC'lerin ¢ozdiirtilmesi 37
°C'de yapilmustir. Kriyoprezerve ve taze BMMSC’ler arasinda hiicre
canliliginda anlamli bir fark bulunmamis ve BMMSC'lerin in vivo
osteojenik farklilasma yetenegini korudugu tespit edilmistir. Bu
sonuglar, uzun siireli  kriyoprezervasyonun BMMSC'lerin
rejenerasyon kapasitelerini korudugunu gostermektedir (Zhu & ark.,
2013). Hem yavas hem de hizli dondurma protokolleri kullanilarak
dondurulmug MSC’ler taze MSC'lere benzer fenotip, hiicre yiizey
belirtegleri ve ¢ogalma hizi gostermistir (Naaldijk & ark., 2012). Liu
ve arkadaglarinin adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicre
(ADMSC)'lerin kriyoprezervasyonunda %10 DMSO + %20 FBS
kullandigr calismada kriyoprezervasyonun MSC’lerin fenotipi,
proliferasyonu ve osteojenik farklilasma potansiyelinde olumsuz bir
etkisinin olmadigim goézlemlemislerdir (Liu & ark., 2008). Ayrica
yapilan baska bir c¢alismada BMMSC'lerin %10 DMSO ile
kriyoprezervasyonun ardindan ¢oziilme sonrasi canliligin %72.95 +
6.14 oldugu bildirilmistir (Doan & ark., 2012). Bir diger ¢alismada
kopek BMMSC'lerinin %10 DMSO + %10 FBS ile
kriyoprezervasyonun in vitro hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasi
tizerinde belirgin bir olumsuz etkisinin olmadigi bildirilmistir (Li &
ark., 2009). Bir ¢alismada at kaynaklt MSC'ler %10 FBS + %10
DMSO ortaminda kriyoprezerve edilmis ve 1yl proliferatif
potansiyel gostermistir (Vidal & ark., 2012). At kanindan izole
edilen multipotent kok hiicrelerin %10 DMSO + %90 FBS ile
kriyoprezervasyonunda ¢cozdlirme sonrast MSC'lerin
morfolojilerini, telomeraz aktivitelerini, karyotip profilini,
proliferasyon hizini, yiizey belirteclerinin ekspresyonunu ve
adipojenik, osteojenik ve miyojenik farklilasma potansiyellerini
korudugunu tespit edilmistir (Martinello & ark., 2010). Bununla
birlikte, %90 FBS + %10 DMSO'dan olusan dondurma ortaminda
kriyoprezervasyondan sonra, kopek ADMSC'lerinin taze hiicrelere
gore daha diisiik proliferasyon ve telomeraz aktivitesi gosterdigi
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tespit edilmistir. Bu calismada kriyoprezervasyon protokoliiniin
MSC’lerin adipojenik, osteojenik ve miyojenik farklilasma
potansiyelini degistirmedigi bildirilmistir (Martinello & ark., 2011).
Bagka bir ¢alismada, ADMSC'lerin %10 DMSO + %90 FBS ile
kriyoprezerve edilmesinin proliferasyonu, osteojenik ve adipojenik
farklilasmay1 6nemli dlgiide engelledigi bildirilmistir (James & ark.,
2011). Bir diger ¢alismada kopek BMMSC'lerinin %10 DMSO +
%10 FBS ile kriyoprezervasyonundan sonra taze hiicrelere gére daha
diisiik canliliga ve proliferatif kapasiteye sahip oldugu bildirilmistir
(Edamura & ark., 2014).

MSC'lerin kriyoprezervasyonunda buz kristali olusumunu
onlemek icin optimum konsantrasyonda uygun CPA kullanim1 ¢ok
onemlidir. MSC'leri korumak icin genellikle %10 DMSO ve FBS (%
20 - % 90) birlikte kullanilir (Yong & ark., 2015). DMSO
konsantrasyonunun hiicre canlilig1 {izerinde 6nemli bir etkisi vardir.
Kriyoprezervasyon ortaminda DMSO konsantrasyonunun %/5'ten
%?20'ye yiikselmesi, domuz BMMSC'lerinde hiicre canliligim
azaltma ve apoptotik gen ekspresyonunu arttirma egilimindedir
(Gugjoo & ark., 2020). Son yillarda, metilseliiloz (MC), siikroz,
trehaloz, HES, polivinilpirolidon (PVP) ve bu kriyoprotektanlarin
farkli kombinasyonlariyla ikinci nesil bir kriyoprezervasyon ortami
gelistirmek i¢in ¢esitli galismalar yapilmigtir (Pham & Vu, 2016).
Thirumala ve arkadaglar1t ADMSC'leri DMSO yerine PVP (%1, %S5,
%10, %20 ve %40) ile kriyoprezerve edip ¢ozdiirdiikten sonra,
MSC'lerin en yiiksek hiicre canliligiin %10 PVP'de %¢69,7
oldugunu bildirmislerdir. %10 PVP + %10 insan serumu (HS)
kullanimiyla hiicre canliligmin % 72.1'e yiikseldigini fakat %10
DMSO + %80 HS'deki hiicre canliliginin %82.5 oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica adipositlere ve osteoblastlara farklilasma
potansiyelinin  kriyoprezervasyondan sonra korundugunu ve
ADMSC'lerin kriyoprezervasyonunda PVP'nin alternatif bir CPA
olabilecegini tespit etmislerdir (Thirumala & ark., 2010a). Yapilan
bir ¢alismada DMSO konsantrasyonlarinin azaltilmasi igin farkli
molekiiler agirliklardaki HES kullaniminin etkisi arastirilmistir.
MSC'ler HES ile kriyoprezervasyondan sonra, karakteristik hiicre
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ylizey belirteci ekspresyonu, osteojenik, adipojenik ve kondrojenik
farklilasma potansiyelini korumuslardir. Tek basina HES, MSC'ler
icin etkili bir kriyoprezervasyon saglamazken %5 DMSO + %5 HES
kombinasyonunun etkili bir sekilde kullanilabilecegi bildirilmistir
(Naaldijk & ark., 2012). Yapilan bir ¢alismada ADMSC’lerin
kriyoprezervasyonunda (i) %80 fetal dana serumu (FCS) + %10
DMSO, (ii) %80 HS + %10 DMSO, (iii) %1 MC + %10 HS veya
FCS veya DMSO ve (iv) %0, %2, %4, %6, % 8 veya % 10 DMSO
kombinasyonlar halinde kullanilmistir. DMSO kullanilmamasinin
apoptotik ve / veya nekrotik MSC'lerin fraksiyonunu 6nemli 6l¢iide
artirdigi tespit edilmistir. %2 DMSO ile elde edilen canli hiicrelerin
yiizdesinin, %10 DMSO + %80 serum (HS veya FCS) ile elde edilen
hiicrelere (~%84 + 5 ve ~%84 + 8) benzer oldugu tespit edilmistir.
Cozlilme sonrast MSC canliliginin, adipojenik ve osteojenik
farklilasabilme yeteneginin, serum kullanilmadan bile, minimum
%2 DMSO konsantrasyonu ile korunabilecegini bildirilmistir
(Thirumala, Gimble & Devireddy, 2010b). Yapilan bir ¢aligmada
ADMSC’lerin kriyoprezervasyonunda DMSO (%1, %4, %8 ve
%10), trehaloz (%9, %6 ve %2) ve %90 FBS kombinasyonlar1
kullanilmig. Tiim protokollere kiyasla %4 DMSO, %6 trehaloz ve
%90 FBS kombinasyonunun daha etkili oldugu tespit edilmis.
(oziildiikten sonra hiicrelerin farklilagabildigi ve biyolojilerinin
biitiinliiglinii korudugu tespit edilmistir (De Rosa & ark., 2009).
Farelerden, ratlardan ve buzagilardan elde edilen MSC'lerin
kriyoprezervasyonu i¢in polietilen glikol (PEG) ve / veya trehaloz
ile diisiik konsantrasyonda DMSO igeren farkli kriyoprezervasyon
cozeltileriyle yapilan bir arastirmada, %5 DMSO + %2 PEG + %3
trehaloz + %2 sigir serum albiimini (BSA) kombinasyonunun
coziilme sonrasi hiicre canliliginda (% 91.5 = 5.6) diger
kombinasyonlara oranla daha etkili oldugu anlagilmistir. Ayrica
DMSO kullanilmadiginda %10 1,2-propanediol ve %10 1,2-
propanediol + %2 BSA kombinasyonundaki hiicre canliliginin
ylizdelerinin sirasiyla %10 DMSO ve %10 DMSO + %10 FBS 'den
anlamli olarak diisiik oldugu bildirilmistir. Hiicre sagkalimi
DMSQ’ya gore diisikk olmasina ragmen, 1,2-propandiol gibi bir
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kriyoprotektaninda kriyoprezervasyonda kullanilabilecegi tespit
edilmistir (Liu & ark., 2010; Liu & ark., 2011). Baska bir calismada,
mannitol, laktoz, siikroz, trehaloz veya rafinoz gibi sekerler,
kriyoprezervasyondan 24 saat once inkiibasyon ortamina 200 mM
konsantrasyonda ve kriyoprotektif soliisyona da 300 mM
konsantrasyonunda eklendiginde, bu kombinasyonlarin ¢oziilme
sonras1 hiicre canliligim arttirdigi tespit edilmistir ve MSC'lerin
sekerlerle kriyoprezervasyonun adipojenik ve osteojenik farklilagsma
yetenegini korudugu gosterilmistir (Petrenko & ark., 2014).

FBS konsantrasyonundaki bir artigla, MSC'lerin ¢6ziilme
sonrasi yasayabilirligi artabilir. Buffalo amniyotik sivi MSC'lerinin
kriyoprezervasyon  ortaminda  serum  konsantrasyonlarinin
artmasiyla ¢6ziilme sonrasi canliliginin % 28’den % 85'e yiikseldigi
tespit edilmistir (Gugjoo & ark., 2020). At, koyun ve ratlardan elde
edilen MSC'lerin farkli kriyoprotektan soliisyonlar1 kullanilarak
kriyoprezerve edildigi bir ¢alismada %10 DMSO + %20 FBS’nin
hiicre canliligi ve replikasyon acisindan diger kriyoprotektan
kombinasyonlarindan daha yiiksek performans gosterdigi
bildirilmistir (Renzi & ark., 2012). Bununla birlikte, yiiksek
konsantrasyonda hayvan serumu kullanimi hastalarda bazi olumsuz
etkilere neden olabilir (Pham & Vu, 2016). Insan MSC'lerinin
serumsuz kriyoprezervasyon ortaminda, FBS iceren ortamlara
kiyasla kriyoprezervasyon sonrasi benzer veya iistiin sonuglar
verdigi gosterilmistir (Gugjoo & ark., 2020). Bir calismada,
BMMSC'ler %2, %5 ve %10 konsantrasyonlarinda DMSO iceren ve
hayvansal iiriin igermeyen ortamda kriyoprezerve edilmis. %5 ve
%10 DMSO igeren ¢ozeltilerde kriyoprezervasyondan sonra hiicre
lyilesmesinin sirasiyla %72 ve %80 oldugu tespit edilmistir.
Kriyoprezervasyonun BMMSC'lerin proliferasyon hizini, MSC
markerlarinin ~ ekspresyonunu  ve  osteojenik  potansiyelini
degistirmedigi gozlenmistir (Ginis, Grinblat & Shirvan, 2012).
Yapilan diger bir ¢alismada at BMMSC'leri, %20 serum + %10
DMSO + %70 MEM veya %95 serum + %5 DMSO'dan olusan 6
farkli soliisyonda kriyoprezerve edilmis. Serum olarak, otolog
serum, ticari at serumu veya FBS kullanilmistir. 6 ¢ozelti arasinda
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¢cozlilme sonrasi canlilik, toplam hiicre sayisi, morfoloji skorlar
veya biiyiime kinetigi a¢isindan anlamli fark goriilmemistir. Her
grupta ¢oziilme sonrasi canlilik %80-90 arasinda degismistir. Kisa
stireli MSC kriyoprezervasyonu i¢in %5 DMSO’nun kriyoprotektan
olarak yeterli oldugu bildirilmistir. At MSC'lerinde kullanilan
kriyoprezervasyon formiilasyonu veya serum kaynagi ne olursa
olsun, ¢oziilme sonrasi canlilik ve biiylime acisindan farkliliklar
gorliilmemistir. At BMMSC'lerinin kisa siireli kriyoprezervasyonu
icin %95 otolog serum ve %5 DMSO kullanimi nerilmektedir
(Mitchell & ark., 2015). FBS kullanimimi degistirmek icin, kseno
icermeyen medyumlar Onerilmistir. Kseno icermeyen %5
DMSO'™mun MSC'leri etkili bir sekilde korumak igin ideal bir CPA
olabilecegi belirtilmistir (Yong & ark., 2015). Yapilan bir ¢alismada
hayvansal kaynaklt serumun yerine serisin kullanilmistir.
ADMSC'ler, %10 DMSO + %1 serisin + 0.1 mol/L maltoz veya %10
DMSO kullanilarak kriyoprezerve edilmistir. Her iki soliisyonda da
sagkalim oraninin %95'in iizerinde oldugu tespit edilmistir. Serisin
iceren kriyoprezervasyon c¢ozeltisinin, proliferasyon potansiyeli
acisindan tek basma %10 DMSO'dan daha etkili oldugu
bildirilmistir (Miyagi-Shiohira & ark., 2015).

