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OZET

AYIK G., Akut Periferik Sinir Yaralanmalarinin Rejenerasyonunda Epidermal
Bilylime Faktérii (EGF)’niin Etkilerinin Tavsan Modeli Uzerinde Histolojik
Incelenmesi. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Ortopedi ve Travmatoloji
Tezi, Ankara, 2019. Periferik sinir yaralanmalari, o6zellikle geng popiilasyonu
etkilemekte, yliksek maliyetlere sebep olmakta ve sik goriilmektedir. Bu ¢aligmada
tavsan modelinde siyatik sinir izerinde olusturulan bir hasar ile sinir rejenerasyonunda
EGF’nin histolojik rolinin belirlenmesi amaglanmistir. 18 adet Yeni Zelanda tiirii
tavsan; 9 adet kontrol grubu, 9 adet deney grubu olacak sekilde kullanildi. Kontrol ve
deney gruplar1 kendi iglerinde 4 ve 5 tavsan igeren iki gruba ayrildi. 4 tavsan igeren
gruplarda alan Olgiimleri yapilirken, 5 tavsan iceren gruplarda ¢ap lgtimleri yapildi.
Her bir tavsana sag kalgasindan siyatik sinir eksplorasyonu, tam kat sinir hasar1 ve
ardindan epindral tamir tek bir arastirmaci tarafindan uygulandi. Deney grubuna 10
Hg/kg EGF bolgeye enjekte edildi. Deney grubuna postoperatif glinasir1 olacak sekilde
5 enjeksiyon daha yapildi. Kontrol grubunda ayni miktarlarda serum fizyolojik
kullanildi. Tavsanlar 8 hafta boyunca gozlendi. Takipler sirasinda 2 tavsan 6ldii. 8
hafta sonunda hayvanlardan alman siyatik sinir dokular1 histolojik ve morfolojik
olarak degerlendirildi. 5 tavsan igeren EGF (+) grupta ortalama bag doku (epinéryum
+ mezondryum) ¢ap1 156,867 pm; 5 tavsan igeren kontrol grubunda ise 25,170 um idi.
Diger gruplarda yapilan karsilastirmali alansal 6l¢timlerde ise EGF (+) grubunda bag
doku (epin6ryum+ mezondryum) alanlarinda kontrol grubuna gore artis gézlendi. EGF
verilen grupta epindéryum ve mezondryumda genisleme izlendi. Bag dokusunda
adiposit ve kapiller artig1 goriildii. Sonug olarak EGF, akut periferik sinir yaralanma
rejenerasyonunda ¢evre bag dokuda epindryum ve mezondryum c¢aplarini
arttirmaktadir. Fakat bu etkinin klinik ve fizyolojik a¢idan anlamlandirilabilmesi igin

ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler; sinir rejenerasyonu, siyatik sinir, periferal sinirler, epidermal

biylime faktoru



ABSTRACT

AYIK G., Histological Evaluation of the Effects of Epidermal Growth Factor
(EGF) on regeneration of acute sciatic nerve injury in rabbit model. Hacettepe
University Faculty of Medicine, Thesis in Orhtopaedics and Traumatology,
Ankara, 2019. Peripheral nerve injuries are one of the most common and costly
injuries especially in the young population. In this study, it is aimed to determine the
histological role of EGF in nerve regeneration with a damage made on sciatic nerve in
the rabbit model. We used 18 New Zealand rabbits (9 in control group and 9 in
experimental group). Each group was divided into two groups consisting of 5 rabbits
planned for diameter measurement and 4 rabbits planned for spatial measurement. The
sciatic nerve exploration in the right flank of each animal, full-thickness nerve damage
and than epineural repair were made by a single researcher. 10 pg/kg EGF was given
to the repair area of the experimental group and five more EGF injection were given
to the experimental group every other day postoperatively. In the control group, we
used saline solution. Rabbits were observed for 8 weeks. During follow-up, 2 rabbits
died. At the end of 8 weeks, the nerve tissue of each animal was evaluated
histologically and morphologically. In the experimental group consisting of 5 rabbits,
the mean thickness of connective tissue (epineurium+ mesoneurium) was 156,867 pm;
while, in the control group, the thickness was 25,170 um. In the other groups, the
numerical increase in epineurium and mesoneurium areas were detected in the EGF
(+) group as a result of the comparative spatial measurements. Epineurium and
mesoneurium enlargement was observed in the EGF-given group. Adipocyte and
capillary increase was seen in connective tissue. As a result, EGF increases epineurium
and mesoneurium diameters in peripheral connective tissue in acute peripheral nerve
injury regeneration. However, further studies are needed to understand this effect

clinically and physiologically.

Keywords; nerve regeneration, sciatic nerve, peripheral nerves, epidermal growth

factor
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1. GIRIS

Periferik sinir yaralanmalari, sik gorulen, 6zellikle geng populasyonu etkileyip
yasam kalitesini bozan klinik bir durumdur. Etiyolojisinde metabolik, kollajen
hastaliklar, maligniteler, toksinler olsa da dnemli oranda travmalar sonras1 meydana
gelmektedir. Travmatik yaralanmalar, tim dinyada engellilik ve sakatlik olusturan
nedenlerin basinda gelmektedir. Periferik sinir yaralanmalarmin en sik etiyolojik
nedeni ise motorlu ara¢ kazalaridir.

Periferal sinirlerin tanimlanmasi ilk olarak M.O. 300°lii yillarda Herophilus
tarafindan yapilmistir. Cruikshank, tamir sonrasinda sinir iyilesmesi ve distal
ekstremite fonksiyonlarinda kazanim olabilecegini gostermistir. 1850 yilinda Waller,
kurbaga glossofaringeal ve hipoglossal siniri {lizerine yaptigi calismasinda sinir
yaralanmalarmin alametifarikas1 olan distal segmentteki dejenerasyonu (Wallerian
Dejenerasyon) tanimlamistir. 1873 yilinda Huenter, epindral sinir teknigini tanimlamis
ve 1945 yilinda Sunderland ise mikrocerrahinin temel prensiplerini ortaya koymustur.
Fakat bu tarihten itibaren cerrahi teknikte ¢ok biiyiik degisim ve gelismeler meydana
gelmemis, kiiciik degisiklikler ile temel cerrahi prensipler ayn1 kalmistir.

Waller’in dejenerasyonu ortaya koymasindan sonra, 1900’Li yillarin basinda
Cajal, norotrofik faktorleri kesfetmistir. Boylelikle sinir yaralanmalarmnin pato-
fizyolojisi ve molekiiler mekanizmalarin roliiniin 6nemi ortaya ¢ikmistir. Kusursuz
yapilan cerrahiler sonrasinda bile sonuglarin tatmin edici olmamasi ve su anda
periferik sinir yaralanmalar1 i¢in tam anlamiyla bagarili olarak uygulanan herhangi bir
farmakolojik ajan bulunmamasi nedeniyle gilincel arastirmalar bu yone dogru
kaymistir. Periferik sinirlerin rejenerasyon potansiyellerinin farkedilmesi ile hasarli
bolgenin ¢evre dokularinin durumu, komsu hiicreler ile oldukc¢a fazla olan etkilesim,
cesitli biiyiime faktorleri ve molekiillerin bu siiregte etkinlikleri ortaya konulmaya
calisilmakta ve giincel literatiir bu yonde ilerlemektedir.

Periferik sinir yaralanmalarinda cerrahi metodlar ile miidahale edebildigimiz
sinirin kendi rejenerasyon potansiyeline yardim etmek ile sinirhdir. Periferik sinir
kendini rejenere eder. Yaptigimiz cerrahiler rejenere etmez. Cerrahi metod ile
yapabildigimiz sadece fasikiil uyumunu saglamaya ¢alisarak sinir uglarini bir araya

getirmektir. Fakat bu bdlgedeki hicresel ve molekiiler yanitlari heniiz kontrol



edememekteyiz. Bu baglamda bir¢ok biiyiime faktorii ve molekiil arastirilmakta ve
sinir  hasar1  rejenerasyonunda etkisi  incelenmektedir. Fakat bilinenler,
bilinmeyenlerden oldukg¢a azdir.

Tedavisi heniiz miikemmel sekilde yapilamayan periferik sinir yaralanmalar1
izerine yaptigimiz bu caligmada amag;

. Akut periferik sinir yaralanmalar1 rejenerasyon sirecinde, 6zellikle
cevre dokuya Epidermal Biiyiime Faktorii’niin (EGF) histolojik etkisi var midir ?

olarak 6zetlenebilir.