MSC’lerin kriyoprezervasyonunda vitrifikasyon yontemi de
arastirilmugtir (Naaldijk & ark., 2012). Insan amniyon tiirevli
mezenkimal kok hiicrelerin (HAM) kriyoprezervasyonu amaciyla
vitrifikasyon ¢ozeltisi olarak %40 etilen glikol (EG) + %18 Fikol +
0.3 M siikroz kombinasyonunun kullanildigi bir ¢alismada
HAM'larin ¢ozlilme sonrasi canliligimin %84,3+£3,2 oldugu tespit
edilmistir. Kriyoprezerve HAM'larin, taze HAM'lardan ayirt
edilemeyen  morfolojik  Ozellikleri  oldugu  gosterilmistir.
Vitrifikasyonun HAM'larin kriyoprezervasyonu i¢in giivenilir ve
etkili bir yontem oldugu ve ¢oziilmiis HAM'larin, osteoblastlara,
adipositlere ve kondrositlere farklilagma yetenegini korudugu tespit
edilmistir (Moon & ark., 2008).
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Yapilan bir ¢aligmada at gobek kordonu kanindan elde edilen
MSC’lerin birinci ila onuncu pasajlart %70 FBS + %10 DMSO
kombinasyonuyla kriyoprezerve edilmistir. En yiiksek canlilik orani,
kriyoprezervasyondan sonraki 1. ve 8. haftalarda ilk pasajdan elde
edilen hiicrelerde goriilmiis. Dondurmadan 8 hafta sonra ¢ozdiiriilen
hiicrelerin canlilik orant P1’de %80.4 iken P10°da %51.2‘ye kadar
diistiigii gortilmiistiir. Kriyoprezerve edilen hiicrelerin canliliklari,
bliyiime kabiliyetleri ve farklilasma potansiyelleri agisindan
karakterizasyonunda Onemli bir degisiklik olmaksizin 8 hafta
boyunca basaril bir sekilde dondurulabildigi tespit edilmistir (Eini
& ark., 2012).

2. Pluripotent Kok Hiicrelerin (PSC) Kriyoprezervasyonu

Indiiklenmis pluripotent kdk hiicre (iPSC)’ler ve ESC’ler
pluripotent kok hiicreler (PSC) olarak siniflandirilir (Miyazaki &
Suemori, 2016). ESC’ler viicuttaki tiim hiicre tiirlerine farklilagabilir
ve sinirsiz kendini yenileme yetenegine sahiptir. Bu nedenle,
ESC’lerin hasarli dokular1 onarma ve organ rejenerasyonu igin

kullanilmasina olan ilgi son yillarda 6nemli dl¢lide artmistir (Xu,
2011).

Diger bir¢ok hiicre gibi ESC’lerde sivi nitrojende uzun siire
saklanabilir. Diger kok hiicreler, konvansiyonel yavas dondurma (1
°C/dak) ve hizl1 ¢ozdiirme ile basarili bir sekilde dondurulurken,
ESC’leri dondurmada en yaygin kullanilan teknik vitrifikasyondur.
Bu yontemde, hiicrelerin korunmasma yardimer olmak ve
hiicrelerdeki buz kristali olusumunu azaltmak ic¢in kademeli olarak
artan bir siikroz konsantrasyonu ve DMSO kullanir (Freshney,
2010). Yavas dondurulan ESC'lerin iyilesme orani1 genellikle
%10'un altindayken, ESC’nin vitrifikasyonu yiiksek iyilesme
oranlar1 saglar (Neubauer & ark., 2015). Kriyoprotektan olarak %10
DMSO’nun kullanildigi yavas dondurma yontemi, ESC’lerin
iyilesme oranmni azaltir. Kriyoprotektan olarak DMSO’nun
kullanilmasi, kriyoprezervasyondan sonra ESC farklilagmasinm
indiikleyebilir. Bu nedenle, ESC kriyoprezervasyonunda DMSO
konsantrasyonlarinin  azaltilmasi idealdir (Xu, 2011). %10
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DMSO’nun yerini almak i¢in farkli CPA kombinasyonlari
denenmistir (Martin-1bafiez, Hovatta & Canals, 2012). Ha ve
arkadaslari, CPA olarak % 5 DMSO ve farkli FBS konsantrasyonlari
(%5, %50 ve % 95) kullaniminin etkisini incelemislerdir. %50 ile
%95 FBS arasinda sagkalim oranlarinda anlamli bir fark
bulunmamasma ragmen, FBS konsantrasyonu azaldikc¢a
kriyoprezervasyonlu hiicrelerin sagkalim oraninda azalma oldugunu
tespit etmislerdir. Bu calismada ayrica EG veya gliserol gibi
CPA'larin  farkli konsantrasyonlart denenmistir. En etkili
kriyoprezervasyon %5 DMSO + %50 FBS + %10 EG kombinasyonu
kullanildiginda elde edilmis ve bu ortamin %5 DMSO + %50
FBS’ye kiyasla sagkalim oraninda 3 kat artis sagladigi bildirilmistir.
ESC’nin temel Ozelliklerinin, yani proliferatif yetenegi ve
pluripotensinin kriyoprezervasyondan sonra korundugu tespit
edilmistir (Ha & ark., 2005).

Son zamanlarda, %5 DMSO ve %5 HES kombinasyonunun
ESC’lerin yavas dondurma yontemiyle kriyoprezervasyonunda
etkili oldugu gosterilmistir (Martin-lbanez, Hovatta & Canals,
2012). Propilen glikol veya gliseroliin kriyoprotektan olarak
kullanimryla hiicrelerin %20-60 iyilestigi bildirilmistir (Miyazaki &
Suemori, 2016). DMSO ve FBS igeren kriyoprezervasyon ortamina
trehaloz ilavesinin, hematopoietik prekiirsor hiicrelerinin canliligini
%7 ila %20 arttirdig1 bildirilmistir (Ji, de Pablo & Palecek,
2004).Wu ve arkadaslar yaptiklart ¢aligmada %10 DMSO igeren
dondurma ortamina trehaloz ilavesinin kriyoprezerve edilen
ESC’lerde ¢oziilme sonrasi hiicre iyilesmesi oranini %15'ten %48'e
yiikseltigini gostermistir (Wu & ark., 2005).

iIPSC'lerin kriyoprezervasyonda DMSO, EG, propilen glikol
ve gliseroliin karsilastirildig1 gesitli ¢calismalar yapilmistir. Bu dort
CPA'nin toksisitesi, 37 °C'de %10'luk bir CPA c¢ozeltisinde 30
dakika bekletildikten sonra analiz edilmistir. Sonuglar, DMSO'nun
1PSC'ler i¢in en toksik CPA oldugunu, gliseroliin ise en az zararh
CPA oldugunu gostermistir. iPSC’lerin yavas dondurma-hizh
¢Ozdiirme protokolii ile kriyoprezervasyonundan sonra ayni CPA'lar
uyguladiginda koruyucu etkinin tam tersi oldugu bildirilmis, DMSO
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etilen glikol ile birlikte en koruyucu CPA iken gliseroliin en az
koruyucu oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle DMSQO'dan daha az
toksisite gdsterdigi ve benzer koruma seviyeleri sagladigi i¢in tercih
edilen kriyoprotektan olarak EG se¢ilmistir (Martin-1bafiez, Hovatta
& Canals, 2012).

Sonuc¢

Kok hiicre uygulamalarinin gelistirilmesinde
kriyoprezervasyon biiylik bir oneme sahiptir. Kok hiicrelerin
kriyoprezervasyondan sonra canli ve fonksiyonel olarak geri
kazanilabilmesi igin, cesitli teorilerin gelistirildigi, teknolojik
kriyojenik cihazlarin, alternatif kriyoprotektanlarin kullanildig:
bircok calisma yapilmistir ve farkli kok hiicre tipleri i¢in birgok
farkli CPA kombinasyonlarini igeren protokoller gelistirilmis,
hayvan bileseni icermeyen serumsuz veya DMSO icermeyen
kriyoprezervasyon protokolleri arastirilmistir. Kok hiicrelerin
hiicresel ve genetik yapisini degistirmeden kriyoprezerve edilmesi
kok hiicre bazli tedavilerde basarili sonuglar elde etmeyi
saglayacaktir. Kriyoprezervasyon sirasinda hiicrelerde meydana
gelen ve hiicrelere zarar veren fiziksel ve kimyasal degisikliklerin
daha kapsamli arastirilmast ve rejeneratif tip tedavilerinde
maksimum fayda saglamak i¢in, tiirlere ve dokulara 0Ozgi
kriyoprezervasyon protokollerinin standartlagtirilmasi
gerekmektedir.
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BOLUM IX

Mezenkimal Kok Hiicrelerin Biyolojik Ozellikleri

Sare UYURCA!
Ogiinc MERAL?

Giris

Kok hiicre, hiicre bélinmesi yoluyla uzun sireli kendini yenileme
yetenegine sahip, Ozel, islevsel bir hiicreye farklilasmasi igin
uyarilabilen, Ozellesmemis hiicrelere atifta bulunan genel bir
terimdir (Quimby, 2019). Mezenkimal kok hiicreler (MSC) kendini
yenileme, klonal hiicre popiilasyonlar1 olusturma ve multilineage
farklilagma ile karakterize multipotent kok hiicrelerdir (Wang, Yuan
& Xie, 2018). MSC'ler kondrositlere, adipositlere, osteoblastlara,
miyositlere, noral hiicrelere ve hepatositlere farklilasma yetenegine
sahiptir (Kang & Park, 2020). MSC'nin plasenta, dis pulpasi,
amniyotik sivi, kalp, iskelet kasi, yag dokusu, kemik iligi, sinovyal
stvi, endometriyum, wharton jolesi ve pankreas dahil olmak {izere
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bir dizi yetiskin ve fetal dokudan izole edilebildigi gosterilmistir
(Markov & ark., 2021; Véénéanen, 2005). MSC'lerin hiicre-hiicre
temasi, mediator salgilanmasi, ekstraseliiler vezikiillerin tiretimi ve
hatta trofik faktorleri ve hasarli hiicreleri onarmak i¢in mitokondriyi
aktarabilen membran nanotiiplerinin olusumunu iceren ¢ok sayida
mekanizma yoluyla doku rejenerasyonuna ve onarimina yardimei
oldugu  disiiniilmektedir. MSC’ler  anjiyogenezi  artiran,
inflamasyonu azaltan ve immun sistemi modiile eden biyoaktif
faktorler salgilar. Organ hasarlarinda, MSC'lerin fibrozisi inhibe
ettigi ve lokal kok hiicreleri toplayarak sagkalmalarini,
cogalmalarint ve farklilasmalarim1 uyardigi disiiniilmektedir
(Quimby & Borjesson, 2018). MSC'lerin bu iistiin meziyetleri, doku
hasar1 ve inflamasyon i¢in potansiyel tedavilere yeni bir bakis agisi
kazandirmaktadir (Wang, Yuan & Xie, 2018).

1. Anti-inflamatuar ve immiinomodiilator Ozellikleri

Son zamanlarda, MSC'lerin immunomodiilatéor ve anti-
inflamatuar ~ Gzelliklerinin  altinda  yatan  mekanizmalarin
anlagilmasinda  &nemli ilerlemeler kaydedilmistir. In vitro
calismalar, MSC'lerin ¢evresel sinyallerin yogunluguna bagli olarak
zit yonlerde yanit verebilecegini gostermektedir. Yani, bagisiklik
sisteminin yeterince aktif olmadig1 durumlarda inflamasyonu tesvik
ettigi ve bagisiklik sisteminin asir1 aktif oldugu durumlarda
bagisiklik sistemini baskiladigi tespit edilmistir (Salari & ark.,
2020).