Calismada temelde iki farkli grup kullanarak periferik sinir yaralanmasi
olusturulmus, deney grubuna EGF ve kontrol grubuna serum fizyolojik verilerek
EGF’nin histolojik etkisi saptanmaya ¢aligilmistir.

Calismanin amaci1 giincel literatiirde hala netlik kazanmayan biylime
faktorlerinin sinir rejenerasyonunda kullanimi agisindan EGF’nin periferik sinir

rejenerasyonunda bolgesel histolojik etkilerinin saptanmasidir.



2. GENEL BiLGILER

2.1.  Sinir Sisteminin Genel Ozellikleri

Sinir sistemi, néron adi verilen sinir hiicreleri ve glia adi verilen destek
hiicrelerinden olusmaktadir. Noronlar, bilgiyi sifreleyip uzun mesafeler boyunca diger
noron veya hedef organlara aktaran hiicrelerdir. Bilginin sifrelenip aktarilmasinda,
aksiyon potansiyeli adi verilen hizli elektrik sinyaller kullanilmaktadir. Diger
hiicrelere ya da hedef organlara aktarim ise sinaps, noromiiskuler kavsak gibi iletim
noktalarindan yapilmaktadir (1).

Sinir sistemindeki bir diger hiicre grubu olan glia ya da noroglia hiicreleri ise
noronlar ile olan karsilikl etkilesimler sayesinde fonksiyonlarin normal olarak yerine
getirilmesini saglamaktadir. Glial hiicre ve ndron sayisi ilizerine Azevedo ve
ark.(2)’larinin yaptiklar1 ¢alismada insan beyninde glial hiicre sayisi ile néron
sayisinin hemen hemen esit oldugu gosterilmistir. Santral sinir sisteminde glial
hiicreler mikro ve makro glia olarak ayrilirken, periferik sinir sisteminde ana glial
htuicre Schwann hucreleridir.

Sinir sistemi; periferik (PSS) ve santral (SSS) olmak Uzere iki ana bolime
ayrilir. SSS; beyin, beyin sap1, spinal kord gibi yapilari icerirken PSS ise bu yapilarin
disinda kalan spinal sinirler, kranial sinirler, ¢esitli gangliyonlar gibi tiim diger sinir

dokularini igermektedir (3).
2.1.1. Sinir Hucresi

Noronlar, sinir sisteminin temel hiicreleridir. Duyularin algilanmasi, motor
veya emosyonel cevaplarin olusturulmasi, 6grenme ve hafiza gibi bir¢ok fonksiyonlari
bulunmaktadir. Fazla miktarda bulunan uzantilar1 sebebiyle bu hiicrelerin yiizey
alanlar1 genistir. Tipik bir noéron baglica dort kisimdan olugmaktadir (3) (Sekil 2.1.);

hlicre gévdesi (soma), akson, dendritler ve sinaptik terminaller.



Soma
Niikleolus
Niikleus

Akson Tepesi
Dendrit

Akson
Myelin kilif

Aksodendritik Sinaps
Aksosomatik Sinaps
Akson kollaterali

Akso-aksonal sinaps

Sinaptik Terminal

Sekil 2.1. Tipik bir sinir hiicresi ve baglantilar1™*

* Standring S. Gray's anatomy e-book: the anatomical basis of clinical practice: Elsevier
Health Sciences; 2015.

Hulcre Govdesi (Soma)

Noron govdesi temel olarak ¢ekirdek ve sitoplazmadan olusmaktadir. Hiicre
govdesi, sinaps ad1 verilen baglantilar sayesinde diger hiicrelerle temas halindedir.

Gerek ndrotransmitter adi verilen maddelerin iiretiminde gerekse de uyarilarin



iletilmesi igin gerekli protein sentezinden dolay1 tipik bir soma graniillii/graniilsiiz
endoplazmik retikulum ve ribozomlar agisindan oldukc¢a zengindir. Yiiksek protein
sentezinden dolayi, ¢ekirdek genel olarak biiyiik ve dkromatiktir. En az bir belirgin
cekirdekcik icermektedir. Sitoplazmada ayirca birgok mitokondri ve lizozom
bulunmaktadir. Golgi kompleksleri genellikle dendritlerin tabaninda aksonal kutbun
karsisinda yer almaktadir. Ribozomlarin bir kismi, endoplazmik retikulum iizerinde
bulunur. RNA bakimindan olduk¢a zengin bu yapilar mikroskobik bazofilik goriilen
Nissl graniillerini olusturur. Nissl graniilleri 0zellikle yuksek aktiviteye sahip