MSC'lerin immunomodiilatér fonksiyonlarini, monositler,
makrofajlar, dendritik hiicreler (DC), T hiicreleri, B hiicreleri ve
dogal oldiiriicti (NK) hiicreler gibi bagisiklik hiicreleriyle, hiicre-
hiicre temas1 ve parakrin etki yoluyla gerceklestirdigi bildirilmistir
(Song, Scholtemeijer & Shah, 2020). Son caligsmalar, sadece canli
MSC’lerin degil apoptotik, metabolik olarak inaktive edilmis veya
parcalanmig MSC'lerin de immiinomodiilator yeteneklere sahip
oldugunu gostermektedir (Weiss & Dahlke, 2019).
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1.1. Canli MSC’lerle immiinomodiilasyon

In vitro olarak elde edilen MSC'ler, dogal ve kazamlmis
bagisiklik stireglerinde yer alan efektor hiicrelerin ¢cogunun islevini
etkinlestirme ve diizenleme yetenegine sahiptir (Andrzejewska,
Lukomska & Janowski, 2019).

Dogal bagisiklik sistemi DC, NK hiicreleri ve
makrofajlardan olusur ve MSCl'lerle etkilesimleri rejeneratif

stiregleri tesvik eder ve inflamatuar yamitlari inhibe eder (Wang,
Yuan & Xie, 2018).

Dendritik  hiicreler, T hiicresi  aktivasyonunu ve
farklilasmasini indiikleyebilen hiicrelerdir (Patente & ark., 2019).
MSC'nin dendritik hiicre farklilagsmasi, olgunlagmasi ve islevine
miidahale ettigi gosterilmistir. MSC'ler, olgunlasmamis dendritik
hiicrelerin olgun formlara donlismesini engeller ve dendritik
hiicrelerin hiicre dongiisiinii GO/G1 fazinda durdurabilir. Ayrica
DC’lerin dokulara mobilizasyonunu sinirlandirirlar (Andrzejewska,
Lukomska & Janowski, 2019; Herrero & Pérez-Simon, 2010).
MSC'ler, prostaglandin E2 (PGE2)'yi igeren bir mekanizma yoluyla
monositlerin DC'lere farklilasmasini bloke eder (Guerrouahen &
ark., 2019).

NK hiicreleri lenfositlerin bir alt kiimesi olarak kabul edilir
ve 6nemli bir interferon-y (IFN-y) kaynagidir (Guerrouahen & ark.,
2019). MSC'ler, hasarli dokulardaki NK hiicrelerinden salgilanan
IFN-y tarafindan aktive edilebilir ve anti-inflamatuar etkiler
gosterebilir (Kanai & ark., 2021). Ayrica MSC’ler NK hiicrelerinin
sitotoksik aktivitesinin azalmasina neden olurlar (Andrzejewska,
Lukomska & Janowski, 2019).

Makrofajlar klasik olarak aktive edilmis M1 makrofajlar ve
alternatif olarak aktive edilmis M2 makrofajlari olmak tizere 2 gruba
ayrilir. M1 makrofajlar1 inflamatuar yanitlar1 baglatabilir ve
stirdiirebilir, pro-inflamatuar sitokinler salgilayabilir ve diger immiin
hiicrelerin inflamasyonlu dokuya alinmasini tetikleyebilir; M2
makrofajlar1 ise, apoptotik hiicreleri fagosite eder ve anti-
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inflamatuar mediatorler salgilar. MSC’ler immunomodiilator
etkisiyle, M1 makrofajlari, M2 makrofajlara donistiiriir ve
makrofajlar tarafindan salgilanan interlokin 10 (IL-10), T hiicresi
proliferasyonunu inhibe eder (Andrzejewska, Lukomska &
Janowski, 2019; Murray & Wynn, 2011; Viola & ark., 2019).

Kazanilmis bagisiklik sistemi CD4" T yardimci ve CD8* T
sitotoksik lenfositlerden ve B lenfositlerinden olusur (Wang, Yuan
& Xie, 2018).

MSC'ler CD4" ve CD8" T lenfosit proliferasyonunu baskilar.
MSC'ler tiimor nekroz faktor o (TNF-a) ve IFN-y gibi T lenfositler
tarafindan sentezlenen pro-inflamatuar sitokinlerin seviyesini
dislirir ve anti-inflamatuar sitokinlerin  sentezini  arttirir
(Andrzejewska, Lukomska & Janowski, 2019). MSC'lerin Thl ve
Th17 (Th; T yardimci) hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe
edebildigini, IL-2, IL-6, IL-17, salinimini azalttiklart ve Th2
hiicreleri tarafindan IL-4 salgilanmasini arttirdiklari tespit edilmistir
(Ma & Chan, 2016; Zhao & ark., 2010).

B hiicreleri, antijenler ve IL-10 gibi inflamatuar sitokinler
tarafindan uyarildiginda antikor salgilar (Guerrouahen & ark., 2019).
MSC'ler B lenfositlerinin proliferasyonunu, farklilagmasini,
olgunlagmasini, kemotaksisini ve aktivasyonunu inhibe eder (Wang,
Yuan & Xie, 2018). MSC'ler aktive B hiicreleri tarafindan
salgilanan IgM, IgG ve IgA (Ig; immiinoglobulin) siniflar1 gibi
immiinoglobiilinlerin sentezini smirlama yetenegine sahiptir,
boylece bu hiicrelerin plazma hiicrelerine farklilasmasini bloke eder.
Ayrica, B lenfositlerinin ylizeyindeki kemokinlerin ve reseptorlerin
ekspresyonunu azaltirlar, bu da potansiyel olarak go¢ etme
yetenekleri iizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir (Andrzejewska,
Lukomska & Janowski, 2019).

MSC’ler, topluca sekretom olarak adlandirilan ve hasarh
dokularda rejeneratif siirecleri destekleyen c¢ok c¢esitli parakrin
faktorler salgilar (Andrzejewska, Lukomska & Janowski, 2019).
MSC'ler, immiinosupresyonu indiiklemek ic¢in solubl immiin
faktorler salgilayarak hem dogal hem de kazanilmis bagisiklik
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sistemlerindeki immun hiicrelerle etkilesime girebilir. Hasarli
hiicreleri onararak veya immiinolojik aktivitesini baskilayarak
islevlerini yerine getiren sitokinler, bliylime faktorleri, hormonlar ve
kemokinler gibi MSC'ler tarafindan bir dizi solubl faktoér salinir.
Bunlar arasinda transforme edici biiyiime faktorii-beta (TGF-p),
indolamin-2,3-dioksijenaz (IDO), PGE2, IL-10 ve tiimor nekroz
faktor (TNF) ile uyarilmis gen-6 (TSG-6) gibi efektorler bulunur
(Voga & ark., 2020; Wang, Yuan & Xie, 2018).

Metabolik bir enzim olan IDO, MSC tarafindan inflamatuar
bir ortamda salgilanan solubl faktorlerden biridir. IDO, triptofani
metaboliti  kynurenine  doniistiirerek  immiin  hiicrelerin
proliferasyonunu ve etkisini engelleyebilir. IDO, T- ve B-hiicre
dongiisliniin durmasina, T-hiicre proliferasyonunun inhibisyonuna
ve diizenleyici T hiicresi (Treg) olusumunun indiiklenmesine, B-
hiicrelerinin ve NK hiicrelerinin inhibisyonuna yol acan
reaksiyonlart katalize eder ve M2 makrofajlarinin farklilasmasiyla
iliskilidir (Voga & ark., 2020; Wang, Yuan & Xie, 2018).

TSG-6, anti-inflamatuar ve koruyucu Ozelliklere sahip bir
proteindir. TNF-a ve IL-1 gibi proinflamatuar mediatorler TSG-
6'nin salgilanmasini uyarabilir. MSC’lerden salinan TSG-6'nin
MIl'den M2 fenotipine geg¢isi indiikledigi ve Treg sayisini artirarak
inflamatuar semptomlar1 hafiflettigi gosterilmistir (Voga & ark.,
2020; Wang, Yuan & Xie, 2018).

IL-10 makrofaj ve dendritik hiicrelerin Th1 ve Th2 yanitim
ve yardimci fonksiyonlarini sinirlayan, T hiicre gelisimini inhibe
eden ve Treg iretimini arttiran bir anti-inflamatuar sitokindir.
Yapilan c¢alismalar IL-10'un T hiicre apoptozuna yol a¢tigini
gostermistir. MSC'lerin IL-10 salgilamasi, inflamatuar bir ortam ve
T hiicreleri ile temas araciligiyla uyarilir (Voga & ark., 2020; Yang
& ark., 2009).

PGE2 kemokin iiretimini modiile eder, proinflamatuar
hiicrelerin bolgeye yonelmesini engeller ve diizenleyici hiicrelerin
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farklilagsmasini arttirir. NK hiicre inhibisyonunda 6nemli bir aracidir
ve M2 fenotipine dogru makrofaj polarizasyonunda rolii vardir.
MSC'ler tarafindan iiretilen PGE2, TNF iiretimi ve gogii gibi ¢esitli
hiicre fonksiyonlarimi kisitlar. IDO ile PGE2 sinerjik etkisi, insan
MSC'lerinde T hiicresi proliferasyonunun yani sira NK hiicresi
sitolitik aktivitesinin inhibe edilmesini saglar. Ayrica, MSC
tarafindan apoptotik hiicrelerin temizlenmesindeki rolii de
gosterilmistir (Voga & ark., 2020; Wang, Yuan & Xie, 2018).

TGF-B, hiicrelerin proliferasyonu ve farklilagmasi,
embriyonik gelisim, yara iyilesmesi ve anjiyogenez gibi bircok
biyolojik siirecte yer alir. MSC'in go¢iini ve homingini,
proliferasyonunu ve farklilasmasini etkiler. TGF-B'nin makrofajlarin
M1 durumdan M2 duruma gegisini indiikledigi ve dolayisiyla
Treg’lerin indiiksiyonunda 6nemli 6l¢iide gorev aldig1 gosterilmistir
(Voga & ark., 2020).

1.2. Apoptotik MSC'lerle Iimmiinomodiilasyon

MSC'lerin canliligi, baz1 immiinomodiilator etkileri i¢in bir
on kosul olarak goriilmemektedir. Apoptotik adipoz doku kaynakli
MSC'lerin  (A-ADMSC'ler), sepsis indiikksiyonundan sonra
sicanlarda mortaliteyi azalttigi gosterilmistir. A-ADMSC'lerle
tedavi edilen grupta mortalite, dolasimdaki TNF-a, T yardime1 hiicre
ve sitotoksik T hiicrelerinin seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla
anlamli derecede diisiik oldugu goriilmiistiir. Ayrica, A-ADMSC
tedavisinin, inflamasyon, oksidatif stres ve apoptozun yani sira
akcigerde ve bobreklerde sepsise bagli histopatolojik degisikliklerin
azaltilmasinda canli MSC'lere kiyasla daha etkili oldugu
bildirilmistir. Bagka bir ¢alismada, apoptotik MSC’leri fagosite eden
makrofajlarin  silipernatanlarinin  hipoksik  kardiyomiyositlerin
sagkalimim arttirdigr bildirilmistir. Farelerde endotoksin kaynakli
bir akut akciger hasart modelinde apoptotik MSC'lerin
intrapulmoner uygulamasi sagkalimi arttirmamis veya hastaligin
siddetini azaltmamistir. Ayrica, ne plazmada ne de bronkoalveolar
lavaj stvisinda TNF-a diizeylerinde azalma ve IL-10 diizeylerinde
artig gozlenmemistir (Weiss & Dahlke, 2019).

--198--



2. Kok Hiicrelerin Gocii ve Hedef Belirleme Ozellikleri

MSC'ler karakteristik go¢ ve homing 6zelligine sahiptirler ve
belirli uyaranlardan sonra nisini terk edebilirler ve kanda
dolagabilirler (Barky, Ali & Mohamed, 2017; Gugjoo, Pal &
Sharma, 2020). MSC'ler hasarli bélgelere gog edebilirler ve hasarl
bolgelerin lokal komponentlerine farklilasma kapasitesine ve doku
rejenerasyonuna yardimei olan kemokinleri, sitokinleri ve biiyiime
faktorlerini salgilama yetenegine sahiptirler (Fu & ark., 2019).
Ozellikle hiicre kemotaksisini bloke etme veya uyarma siirecinde
MSCl'ler tarafindan salgilanan kemokinler 6nemli bir rol oynar
(Andrzejewska, Lukomska & Janowski, 2019).