hicrelerde daha belirgindir (3).
Dendritler

Dendritler; hiicre govdesinden ¢ikan, diger hiicreler ile iletisim kuran ve
onlardan aldig1 bilgiyi hiicre govdesine ileten yapilardir (1). Bircok dallanma
nedeniyle genis bir yiizey alanina sahiptir. Sinaptik girdileri alir, hiicre govdesi ve
aksona iletir. Belli bir esigi gectiginde aksiyon potansiyelini baglatir. Bu hiicre
dallanmalar1 ilk olarak 1800’lii yillarda farkedilmesine ragmen ilk ayrintili agiklama
1873 yilinda Golgi tarafindan yapilmistir. Golgi, bu uzantilarin beslenmede rolii
oldugunu -giiniimiizde dogru olmadig1 bilinen - sdylemistir. Sonrasinda Cajal, ‘Noron
Doktrini’ adin1 verdigi hipotezini ortaya atmis ve akan bilginin dendritler vasitasiyla
alinip soma ve aksonlara iletildigini ve bunlarin bir {inite oldugunu sdylemistir. O
donemde dendritik membranlarin elektriksel sinyaller agisindan inaktif oldugu, sadece
sinaptik girdiyi pasif olarak entegre ettigi diisliniilmekteydi. Fakat giiniimiizdeki
kanitlar, dendritlerin bu islev sirasinda oldukga aktif oldugunu gostermektedir (4).
Ayrica dendritik membranda ¢ok sayida iyon kanali goérev yapmakta ve bu iyon
kanallarinin yogunlugu degismektedir (5).

Dendritlerin sinapslar aracihigiyla degisik dallanma 6runtileri, muhtemelen,
gelisim sirasinda ortaya c¢ikan farkli etkilesimlerden kaynaklanmaktadir (3). Erken
gelisim doneminde asir1 bir dendrit iiretimi s6z konusudur. Fakat sinir sistemi
olgunlastik¢a ve bilgi islendikge, fonksiyonel talebe cevap olarak bu dendritik agac

budanmaktadir. Sinaptik aktivite trafigine gore genislemekte veya daralmaktadir (6).



Akson

Noron hiicre gdvdesinden ¢ikan bir diger uzantidir. Caplar1 0.2 ym ve 15 pm
arasinda degismekte ve uzunluklar1 1 metreye kadar ulasabilmektedir (7). Aksonlar
dendritlere gore daha uzundur ve hiicre govdesinden gelen impulslar1 diger ndron veya
hedef organlara iletirler. Akson tepecigi olarak baglar (Bkz. Sekil 2.1.). Aksiyon
potansiyeli tam olarak bu kavsakta baglar. Aksonal plazma membraninda oldukga fazla
sayida voltaj bagimli kanallar bulunmaktadir. Sitoskeletal agidan da oldukga zengin
yapilardir (3).

Miyelin kilif; >2 pm ¢apinda hemen hemen tiim aksonlarda bulunan SSS’de
oligodendrositler, PSS’de ise Schwann hiicreleri tarafindan olusturulan ve akson
tepeciginin distal ucundan baslayan bir yapidir. 1854 yilinda Robert Wurschow
tarafindan kesfedilmistir. Biiyiik oranda (%70-80) yagdan olusmaktadir ve geri kalan
kisim ¢ogunlukla proteinden meydana gelmektedir. Agirligimin %50-60’1n1 olusturan
myelin protein zero (MPZ, P0) baslica proteinidir (8). ikinci en sik bulunan protein ise
myelin basic protein (MBP, P1)’dir ve SSS’deki miyelin ile olduk¢a benzerdir.
Miyelin proteinlerinin yaklagik olarak %10’unu olusturmaktadir. Periferal miyelin
protein 22 ise total protein agirliginin %5’inden azini olusturmaktadir fakat miyelin
kilifin dogru ve stabil yapist i¢in gereklidir. Tiim protein agirliginin %0.1’ini olugturan
myelin-associated glycoprotein (MAG) ise paranod ve Schmidt-Lanterman
yariklarinda bulunmakta, miyelin olusumunda ve devaminda oldukga énemli bir rol
oynamaktadir (7). Miyelin, yalitkan bir maddedir. Bu yalitkanlig1 sayesinde sinirsel
iletim hizlanmakta ve atlamali (saltatory) bir karakter kazanmaktadir. Iletim hizin
etkileyen ana faktorler; akson ¢ap1, miyelin kilif kalinlig1 ve aksoplazmik iletkenliktir.
Akson tepeciginde miyelin bulunmamaktadir (9). Ranvier bogumlari, akson
Uzerindeki miyelinsiz alanlardir. Hem SSS’de hem PSS’de iki Ranvier bogumu
arasindaki miyelinli akson bdliime internod adi verilir. Miyelin kilifin kalinligi ve
internodal uzunluklar genellikle akson cap1 ile pozitif korelasyon gdstermektedir.
Ozellikle sodyum gibi iyon kanallar1 Ranvier bogumlarinda yogun olarak bulunurken
internodal membranlarda ise oldukca diisiik yogunluktadir. Akson sonlanmalari,
serbest afferent duyu sonlanmalar1 harig, miyelinsizdir ve presinaptik bir genisleme