Stromal hiicre kaynakli faktor 1 (SDF-1), MSC'ler tarafindan
eksprese edildigi diisiiniilen kemokin reseptori CXCR4'in
ligandidir. MSC'ler ilizerinde CXCR4'lin asir1 ekspresyonu kemik
iligine homingi artirmaktadir. Bununla birlikte, bazi arastirmalar
MSC'lerin CXCR4'1 eksprese etmedigini  bildirerek diger
reseptorlerin  de devreye girdigini One siirmektedir. Nitekim
MSC'lerin CXCR7'yi de eksprese ettigi ve bunun da benzer sekilde
SDF-1'1 baglayarak cesitli dokulara homingi kolaylastirdigi
gosterilmigtir. MSC'ler CCR1, CCR4, CCR7, CCR9, CCRI0,
CXCRS ve CXCR6 dahil olmak iizere g¢esitli baska reseptorleri de
eksprese etmektedir, ancak bunlarin rolleri ayrintili olarak
aydinlatilmay1 beklemektedir (Ullah, Liu & Thakor, 2019).

Biiyime  faktorleri, hiicre gdgilinii, proliferasyonu,
farklilasmay1 ve ekstraseliiler matris sentezini diizenleyen bir
polipeptid sinifidir. Caligmalar, biiyiime faktorlerinin MSC'lerin
goclinde onemli bir rol oynadigini ortaya koymustur. Giiniimiizde
bazik fibroblast biliyiime faktorii (bFGF), vaskiiler endotelyal
bliyiime faktorii (VEGF), hepatosit bliyiime faktorii (HGF), insiilin
benzeri bilyime faktorii-1 (IGF-1), trombosit kokenli biiyiime
faktorii (PDGF) ve TGF-f1 doku onariminda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bir dizi calisma, bu biiyiime faktorlerinin
MSC'lerin hasarl1 bolgeye homingini indiiklemek ve MSC'lerin doku
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rejenerasyonuna katilimi i¢in kritik Oneme sahip oldugunu
gostermistir (Fu & ark., 2019).

Osteopontin (OPN), cesitli dokularda sentezlenen bir O-
glikozil fosfat proteinidir, aym1 zamanda kalp, bobrek, akciger,
kemik ve diger dokularda hasar ve inflamasyona yanit olarak yukari
regiile edilen bir sitokindir. OPN ekspresyonundaki artis, c¢esitli
hiicrelerde hiicre gocli ve sagkalim yetenegindeki artisla
iligkilendirilmis ve 0Ozellikle MSC'lerin gd¢ilinii  artirabildigi
gorilmiustiir (Fu & ark., 2019).

3. Ekstraselliiler Vezikiillerin Salgilanmasi

Ekstraselliiler vezikiil (EV)'lerin, proteinler, lipidler ve
RNA'lar dahil olmak iizere igeriklerini hiicreler arasinda transfer
ederek hem lokal hem de sistemik olarak hiicreler arasi iletisimde
onemli rollere sahip oldugu diisiiniilmektedir (Robbins & Morelli,
2014). EV'ler, hiicresel plazma zarinin ige veya disa dogru
tomurcuklanmasiyla olusan vezikiillerdir. EV'lerin IL-10, I1L-22, IL-
23 ve TGF-beta konsantrasyonunu arttirdigit  gosterilmistir
(Choudhary, 2021). Klasik olarak, EV'ler fiziksel parametrelere gore
(i) apoptotik cisimler (Aps; ~ 50-5,000 nm ); (ii) mikrovezikiiller
(MV; ~100-1.000 nm); ve (iii) eksozomlar (EX; ~40-100 nm)
olarak ti¢ ana smifa ayirilir (Akers & ark., 2013; Than & ark., 2018).
Bu vezikiiller, hiicreler arasi iletisim, hiicre farklilasmasi ve
proliferasyonu, anjiyogenez, stres yanit1 ve bagisiklik sinyali dahil
olmak tizere ¢ok ¢esitli hiicresel islevlere yardimci olmak i¢in hemen
hemen tiim hiicre tiirleri tarafindan salgilanirlar (Hade, Suire & Suo,
2021).

Son ¢aligsmalar, hem normal hem de kanserli hiicrelerin hiicre
dis1 bosluga vezikiiller salgiladigin1  gostermektedir. EV'ler,
salgilayan hiicrenin genetik ve proteomik igerigini yansitan
materyaller icerir. Kanser hastalarinin biyolojik sivilarindan
(6rnegin serum, beyin omurilik sivisi, idrar) izole edilen EV'lerde
kansere 0zgili materyallerin tanimlanmasi, EV'leri biyobelirteg
gelisimi i¢in 6nemli bir platform olarak sunar (Akers & ark., 2013).
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4. Mitokondriyal Aktarim

Mitokondriyal disfonksiyon, sinir, iskelet kasi, kalp ve
karaciger hiicreleri gibi yliksek enerji ihtiyaci olan hiicreleri etkiler
(Gomzikova, James & Rizvanov, 2021). Mitokondriyal
disfonksiyon homeostatik mekanizmay1 bozan reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) tretimine neden olur. Kok hiicrelerin terapotik
mekanizmalarinin yam sira, dogrudan hiicre farklilagsmasi yoluyla
veya dolayli olarak parakrin sinyalizasyonu, EV'ler ve
immiinomodiilasyon yoluyla, hastalikli hiicrelere mitokondri
aktardigi da  gosterilmigtir  (Choudhary, 2021). MSC'lerin
mitokondri transferi yaparak, hasarli hiicrenin iyilesmesine katkida
bulundugunu, aerobik solunumu iyilestirdigini ve apoptozu inhibe
ettigini gostermek i¢in ¢ok sayida calisma yapilmistir (Gomzikova,
James & Rizvanov, 2021). Spees ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada, mitokondrinin yetiskin kok hiicrelerden ve somatik
hiicrelerden aktif transferinin, fonksiyonel olmayan mitokondriye
sahip memeli hiicrelerinde aerobik solunumu iyilestirebilecegi
ortaya koyulmustur (Spees & ark., 2006). Buna ek olarak
mitokondriyal transfer araciligiyla kemikte ve renal proksimal
tiibiiler epitel hiicrelerinde hiicre proliferasyonu, gogii ve hiicresel
farklilasmanin arttig1 bildirilmistir (Choudhary, 2021).

MSC'lerden hasarli hiicrelere mitokondriyal transfer, doku
onariminda olumlu sonuclar vermis olsa da, kanser hiicrelerinde
ATP iretimi, hiicre proliferasyonu ve invazyon yetenegini
arttiracag i¢in kanser hiicreleri iizerindeki etkileri istenmez. MSC
mitokondriyal transferinin, doku onarimi ve kanser tedavisi igin
farmasoétik bir hedef olabilecegi diistiniilmektedir (Li & ark., 2019).
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BOLUM X

Veteriner ve Tip Hekimliginde Elektriksel
Stimiilasyon

Filiz KAZAK!

Giris

Elektriksel stimiilasyonun, insan ve hayvan viicudunda énemli
etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Baslangigta, uygulanan dissal
kaynakli elektriksel stimiilasyonlar, elektrotlar araciligiyla deri
iizerinden kaslara ve sinirlere iletilmesi ile elektrik akimlarinin
viicuttaki iyonlar1 hareket ettirmesi, motor noéronlarin ve duyusal
afferentlerin depolarizasyonuyla aksiyon potansiyelleri olusturur.
Sonra, kasta refleks yolla kontraksiyon olusturmasi, yavas ve hizl
motor tiniteleri senkronize katilimla aktif hale getirmesi, kas
fibrillerinde, kas i¢i sinir dallarinda ve kutenoz reseptorlerde aksiyon
potansiyeli olusturur. Giiniimiizde elektriksel stimiilasyon, saglikli
insanlarda ve hayvanlarda kas egitiminde atletik performansi
artirmak amaciyla kullanildig1 gibi, bir elektroterapi, ozellikle

1 Dog. Dr., Hatay Mustafa Kemal Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
Dali, Hatay
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norolojik ve kas iskelet sistemi ile ilgili durumlarda ¢esitli hastalarin
fonksiyonlarin1 gelistirmek ic¢in en sik kullanilan cerrahi olmayan
tedavi yontemidir (Cetin & ark., 2018; Ni & ark., 2023). Ayrica,
organlarin fonksiyonlarim1 hizlandirmak ya da agri ve benzeri
semptomlar1 azaltmak amaciyla geleneksel egitim ve rehabilitasyon
programlarina yardimci olarak kullanilan c¢esitli elektriksel
stimiilasyon modaliteleri bulunmaktadir. Gegmiste uygulanan
modaliteler, kisa dalga radyo terapisi, faradism, diisiikk frekansh
dogru akim terapisi veya non-invaziv dogru akim dahil olmak {izere
elektrik tedavi yontemleri iken (Buchner & Schildboeck, 2006),
giiniimiizde uygulanan elektriksel stimiilasyon modaliteleri,
noromuskiiler elektriksel stimiilasyon (NMES), transkutanfz
elektriksel sinir stimiilasyonu (TENS) ve fonksiyonel elektriksel
stimiilasyon (FES) seklindedir (Karakaya & ark., 2013; Ni & ark.,
2023).

Elektriksel Stimiilasyon

Viicutta elektriksel stimuluslardan ilk olarak etkilenen dokular,
sinir ve kas dokularidir. Elektriksel stimiilasyon, uyarilabilir
membranlar1 dogrudan etkileyerek, elektrigin tedavi edici etkilerinin
olusumunu saglar. Elektriksel stimiilasyon hiicre diizeyinde
etkilerini, periferik sinirlerin ve kas liflerinin uyarilmasi sonrasinda,
hiicrelerin membran potansiyellerinde ve yapilarinda degisiklik
olusturmasi ile protein sentezlenmesi diizeylerinde ve enzimatik
aktivitelerde farkliliklarin sekillenmesi araciliginda
gergeklestirmektedir (Tuncer, 2000). Elektriksel stimiilasyonun
terapdtik mekanizmasi, kas atrofisini azaltmak ve yapisal koruyucu
proteinlerin ve norotrofik faktorlerin ekspresyonunu artirarak kasin
yeniden sinirlenmesini tesvik etmek olabilir (Ni & ark., 2023).
Elektriksel stimiilasyon doku diizeyinde etkilerini, kas kasilmas ile
kas kuvveti artisin1 saglayarak, lenfatik ve vendz dolasimi
hizlandirarak ve doku rejenerasyonun artmasini tetikleyerek
gostermektedir (Basar, 2006; Tung, 2014). Segmental diizeyde
elektrik stiimilasyonunun, grup kas kasilmalari, eklem mobilitesi ve
sinerjistik kas aktivitesi iizerine etkileri bulundugu ve ayni zamanda

kasin pompalama hareketleri ile dolasim sisteminde kan akisi ve
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lenfatik drenaji iizerinde dolayli olarak etkilere neden oldugu
bildirilmektedir. Sistematik diizeyde elektriksel stimiilasyonu,
analjezik etkilerin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan betaendorfin,
enkefalin, dopamin ve dimorfin gibi endojen polipeptidlerin
salmimlarim etkilemektedir. Ayni1 zamanda substans-P ve serotonin
gibi ndrotransmitterler ile birlikte dolayli olarak analjezik etki
olusumuna neden olmaktadir. Elektriksel stimiilasyonu dolagim
iizerine sistemik etkilerini, vazoaktif intestinal polipeptidler gibi
polipeptidler ile birlikte gergeklestirmektedir. Ayrica elektriksel
stimiilasyonun dolayl olarak bobrek ve kalp fonksiyonlart gibi i¢
organ aktivitelerinin diizenlenmesinde metabolizma tizerine etkileri
de bulunmaktadir (Tung, 2014). Elektriksel stimiilasyon, fizyolojik
olarak elektrotermal, elektrokimyasal ve elektrofiziksel temel etki
mekanizmasina sahiptir (Basar, 2006). Hekimlikte elektriksel
simiilasyonunun kullanimi, diagnostik, tedavi ve fonksiyonel
amacghdir. Hekimler klinikte elektrik stimiilasyonu kas giiclinii
arttirmak, hareket araligini arttirmak, 6demi azaltmak, atrofiyi
azaltmak, dokuyu iyilestirmek ve agriy1 azaltmak igin kullanilabilir
(Doucet & ark., 2012). Elektriksel stimiilasyonunun etkileri ve
kullanim alanlari, dalga boyu formu, atim siiresi gibi elektrik
uygulama parametreleri ve elektriksel stimulasyonun uygulanmasi
icin secilen doku tipi gibi faktorlere bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Karakaya & ark., 2013).

Elektriksel Stimiilasyonun Tarihcesi

Elektriksel stimiilasyonun tedavi amacl kullanimi yiizyillar
oncesine dayanmaktadir. Asirlar Oncesinde, Romalilarin, Antik
Misirlilarin, ve Yunanlilarin agri tedavisinde elektrik tireten baliklari
kullanmas1 buna bir delildir. Kruger parmaklardaki kontraktiirleri
acmak i¢in elektrik akimi 1744 yilinda ilk kez uygulamistir. Jean
Jallabert 1747 yilinda bir hastanin paralize elini Leyden kavanozu
ile elektriksel stimiilasyonu kullanarak uyarmistir (Malmivuo &
Plonsey, 1995; Singh, 2005). Luigi Galvani 1790 yilinda kurbaga
kas ve sinirleri iizerine elektrigin etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalari
ile kasin elektriksel uyarimla kasildigini bulmustur. Boylece ilk kez

elektrik akimlarmin kas kasilmalarina neden oldugu ve sinirlerin iyi
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bir iletken oldugu kesfedilmistir. Michael Faraday 1831°de akim
ireten elektrik jeneratorli icat etti ve elektrik akimlarimin aktif
hareket olusturmak i¢in sinirleri uyarabildigini gdsterdi (Doucet &
ark., 2012). Onsekiz ve ondokuzuncu yiizyillarda dogal elektriksel
akimlart {ireten elektrik cihazlari ile elektriksel uygulamalara
baslanilmistir. D.B. Duchenne, motor nokta ve kas hareketlerini
bulan kisi, elektriksel uyarimla tedavinin fizyolojisini inceleyen
“Elektroterapinin ~ Temeli” adli  caligmasin1  yayinlayarak
elektroterapinin  gelisimine katkida bulunmustur. Elektriksel
akimlarin rehabilitasyon ve tedavi amach kullanimi iizerine yapilan
calismalar yirminci yiizyilin baglarinda artis gostermistir. Kas
fonksiyonu i¢in elektriksel stimiilasyonun kullanildig: en eski klinik
calismalardan biri, Liberson 1961 yilinda tasinabilir elektrik
stimiilatorii ile felgle iliskili hemiplejisi olan hastalarda ayak
diismesini diizeltmek amaciyla bacaktaki peroneal siniri uyararak
hastalarda yiiriime sirasinda fonksiyonel olarak ayak dorsifleksiyonu
sagladigi c¢alismadir (Liberson & ark.,, 1961). Bu c¢alismada
uygulanan elektriksel stimiilasyon 1962 yilinda ‘'fonksiyonel
elektriksel stimiilasyon' olarak adlandirilmistir. Teknoloji alanindaki
gelismeler ile birlikte 1970'li yillardan sonra daha kompleks FES
sistemleri gelistirilmistir. Cok kanalli FES sistemleri ile olusan
hareketin daha etkin olmasini saglanmistir (Marquez-Chin & ark.,
2020). ilk kez 1964 yilinda kas kasilmasimi saglayan 20-50 Hz
frekanslarda uygulanan NMES’ten bahsedilmistir (Valenti, 1964).
Petrofsky ve ark. (1984) tarafindan kapali devre kontrollii, dongiisel
kas stimiilasyonunun kullanildig1 yiirlime sistemi tanimlanmaistir.
Implante edilebilen FES elektrotlar1 ve ndroprotezlerle 1990l
yillarda yeni FES teknolojisinin gelistirilmesi ile elektriksel
stimiilayon alaninda ilerlemeler hala devam etmektedir (Marquez-
Chin & ark., 2020).

Elektriksel Stimiilasyonun Parametreleri

Elektriksel stimiilasyon parametleri: frekans (30-50 Hz),
amplitiid (kasilma olan kadar artan, stimulusun yogunlugu), akim
siiresi (1-300 msn), dalga formu (bifazik, monofazik), modiilasyon

(ritmik artan), uyar1 ve dinlenme siiresi, yiikselme diisme siiresi
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seklindedir (Cooper & ark., 1973; Mysiw & Jackson, 2000).
Innervasyonu tam olan kaslar1 aktive etmek i¢in akim siiresi, 1-300
msn“lik faz stireli stimiilatorler kullanilir (McCulloch & Nelson,
1995). TENS igin klinikte pratikte yaygin olarak kullanilan frekans
ise 1-150 Hz'dir (Vance & ark., 2014). NMES ise genellikle 20-50
Hz frekansinda kas kasilmasi iiretir (Ni & ark., 2023). Istenilen
kontraksiyon gergeklesinceye kadar stimulusun yogunlugu ya da
amplitiidii, kademeli olarak arttirilir. Kas kasilmasi ile amplitiid
arasinda dogrusal olan bir iliski bulunur (McCulloch & Nelson,
1995; Mysiw & Jackson, 2000). Bir stimiilatoriin uyari ve dinlenme
stireleri ayarlanabilir olmalidir. Kas kasilmasi periyodunu dinlenme
periyodu takip etmelidir. Yorgunluktan kacinmak i¢in tedavinin
baslangicinda dinlenme siiresi, uyar1 siiresinden daha uzun
olmalidir. Zaman i¢inde dinlenme siiresi azaltilarak, akim gecis
siiresi arttirilabilir. Yiikselme-diisme siiresi, her atim zincirinin
sifirdan maksimum amplitiide ya da yogunluga artis siiresi ve
buradan sifir degerine diisiis stiresidir. Kas kontraksiyonu, akim
amplitiidiiniin azaldig1 ya da arttig1 durumlarda gergeklesmektedir.
Bu sebep ile akim yilikselme siiresinin kisa olmasi tercih edilir
(McCulloch & Nelson, 1995; Pekindil, 2000).

Elektriksel Stimiilasyon Cesitleri

Elektriksel stimiilasyonunun etkileri ve kullanim alanlari,
kullanilan dalga boyu formu, atim siiresi ve uygulanan doku gesiti
gibi faktorlere gore degisiklik gosterir. Cesitli farkli yontem ve
tekniklerle karakterize edilen elektroterapi, transkiitan elektriksel
stimiilasyonu (TES) adi altinda 1985 yilindan beri yaygin sekilde
kullanilmis; ancak bu terim altinda, cesitli farkli hastaliklarda,
manyetik alanlar, TENS ve NMES dahil olmak iizere ¢ok sayida
farkli modaliteleri igermistir (Karakaya & ark., 2013). Giiniimiizde
elektriksel stimiilasyon c¢esitleri, NMES, TENS ve FES seklindedir
(Ni & ark., 2023). NMES'in etkileri, derideki elektrik akiminin,
motor ndronu (veya dogrudan kasi) depolarize etmek ve kas
kasilmasini saglamak i¢in uygulanmasina dayanir. Bununla birlikte,
TENS, esas olarak agr1 6nleyici sistemlerin uyarilmasi ve endorfin

salinimina dayanan analjezi igin kullanilir (Buchner & Schildboeck,
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2006). NMES, kaslar1 giiglendirmek ve spastisiteyi dnlemek amaci
ile uygulanmaktadir. FES ise aktiviteyi diizeltmek i¢in fonksiyonel
ama¢ ile uygulanan kismen daha diisiik frekansli elektriksel
stimiilasyonu modalitesidir (Keskin, 2012). FES ile NMES
arasindaki fark; FES’in fonksiyon esnasinda es zamanli ya da aralikl
olarak uygulanmasi olarak ta bildirilmektedir (Doucet & ark., 2012).

Noromuskiiler Elektriksel Stimiilasyon

Literatiirde ilk kez 1964 yilinda "fonksiyonel" amagclar i¢in
kullanilabilecek kas tetanisi ve kasilmasini olusturmak i¢in tipik
olarak daha yiiksek frekanslarda (20-50 Hz) elektriksel stimiilasyon
saglayan NMES’ten bahsedilmistir (Valenti, 1964). NMES'in kaslari
giiclendirme, kas atrofisi ve dejenerasyonun Onlenmesi, eklem
hareket agikliginin korunmasi veya artirilmasi, spastisiteyi azaltma,
kortikospinal ~ sinir  yollarmin uyarilabilirligini artirma  ve
noroplastisiteyi artirma yetenegine sahip oldugu bildirilmektedir
(Boyaci, 2015; Kristensen & ark., 2021). NMES tedavisinin spinal
ve kortikal mekanizmalar araciligi ile motor yeniden ogrenmeyi
sagladig: diistiniilmektedir. Motor yeniden 6grenmede siklik NMES,
elektromiyografi aracili NMES ve ndroprotezler seklinde {i¢ tip
klinik uygulama yapilmaktadir. Terapotik NMES'te uygulama
periyodu disinda da devam eden etkinligi elde etmek amaglanir. Bu
tedavi ile yetersizlikteki artisin engellenmesi, fonksiyonun
artirllmas1 ve ekstremite ya da organ sisteminde kullanilmamaya
bagli gelisen hareket kisitlilig1 engellenmeye calisilir. Sonug olarak,
NMES genellikle ortopedik ve ndrolojik rehabilitasyonda kullanim
alan1 bulmaktadir (Boyaci, 2015).

NMES, saglikli kasta ilgili kas1 innerve eden sinir liflerini,
denerve kasta ise kas liflerini elektrik akimi ile uyararak kasilma
olusturma temeline dayanmaktadir (Tuncer, 2000). Saglikli kisilerde
ve performans sporcularinda kas dayanikliligi ve kuvvetini,
kardiyovaskiiler verimi, kan dolagimini, toparlanma hizini, eklem
hareket agisini arttirmak, agriy1, kas spazmlarini1 ve 6demi azaltmak,
masaj etkisi yapmak ve performansi arttirmak amaci ile NMES
kullanilmaktadir (Kagaloglu & Kale, 2019). NMES, fonksiyonel
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veya terapotik hareketler olusturmak i¢in felgli veya paretik kaslari
aktive etmek i¢in uygulanmaktadir (Jung & ark., 2009). NMES
genellikle 20-50 Hz frekansinda kas kasilmasi iiretir ve hastanin
fonksiyonunu iyilestirmek i¢in kullanilir. NMES, hem periferik sinir
hasar1 olan hastalarda iskelet kasi kiitlesini ve fonksiyonunu eski
haline getirmek i¢in yaygin olarak kullanilir hem de saglikh
bireylerde sinir sistemini aktive etmek i¢in de uygulanir (Ni & ark.,
2023). Ayrica NMES’in, MSS hasar1 olan ama periferik motor
sinirlerinde problemi olmayan hastalarda, periferal sinir sistemi
yoluyla kas dokusunun harekete gegirilmesi saglanarak, kas
kuvvetini arttirmak, istemli hareketi gelistirmek gibi fonksiyonel
tedavi edici yararli etkileri de bulunmaktadir (Karakaya & ark.,
2013). Dolayisiyla NMES oncelikle omurilik hasar1 ve inme
nedeniyle kaybedilen uzuv motor fonksiyonunu restore etme araci
olarak kullanilmistir. Insanlarda, fonksiyonel manyetik rezonans
goriintiileme kullanan ¢aligmalar, NMES kaynakli eklem
hareketinin, beyin hareketini, hiperkinetik harekete gore otomatik
harekete daha yakin otomatik hale getirdigini gostermistir; dahasi,
tekrarlayan hareketin fonksiyonel haritayr yeniden diizenlemeye
yardimct oldugu bildirilmistir. Bu nedenle, NMES, sadece
fonksiyonu geri kazanmanin bir yolu degildir, ayn1 zamanda, klinik
etkinlik olan motor fonksiyon egitim araci olarak da kullanilmistir
(Kanchiku & ark., 2015).

NMES sadece bir ndromotor yeniden tutma etkisi saglamaya
yardimci olmakla kalmayip aym1 zamanda kas giiclinii ve
dayanikliligini da artirabilir, bdylece sinerjistik olarak basarili
iyilesme sansini artirabilir. NMES tedavisi ile tesvik edilen
fonksiyonel davranista gozlenen iyilesmelere, en azindan kismen,
merkezi sinir sistemindeki molekiiler plastisite aracilik edebilir.
Cinkii periferik sinirlerin elektriksel olarak uyarilmasi, beyin
kaynakli norotrofik faktéor (BDNF) de dahil olmak {izere
rejenerasyon ile iligkili genlerin yiikselisine neden olur (Jung & ark.,
2009). Onceki c¢alismalar, sinir elektriksel stimiilasyonunun
etkisinin bilhassa BDNF ve glial hiicre kaynakli norotrofik faktoriin
(GDNF) gen ifadelerinin artisi ile elde edildigini ileri stirmiistiir (Ni
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& ark., 2023). Deneysel calismalar, ES'nin, sitokinleri eksprese
etmek i¢in sinir hiicrelerini aktive edebildigini ve kasla ilgili yapisal
proteinler arttirdigini sunmustur (La & ark., 2019). Bununla birlikte,
NMES kaynakli noral plastisite ve iyilesmeye aracilik eden genel
mekanizmalar belirsizligini korumaya devam ediyor (Jung & ark.,
2009).

Bilim adamlar1 hala hayvan deneylerinde, NMES'in sinir
rejenerasyonu ve kas atrofisinin dnlenmesi iizerindeki etkisini ve
mekanizmasim dogrulamak i¢in rat siyatik sinir transeksiyonu ve
onarim modelini kullanarak aragtirmalarina devam etmektedir (Ni &
ark., 2023). Nicolas ve ark. (2018), deneysel bir rat modelinde,
motor korteks elektriksel stimiilasyonunun yaralanma sonrasi
periferik sinir rejenerasyonu tizerindeki etkilerini degerlendirdikleri
calismalarinda motor korteks stimiilasyonunun sinir rejenerasyonu
ve kas reinervasyonu acgisindan yararli bir etkiye sahip oldugunu
bildirmistir. Keane ve ark. (2022) tibial sinir transeksiyonu rat
modelinde, sinir izogreft onarimi1 sonrasi intraoperatif elektriksel
stimiilasyonun artan aksonal uyarilabilirlik, aksonal miyelin ve
gelismis motor fonksiyonu ile motor ndéron rejenerasyonunu
kolaylagtirdigini gostermistir.

NMES'in avantaji, yaslanmadan en ¢ok etkilenen ve
fonksiyonel aktivitedeki azalmadan sorumlu olan tip 11 lifleri aktive
edebilmesidir. Yiiksek frekansh stirekli NMES'in dezavantaji1 kolay
kas yorgunluguna neden olmasidir (Ni & ark., 2023).

Transkutanoz Elektriksel Sinir Stimiilasyonu

Kas kasilmasimi tetiklemeden duyusal aksonlar1 aktive etmek
icin kiigiik bir akim kullanan elektriksel stimiilasyona TENS denir
(Ni & ark., 2023). TENS, agriy1 hafifletmek i¢in invaziv olmayan,
ucuz, kendi kendine uygulanan bir tekniktir (Johnson, 2007). TENS
icin klinikte pratikte yaygin olarak kullanilan frekans 1-150 Hz'dir
(Vance & ark., 2014). TENS'in yiiksek ve diisiik frekans modlar
vardir. Distik frekansli TENS, 10 Hz veya daha diisiik darbeli
akimlarin saglanmasi olarak tanimlanir. Yiiksek frekansli TENS,
TENS cihazlarindaki maksimum ayara (tipik olarak 150-200 Hz)
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kadar 10 Hz'den fazla frekanslari tanimlamak i¢in kullanilir. TENS

genellikle agri, spastisite ve idrar ka¢irma tedavisinde kullanilir
(Johnson & ark., 2022).

TENS teknikleri arasinda geleneksel TENS, akupunktur benzeri
TENS ve yogun TENS yer alir. Genelde ilk etapta konvansiyonel
TENS kullanilir. Geleneksel TENS'in amaci, merkezi sinir
sisteminde segmental diizeyde nosiseptdr hiicre aktivitesini ve
duyarliligr azaltmak i¢in biiyiik ¢apli, zararli olmayan aferentleri
secici olarak aktive etmektir. Geleneksel TENS ile agrinin
hafifletilmesi, baslangi¢ ve bitis agisindan hizlidir ve hasta,
elektrotlarin  altinda  giicli ancak agrisiz  bir  parestezi
deneyimlediginde maksimum diizeye ulasir. Bu nedenle hastalarin
giin boyu TENS uygulamasina ihtiyaglar olabilir (Johnson, 2007).

Rehabilitasyonda TENS, duyusal geri bildirimi gelistirmek ve
sinir ag1 yollarint ayarlamak igin kullanilir. Duyusal geri bildirim,
bir eylemin tamamlanmasinda 6nemli bir rol oynar. Motor sinir
hasar gordiigiinde ve hareket edemediginde, duyu siniri, motor sinir
iyilesene kadar kas atrofisini dnlemek i¢in gecici olarak kasi innerve
edecektir (Adidharma & ark., 2022). TENS, viicudun hareketi igin
onemli olan duyusal geri bildirimi gelistirebilir. Agr1, hastalarin en
belirgin sikayet¢i oldugu ve giinliik yagamlarin1 en ¢ok etkileyen
duyusal bozukluklardan biri olup ayn1 zamanda en subjektif duyusal
bozukluktur (Vance & ark., 2014). Diisiik bir frekansta veya ultra
yiiksek frekansta agriyr hafifletmek amaciyla klinikte uygulanan
TENS i¢in frekans ise 2-10 Hz’dir (Ni & ark., 2023). Klinik
deneyim, sistematik incelemeler ¢eliskili olmasina ragmen, TENS'in
akut agr1 i¢in farmakoterapiye yardimci olarak faydali olabilecegini
diistindliirmektedir. Klinik deneyim ve sistematik incelemeler
TENS'in kronik agr1 i¢in faydali oldugunu gostermektedir (Johnson,
2007).

TENS gogiis kafesinin cerrahi miidahale ile agilmasi islemi,
torakotomi, yapilan hastalarda agri1 kesicilerin kullanimini azaltacak,
ayn1 zamanda agr1 kesici etkiyi giliglendirecek farmakolojik olmayan
yontemlerden biri olarak kullamilmistir (Yiiceer, 2013). Birgok

215



klinik caligma, implante edilen TENS'in periferik sinir hasarinin
neden oldugu inatg1 agriyr azaltarak ve Onleyerek onemli bir
iyilesme sagladigini gostermistir (Ni & ark., 2023). Tonye-Geoffroy
ve ark. (2021) TENS uygulammasinin 3 aydan uzun siiren yagami
ciddi sekilde etkileyen periferik sinir agris1 da dahil olmak iizere
kanser dis1 agrilar olan hastalar iyilestirdigini ve 6 aylik tedavide
hastalarin  %40'inda agrida iyilesme goriildiigiinii bildirmistir.
Torasik ve abdominal ameliyatlardan sonra TENS uygulamasinin
torasik ve abdominal cerrahi sonrasi agrilart %60-80 oraninda
azaltmasina ile Okslirmenin kolaylasmasina, atelektazi oraninin
%350’den %14’e diismesine neden olmasi ile akcigere iliskin
komplikasyonlarin azalttig1, akcigerin vital kapasitesini arttirdigi,
tedaviye (gogis fizyoterapisine) uyumu kolaylastirarak solunumu
rahatlattig1 belirlenmistir (Yiiceer, 2013). TENS uygulamasi bir¢ok
cerrahi girisimden sonra, dogumda ve ¢esitli hastaliklarin yol actig1
akut ve kronik agrilarin tedavisinde etkili oldugu i¢in kullanimi
giivenilir bulunmaktadir.

TENS son zamanlarda merkezi sinir sistemi bozuklugu olan
hastalarda spastisiteyi iyilestirmekte de kullanilmaktadir (Jung &
ark., 2017; Havug & ark., 2018). Bununla birlikte, diisiik frekanslh
TENS genellikle duyusal sinirleri hedef alir ve goriiniir kas kasilmasi
olusturmaz (Ni & ark., 2023). TENS, felgli hastalarda anormal
germe refleksi aktivitesi lizerine kisa siireli engelleyici etkiye
sahiptir. Ayrica felcli hastalarda egzersiz yaptirilarak ya da egzersiz
yaptiriimadan TENS’1i egitimlerde spastisitenin azaldigini gdsteren
calismalar bulunmaktadir (Jung & ark. 2017; Havu¢ & ark., 2018).
Cho ve ark. (2003), kronik felcli hastalarda gastrokinemius kasina
fizik tedavi yapilmasindan sonra TENS uygulamasi ile TENS’in
kronik fel¢li hastalarda dengede durmayi arttirdigini ve spastisitenin
azalmasinda etkisi oldugunu bildirmistir. Pape ve ark. (1993), alt1
serebral palsili gocuga alt1 ay boyunca geceleri diisiik yogunlukta
TENS uygulamislardir. Alti ay sonra yapilan degerlendirmede,
cocuklarin kaba motor, denge ve lokomotor yeteneklerinde oldukg¢a
anlamli gelismeler oldugunu ve TENS’in standart rehabilitasyona
ilave olarak uygulanmasinin yararl olacagini ifade etmislerdir.
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TENS periferik sinir hasarinin neden oldugu inat¢1 agrilarin
tedavisinde iyi bir etkiye sahiptir ve noninvaziv veya minimal
invaziv TENS'in hastalar tarafindan kabul edilmesi kolaydir (Ni &
ark., 2023). Cok az yan etkisi vardir ve doz asimi potansiyeli yoktur,
bu nedenle hastalar tedaviyi gerektigi gibi ayarlayabilir (Johnson,
2007). TENS'in dezavantajlar etkisinin kisa olmasi ve duyarliligin

azalmasi nedeniyle yaslilarin gencglere gore daha az etkili olmasidir
(Ni & ark., 2023).

Fonksiyonel elektriksel stimiilasyon

FES, elektriksel stimiilasyonun fonksiyonel ve amagh
hareketlere yardimci oldugu bir NMES alt tipi olarak
diistiniilmektedir (Marquez-Chin & ark., 2020). FES, fonksiyonel
iyilesme saglamak i¢in kaslarin veya sinirlerin elektriksel
stimiilasyondur (Ni & ark., 2023). FES, aktiviteyi diizeltmek igin
fonksiyonel amagla uygulanan diisiik frekansli elektriksel
stimiilasyon modalitesidir (Dursun & Dursun, 1995). Tam implante,
perkiitan stimiilasyon ve yiizey stimiilasyonu olarak adlandirilan ii¢
tip FES yontemi vardir (Popovic & ark., 2002). FES temel olarak alt
ekstremitelerin yiirlime fonksiyonuna ve tist ekstremitelerin parmak
kavrama fonksiyonuna odaklanir, ayn1 zamanda kaslarin kasilma ve

aktivasyon diizenleri lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (Monaghan
& ark., 2010).

FES, baslangicta hedef kasin hareket olusturmak i¢in uyarildigi
ve Dbir sonraki adimin esneme ve ist ekstremitenin nesneyi
kavramasin (parmak kavrama) veya ayakta durma, denge, durus ve
ylriiylis gibi alt ekstremite fonksiyonlarinin restorasyonunu igerir
(Ni & ark., 2023). FES klinik uygulamarinda kaslar ve kasilma
siralari, istenen hareketi liretecek sekilde 6zel olarak secilir. Belirli
bir hareketi kolaylastiran bir FES sistemine genellikle noroprotez
veya motor ndroprotez adi verilir. Ornegin kavramaya yonelik bir
ndroprotez, nesneleri kavrama yetenegini geri kazandiran bir FES
sistemidir. Diger Ornekler arasinda ayakta durmaya, ylriimeye,
uzanmaya, uzanmaya ve kavramaya yonelik noroprotezler yer alir
(Marquez-Chin & ark., 2020). FES, sinir sistemi bozukluklarina
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bagli paralizli kas veya kas gruplarini kontrol eden periferik
sinirlerin algak frekansh akimlarla uyarilmasi ile 16komotor sistem
bozuklugunu gidermeyi ve motor fonksiyonu gelistirmeyi
saglayabilir (Chae & ark., 2005; Dursun & Dursun, 1995). Tedavide
viicuda yayilmadigindan yiizey uyarimi seklinde olan FES tipi tercih
edilir. Yiizey uyarimi seklinde olan FES tipinde, akim yiizey
elektrotlari, ciltte stabilite ve elektrot ylizeyinde esit akim dagilimi
saglayan biyouyumlu jeller kullanir. Geleneksel yiizey elektrotlar
cilde yakin biiyiik kaslar1 innerve etmek icin uygundur (Miller &
ark., 2017). Fonksiyonel elektriksel stimiilasyonu uygulayabilmek
icin alt motor ndronlar, 6n boynuzdan hedef kastaki néromuskuler
kavsaga kadar saglam olmalidir. Motor bozuklukta multiple kasta
koordineli kontraksiyonlar meydana getirir ve dogrudan fonksiyon
olusturur. Bu sebeple, inme, omurilik yaralanmasi, serebral palsi,
travmatik beyin hasar1 ya da multipl skleroz gibi iist motor néron
hastaliklarinda tercih edilir. Paralizili kaslarda kas aktivasyonunu
engelleyerek elde kavrama ve birakma, yiirlime, ayakta durma,
mesane ve barsak fonksiyonlarini diizenleme, solunum ve sekstiel
fonksiyonlar1  1iyilestirme gibi  amaglarla  rehabilitasyonda
kullanilmaktadir (Knutson & ark., 2014). FES, {ist motor noron
lezyon olan kisilerde giinliik yasam aktivitelerinde performansi
arttirmak ya da ekleme fonksiyon saglamak amaci ile paralize kasi
hareket biitiinltigli ile uyumlu sekilde aktiflestirmek i¢in kullanilan
NMES’tir. FES motor aktivite organizasyonunu kapsayan
mekanizmalart etkileme olasiligt oldugu i¢in, c¢ocuklara gore
yetiskinler tedaviye daha az uyum saglar (Korkmaz & ark., 2016).

Hemiplejik  hastalarda, ayagin dorsifleksor kaslariin
paralizileri ya da baldir kaslarinin spastisitesi, yiiriitken ayagin
diismesine sebep olur. Ayagin dorsifleksor kaslarina elektriksel
uyarim ile tetanik kasilma saglanarak, ayak diismesi engellenebilir
(Ers6z, 2001). Literatiirde inmeli hastalarda diisik ayagin
tedavisinde kullanilan, konvansiyonel rehabilitasyon tedavisine ek
olarak FES uygulamasi yapilmasinin, hastanin motor fonksiyon,
ambulasyon, denge, postural kontrol, yiirlime paterni, yiirime hizi
ve ritmi ile fiziksel yetersizlik ve gilinliik yasam aktiviteleri
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bakimindan olumlu sonuglara neden oldugu bildirilmistir. Yapilan
calismalarda konvansiyonel rehabilitasyona ek olarak FES
uygulamalarinin, yiirimenin adim sayisi, yiirime siiresi ve hizina
etkili oldugu rapor edilmistir (Mesci & ark., 2007; Yavuzer & ark.,
2006,).

FES, klinisyenlerin fel¢ veya omurilik yaralanmasi gegirmis
bireylerin ayakta durma, ylirlime, uzanma ve kavrama yeteneklerini
yeniden kazanmalarina yardimci olmak i¢in kullanabilecegi 6nemli
bir terapétik miidahaledir (Marquez-Chin & ark., 2020). FES'in
avantaji, bir sinir veya kasin hedeflenen uyarilmasinin farkli motor
fonksiyonlar igin stabil etkiler iiretebilmesidir. Ancak ES aletini
uzun silire takmak rahatsizlik vericidir. Uzun siireli FES kas
yorgunluguna neden olabilir ve duyarlilig1 azaltabilir (Ni & ark.,
2023).

Veteriner Hekimliginde Elektriksel Stimulasyon

Hayvan fizyoterapisini gelistirmek i¢in diinya ¢apinda artan bir
ilgi vardir. Hayvan fizyoterapisi veya fizik tedavi yontemleri
hayvanlara uygulanan standart veteriner hekim tedavileridir.
Hayvanlarda kullanilan fizyoterapi gesitleri: termal terapi (sicak,
soguk), hidroterapi, egzersiz yapmak, statik veya titresimli manyetik
alanlarin kullanim, lazer terapi, terapdtik ultrason, masaj terapisi ve
elektroterapidir (Buchner & Schildboeck, 2006).

Kiiciik hayvan fizyoterapisinde elektriksel stimiilasyon temel
olarak agriyr hafifletmek veya kas ve/veya sinir fonksiyonunu
uyarmak amaciyla kullanilmigtir (Bockstahler & ark., 2004, Prydie
& Hewitt, 2015). Veteriner hekimlikte elektriksel stimiilasyon i¢in
kullanilan cihazlar genellikle dokuz voltluk bir pil ile ¢alisan kii¢iik
taginabilir Unitelerdir. Cihaz, elektrotlara giden bir veya iki giic
kablosuna sahiptir. Daha iyi donatilmis cihazlar, hem agriy1 azaltma
hem de kas stimiilasyon islevi bulunmaktadir (Samoy & ark., 2016).

NMES, saglam bir sinir kullanarak bir kas veya siniri uyarmak
icin kullanilan elektrik akimidir (Bockstahler & ark., 2004).
Noromuskiiler tiniteye elektriksel bir impuls verilmesi, daha hizli tip

219



IT kas liflerinin ilk kasilmasina, ardindan yavas tip I kas liflerinin
kasilmasina neden olur. NMES kaynakl1 bir kas kasilmasinin giicii,
istemli bir kas kasilmasininkinden daha disiiktiir, ancak c¢ogu
zaman, yaralanma veya ameliyat sonrast maksimum bir istemli kas
kasilmasi imkansizdir veya istenmemektedir. Bu gibi durumlarda
NMES, kas fonksiyonunun korunmasmma ya da gegerliligine
yardimci olabilir. NMES ve TENS, insanlarda bir dizi ortopedik ve
norolojik durumda kullanilmistir ve bir¢ok durumda standart bakim
plan1 olmustur. Ancak veteriner hekimlik alanindaki arastirmalar
hala sinirlidir ama umut vericidir. (Millis & Levine, 2014). Johnson
ve ark. (1997) =zayif diz eklemi ve kranial ¢apraz baglarinda
problemi olan kopeklerin cerrahi olarak tedavisi ile NMES
rehabilitasyonu sonrasi daha diisiik derecede topallik ve osteoartrit
olgusunu gozlendigini rapor etmistir. TENS, 6zellikle agr1 kontrolii
icin kullanilan bir tiir elektriksel stimiilasyonudur (Bockstahler &
ark., 2004). Kopeklerde, osteoartritin tedavilerinde amag¢ hedef
eklem agrisin1 azaltmak ya da dnlemek, enflamasyonu gidermek,
doku dejenerasyonunu engelleme, doku rejenerasyonunu saglamak
ve kondrositlerin anabolik aktivitelerini arttirmaktir. Osteoartrit
tedavisinde bahsedilen amaclara ulagsmak i¢in tek bir tedavi yontemi
yerine Ozellikle TENS ile modifiye tedavi ydntemlerinin
uygulanmasinin daha etkili oldugu bildirilmektedir (Johnston & ark.,
2005). Levine ve Millis (2002), TENS'in bes osteoartritik kopekte
diz eklemi tizerindeki etkisi kuvvet plakasi degerlendirmesi ile
degerlendirildiginde iyilesmenin oldugunu sunmuslardir. Mlacnik
ve ark. (2006) fakli tip topalliklart bulunan kopeklerdre fizyoterapi
olarak TENS ile kilo vermenin etkisini arastirdiklar1 ¢alismada
TENS'li kopeklerin, TENS uygulanmayan kdpeklerden daha hizl
kilo vermekle kalmayip ayni zamanda daha iyi agirlik tagidiklarini
(kuvvet plakasi ile dogrulanmis) gosterdikleri goriilmiistiir.

Atlarda elektriksel stimiilasyonun olusturdugu hareketi 6lgen
calismalar nadirdir. Riedler ve ark. (2020) atlar iizerinde yaptiklari
calismalarinda atlara elektriksel stimiilasyonu, atlarin lumbosakral
bolgesine yerlestirilen alt1 elektrot (omurganin her iki yaninda ii¢
adet) igeren bir sirt tedavi pedi (FES310 sistemine ait) araciligiyla
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uyguladi ve bu sistem, kademeli olarak maksimum 10 volta
ylukseltilen, dikdortgen dalga biciminde darbeli, iki fazli bir elektrik
uyarimi iretti. Bu ¢alisma sonucunda, elektriksel stimiilasyonun
atlarda 6nemli govde ve arka bacak hareketlerine neden oldugu
ortaya konulmustur.

Atlarda  kas-iskelet sistemi  yaralanmalarmin  fiziksel
rehabilitasyonu olduk¢a 6nemlidir (Bergh & ark., 2010). Atlarda
gorlilen sirt agrisi, sirt agrisi ¢oziildiikten sonra bile epaksiyal
kaslarda atrofi ve islev bozukluguyla sonug¢lanan dengesiz bir
omurlar arasi durumu potansiyel olarak baslatabilir (Lucas & ark.,
2022). Lucas ve ark. (2022) yaptiklari bir caligmada, atlarda
multifidus kasinin gili¢lendirilmesini tesvik etmek i¢in 7 haftalik
NMES tedavilerinin faydali oldugunu ve atlarda omurga
stabilizasyonunu iyilestirmek i¢in bir sirt rehabilitasyon tedavi
programi sirasinda NMES’in tedavi ile birlestirilebilecegini
sunmustur. NMES’in, atlarda rehabilitasyon sirasinda kas giiciinii
artirmak veya korumak icin kullanildig1 bilinmektedir. Bununla
birlikte, NMES'in atlarda sik kullanilmasina ragmen, tam etkinligini
aciklayan caligmalar olmadigi bilinmektedir (Bergh ve ark. 2010).
Bergh ve ark. (2010) atlarda NMES protokoliiniin lif tipleri ve
alanlari, glikojen konsantrasyonlar1 ve enzim aktiviteleri (sitrat
sentaz, 3-OH-asil CoA dehidrogenaz, heksokinaz ve laktat
dehidrojenaz) iizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla, 6 saglikli
egitim gérmemis Standardbred atin M. gluteus medius ve M.
longissimus dorsi kaslarinin bulundugu tek bir bolgeye NMES
giinde 50 Hz'de 21-39 mA ile 45-60 dakika boyunca, haftada 5 giin
4 hafta boyunca uygulanmistir. Saglikli atlarda kas lifi tiplerinde, lif
alanlarinda, glikojen iceriginde veya enzim aktivitelerinde dnemli
degisikliklere neden olmadigini bildirmislerdir. Daha yogun ve/veya
uzun stireli NMES tedavi protokollerinin saglikli atlarin kaslari
tizerindeki etkisini ve stimiilasyon protokollerinin atrofiye edilmis
kaslarda pozitif degisiklikler meydana getirip getirmedigini
aciklamak icin daha fazla calismaya ihtiyag oldugu kanaatine
varmiglardir. Ayrica tekrarlayan laringeal sinir yaralanmasi olan
atlarda tedavi amacl FES uygulamas: ile yapilan bir ¢aligmada, 20
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haftalik ES'den sonra ipsilateral posterior krikoaritenoid kasina FES
implante edildiginde, tedavi sonrasi FES’in bu atlarda kas giiclinii ve
laringeal fonksiyonu iyilestirdigi bildirilmistir (Cercone & ark.,
2019).

Veteriner hekimlikte elektriksel stimiilasyon sadece terapi
amacglh degil ayn1 zamanda gida sektoriinde karkas et kalitesinin
iyilestirilmesi amact ile de kullanilmaktadir. Elektriksel
stimiilasyon, et kalitesinin iyilestirilmesi i¢in yeni kesilen ve i¢
organlar1 ¢ikarilan karkasa uygulanir. Ete elektriksel stimiilasyon
uygulamasi ile kan damarlarinin kasilmasi ve iyi bir kan akisinin
saglanmasi sonucunda agik ve parlak renkli et elde edilir ve etin bu
rengi korunur. Elektriksel stimiilasyonu uygulama ile karkas etlerin
kalitesi lizerine yapilan ¢alismalar, etin gevreklesmesinde elektriksel
stimiilasyonun etkin rolii oldugunu bildirilmektedir. Elektriksel
stimiilasyon uygulamalarinin, kaslarda glikolizisi hizlandirarak
soguk kasilmasinin olusumunu durdurdugunu ve duyusal 6zellikleri
tyilestirdigi ve et kalitesini arttirdigt sunulmustur. Elektriksel
stimiilasyonun, etin olgunlagmasi {izerinde olan etkisi ile ilgili {i¢
cesit teori vardir. Birinci teori; elektriksel stimiilasyon uygulanan
kaslarin pH's1 kisa siirede 5.7-5.9'a kadar diiser. Boylece soguk
kasilmas: riski ortadan kalkar. Ikinci teori, elektriksel stimiilasyon
uygulanan karkaslarin sicakligi arttiginda pH’s1t hizli bir diisiis
gosterir. Bu durumda katepsin gibi lizozomal enzimler aktifleserek,
proteinlerin denatiirasyonuna neden olur ve dogal hizli bir
olgunlasma olusur. Uciincii teori ise, elektriksel stimiilasyon kas
formasyonunu fiziksel olarak bozarak, hiicre bosluklarina serbest
kalsiyum salimimini arttirir. Sonug olarak elektriksel stimiilasyon,
etlerde postmortem glikolizisi ve rigor mortisi hizlandirir. Boylece
hizli pH disiisii ile birlikte bir taraftan kaslarin kontraksiyonu ile
karakterize potansiyel bir et kalitesi problemi olan soguk kasilmasi
riski ortadan kalkar. Diger taraftan da protein denatiirasyonunu da
arttirarak hizli bir olgunlasma gergeklesir. Elektriksel stimiilasyon
uygulamasinin etlere etkisine yonelik arastirmalar ilk kez 1940’11
yillarda Amerika’da yapilmistir. Avustralya, Hollanda, Irlanda, Yeni
Zelanda gibi llkeler de 1976 yilindan itibaren giiniimiize kadar
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elektriksel stimiilasyon sistemlerinin ette kullanimi sonrasinda et
gevrekligini belirgin olarak arttirdigin1 rapor eden arastirmalar
sunmustur. Sonug¢ olarak, ¢esitli hayvan tiirlerine ait etlerin
kalitesinin ve bilhassa gevrekliginin arttirllmasinda etlere elektriksel
stimiilasyon uygulamasinin etkin bir yontem oldugu 6ne stiriilmiistiir
(Kahraman & ark., 2006, Temelli, 2009).

Tip Hekimliginde Elektriksel Stimiilasyon

Elektriksel stimiilasyon, kas iskelet sistemi fonksiyonunun
korunmasi ve gelistirilmesi agisindan 6nemli bir yere sahiptir (Cetin
& ark., 2018). Elektriksel stimiilasyonun normal kasin segici olarak
giiclendirilmesinde, kasin kontraksiyonu ve duyusal degisikliginin
olusturulmasinda, immobilizasyonla iligkili kas atrofisinin
onlenmesinde, dokuyu iyilestirmede ve 6dem azalmasinda etkili
oldugu gosterilmistir (Karakaya & ark., 2013; Lake, 1992). Ryan ve
ark. (2013), yaptiklar1 ¢alismada, quadriceps femoris kasina
elektriksel ~stimiilasyon uygulamast ile manyetik rezonans
goriintiileme Olglimlerinde quadriceps femoris kasinin enine kesit
alaninda %35 artma ve kas mitokondriyal kapasitesinde %25 artis
oldugunu, ayrica felgli kasa onalt1 haftalik elektriksel stimiilasyona
bagl diren¢ egitimi uygulanmasi sonucu kas kiitlesinde de artig
oldugunu bildirmistir. Spinal kord yaralanmasi olan hastalarda
terapatik ve fonksiyonel cesitli amagli elektriksel stimiilasyonu
kullanilmaktadir.  Spinal kord yaralanmalarinda hastalarin
fizyoterapi ve rehabilitasyonunda elektriksel stimiilasyon, kas
kuvvetinin arttirilmasi, enduransin gelistirilmesi, basi yaralarinin
azaltilmasi, mesane fonksiyonlarinin gelistirilmesi, kardiyovaskiiler
enduransin arttirilmasi, mitokondriyal biyogenezisi ve oksidatif
fosforilasyonu saglamaktadir (Cetin & ark., 2018). Dudley ve ark.
(1999), omurilik hasar1 olan hastalarin tedavisinde NMES
uygulamasi ile birlikte ilerleyici direngli egzersizlerin yapilmasinin,
haftada iki giin sekiz hafta gibi kisa bir siirede, quadriceps femoris
kasi atrofisini engelledigini rapor etmistir.

Gordon ve ark. (2010) akut kisa diisiik frekansli (20 Hz)
elektriksel stiimiilasyonu siddetli karpal tiinel sendromlu hastalarda
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ameliyat sonrasinda norolojik fonksiyonu iyilestirmek igin
kullandiklarinda, elektrisel stiimiilasyonun aksonal rejenerasyonu
destekledigini ve kas renaervasyonunu hizlandirdigin1 géstermistir.
Bununla birlikte, asir1 elektriksel stimiilasyon kas yorgunluguna
neden olabilir ve sinir iyilesmesini arttirici etkisini zayiflatabilir (Ni
& ark., 2023). Vanderthommen ve ark. (2007) kisa aralikli
elektriksel stiimiilasyonun en iyi se¢enek oldugunu ve yiiksek
frekansl akimlarin erken kas yorgunluguna neden oldugunu 6ne
sirdi. Kas elektriksel stiimiilasyonu ile sinir elektriksel
stiimiilasyonu karsilastirmasi yapilan c¢alismalarda, elektriksel sinir
stimiilasyonunun elektriksel kas stimiilasyonuna gore hem daha
rahat oldugunu hem de kas yorgunluguna daha az neden oldugunu
sunmustur (Inns & ark., 2021).

Elektrisel stiimiilasyonun bilimsel olarak biyostimiilasyon
ozelligi bulundugu, yangiy1 onledigi, agri kesici etkisi oldugu,
bagisiklik sistemini aktiflestirdigi, neovaskiilarizasyonu saglayarak
kan dolagimini diizenledigi, lenf akimin1 arttirdigi ve metabolizmay1
diizenledigi kanmtlanmistir (Keskin, 2012). Elektriksel stimiilasyon
ile kaslarin aerobik ve anaerobik kapasitelerinde de degisiklik
olmaktadir. Siirekli, diisiikk frekansli elektriksel stimiilasyon,
glukozun oksidasyonu ve fosforilasyonu i¢in ihtiya¢ duyulan
enzimlerde artisa neden olmakta, kaslarin glukoz tiiketimi artmakta,
laktik asit birikimi azalmakta ve yorgunluk gecikmektedir. Bu
metabolik degisimler, ayni1 zamanda kan akimi ve oksijen tiikketimini
de arttirmaktadir (Mysiw & Jackson, 2000). Bununla birlikte,
terapotik elekriksel stimiilasyonu olarak bilinen esik elektriksel
stimiilasyonu, diisiik diizeyde ve kontraksiyon olusturmadan
elektriksel stimiilasyonunun evde ve uykuda stirekli verilmesi ile,
uyku sirasinda hormon sekresyonunun yiikseldigi, kan akisin
hizlanmas: ile kas hacminin arttig1 da bildirilmektedir. (Merrill,
2009).

Elektromyostimiilasyon sporcular i¢in bir kuvvet antrenman
metodu  olarak  yaklastk 30  yildir  uygulanmaktadir.
Elektromyostimiilasyon  uygulamalarinin  yiizme, basketbol,
voleybol, buz hokeyi, ragbi, tenis, futbol, jimnastik, atletizm, halter,
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kayaklr kosu gibi bir¢ok farkli spor dalinda sportif performansi
arttirma tizerine etkileri ile ilgili arastirmalar devam etmektedir.
Yiiksek frekansli kisa siireli bir elektromyostimiilasyon yontemiyle
iist diizey sporcularda hizli ve anlaml derecede kuvvet kazanimlar
saglanabilecegi  bildirilmektedir. Bunun disinda, elektriksel
stimiilasyonun, bilhassa sporcularin sakatlik sonras, ilgili kaslarina
uygulanan elektriksel uyarimlar ile rehabilitasyonlari sonucunda,
kas kuvvetlerinin geri kazanilmasinda, uzun siiren hareketsizlik
donemlerinde kas kiitlesinde ve kas kuvvetinin devamliligini
saglamada, ileri yaslarda ortaya ¢ikan kas atrofilerinden korunmada,
kas aktivasyonunu kolaylastirmada oOnemli rol oynadigi
bilinmektedir (Kagoglu & Kale, 2019).

Spastisite, kasin pasif harekete karsi fizyolojik direncindeki artig
olarak tanimlanmaktadir. Spastisitenin azaltilmasi amaci ile spastik
kasa elektriksel stimiilasyon uygulanmasi, elektrik akiminin kas
kasilmasini ve duyusal degisiklik olusturarak, 6demi azaltmak, doku
iyilesmesini hizlandirmak amaci ile kullanimini kapsar. Uygun
siddet ve atim durasyonu ile elektrik, siniri depolarize ederek agriy1
azaltma, kas kuvveti ve kontroliinii arttirmaya yonelik duyusal veya
motor cevaplart olusturabilir (Havu¢ & ark., 2018). Spastisite
tedavisinde elerktriksel stimiilasyon uygulamalar1 NMES, FES,
TENS seklinde yapilabilmektedir. Agonist kasa uygulanan
elektriksel stimiilasyonu, yorgunluk olusturarak, golgi tendon

organini uyarip gevseme saglayarak spastisiteyi azaltir (Karakaya &
ark., 2013).

Klinik ¢alismalar, elektriksel stimiilasyonun sinir onarimi
sirasinda  akson biiylimesini arttirdigint ve duyusal motor
iyilesmesini  hizlandirdigimi  géstermistir (Ni & ark., 2023).
Elektriksel stimiilasyon, spastik paralizinin egemen oldugu inme,
serebral palsi, omurilik lezyonlar1 gibi ¢esitli merkezi sinir sistemi
hastaliklarinda  spastisitenin ~ azaltilmasinda 6nemli bir rol
oymaktadir (Ersdz, 2001). Havug ve ark. (2018), spastik serebral
palsili  c¢ocuklarda elektriksel stimiilasyon uygulamasinin,
gastrokinemius kasmin kas tonusu, elastisite ve sertlik iizerinde
tyilestirici etkiye sahip oldugunu bildirmistir. Qi ve ark. (2017) 100
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spastik serebral palsili ¢ocuk hastayla yaptiklar1 ¢alismada
gliclendirme egzersizleri ile birlikte, ayak bilegi ekstansorleri
tizerine yerlestirilen elektrotlar ile akim yogunlugu kasilma olusana
kadar alti hafta ve haftada bes giin, elektriksel stimiilasyon
uygulanmasinin spastisitede daha etkili iyilesmeye neden oldugunu
rapor etmistir. Yildizgoren ve ark. (2014), tek tarafli serebral palsili
hastalarda yaptiklar1 calismada biitiin gruplara konvansiyonel
egzersiz, statik volar el bilegi ortezi alt1 haftada bes giin
uygulamislardir. Bir gruba bu tedavilere ek olarak el bilegi ekstansor
kaslarina NMES 30 dakika uygulanmistir. Konvansiyonel tedaviye
ek olarak elektriksel stimiilasyon uygulanan grupta aktif el bilegi
hareket acikliginda, spastisitede ve el fonksiyonlarina ilerleme daha
etkili bulunmustur. Pehlivan ve Armagan (2011) hemiparezik {ist
ekstremitede, omuz subluksasyonunu 6nlemek, el 6demini azaltmak,
motor ve fonksiyonel iyilesmeyi hizlandirdigi ve spastisiteyi
azalttigin1 bildirmistir.

Bazi merkezi sinir sistemi hastaliklarinda spastisite gelisimine
ve spastisiteye ilaveten yumusak dokularda kontraktiir gelisen
olgularda eklem hareket kisitlilig1 meydana gelmektedir. Turczynski
ve ark. (1984), elektriksel stimiilasyonun 6zellikle orta veya ciddi
derecede spastisitesi olan hastalarda, eklem hareket acikliginin
korunmasinda ve tedavisinde rapor etmistir.

Literatiirde  elektriksel  stimiilasyon  tedavisinin  yara
iyilesmesinde yararli etkileri oldugu ve yara iyilesmesini
hizlandirdig1 sunulmustur (Balakatounis & Angoules, 2008; Demir
& ark., 2004; Mehmandoust & ark., 2007). Demir ve ark. (2004),
elektriksel stimiilasyonunun, yara tedavisi amaci ile kullaniminda,
yaranin iltihap, cogalmasi ve olgunlagmasi asamalarinda, nitelikli ve
erken skar olusumunda etkili oldugunu rapor etmistir. Mehmandoust
ve ark. (2007) yara iyilesmesi lizerine elektriksel stimiilasyonu
uygulamasinin etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, gruplan
karsilastirdiklarinda elektriksel stimiilasyonu uygulanan grupta yara
ylizeyinde azalma yiizdesinde ve yara kapanma oraninda artig
oldugunu bildirmistir.
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Sonu¢

Elektriksel stimiilasyon, saglikli insanlarda ve hayvanlarda kas
egitiminde atletik performansi artirmaktadir. Hekimlikte elektriksel
simiilasyonunun diagnostik, tedavi ve fonksiyonel amagli kullanimi
bulunmaktadir. Elektriksel stimiilasyonun ortopedik ve norolojik
rehabilitasyonda tedavi amagli kullanimi yaygindir. Norolojik ve kas
iskelet sistemi ile ilgili rahatsizliklar1 olan hastalarda, hastalarin
fonksiyonlarmi  gelistirmek  igin de  potansiyel olarak
kullanilmaktadir. Elektriksel stimiilasyonun periferik sinir hasarinin
norolojik iyilesmesini hizlandirabilecegine, agriy1 etkili bir sekilde
giderebilecegine ve hastalarda kas kiitlesini  ve  giiciini
artirabilecegine ve hastalarin gercek durumuna gore uygun
elektriksel stimiilasyon yontemlerinin ve parametrelerinin dogru bir
sekilde secilmesinin gerekli olduguna inanilmaktadir. Sonug olarak,
insanlarda ve hayvanlarda yapilan ¢alismalara, kanitlanmis klinik
bulgulara dayanarak ve ayni1 zamanda tedavi etkinligine bakilarak,
elektriksel stimiilasyonun iyi bir tedavi yontemi olarak yiiksek
kullanim potansiyeline sahip oldugu diistiniilmektedir.
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