gostermektedir. Bu sonlanma bdélgelerinde nérotransmitter ve néropeptidleri iceren



cesitli vezikiiller bulunmaktadir. Aksiyon potansiyelinin gelisi ile norotransmitter
iceren vezikiiller sinaptik araliga salinmaktadir (3).

Aksonlar; mikrottbdl, nérofilaman, mitokondri, vezikller, sisterna ve lizozom
gibi yapilar1 icermektedir. Organeller akson boyunca farkli sekilde dagilim
goOstermektedir. Noronal hiicre govdesi ve dendritlerden sitoplazmik agidan en biiyiik
farklar1 diiz endoplazmik retikulum agisindan fakir olmalaridir. Aksoplazma temel
olarak li¢ ana filamentdz yapiya sahiptir; norofilamanlar, mikrotiballer ve
mikrotrabekiler matriks. Norofilamanlar aksonal proteinlerin %85’ini olusturmakta
ve mekanik gii¢ saglamaktadir. Aksonun seklini ve boyutunu belirleyen esas yapidir.
Fareler Gzerinde yapilan ¢alismalarda, eksikliklerinde sinir sisteminin normal gelistigi
fakat motor aksonlarda kayip oldugu goriilmistiir. Mikrotibuller, akson boyunca
longitudinal olarak uzanirlar. Alfa ve beta tiibiilin polimerlerinden olugsmaktadir. Polar
yapidadirlar. Mitokondri gibi organellerin hareketinde gorev alirlar. Hizli transport,
dynein (retrograd) ve kinesin (anterograd)’in tiibiilin agiyla iletisimi ile saglanir.
Mikrotrabekiler matriks, 4-6 nm ¢apinda ve 20-150 nm uzunlugunda yapilardan
olusur. Aktin, myosin, fodrin, tau, tropomyosin ve kalmodulin gibi proteinler icerir
(7).

Sinir hiicresinde siirekli bir sitoplazmik hareket bulunmaktadir. Akson
boyunca her iki yonde vezikiil akis1 olur. Net akim ise somadan akson terminaline
dogrudur. Periferal aksonlar ribozomlara sahip olsa da protein sentezi agisindan kisitl
bir kapasiteye sahiptir ve canliligini, fonksiyonunu devam ettirebilmeleri i¢cin somada
sentezlenen proteinlerin taginmasina ihtiya¢ duyar (7). Iki ana transport tipi vardir; biri
yavas, digeri ise olduk¢a hizlidir (3). Bu sinyallerdeki defekt sonucu dejenerasyon ve
hiicre 6liimii olabilmektedir. Giiniimiizde bir¢ok dejeneratif norolojik hastalik aksonal

transportun defektleriyle iliskilendirilmektedir (10).
Sinaps

Aksonlar genellikle akson terminali adi1 verilen ve ucunda sinaptik terminal
(presinaptik terminal) olarak adlandirilan genislemelere sahip sonlanmalar ile devam
etmektedir. Bu sinaptik terminaller, genellikle baska noéronlarin govdeleri ve
dendritleri ile baglant1 kurar. Bu baglant1 noktalarina sinaps ad1 verilir. Bir néron aldig:

impulsu, aksonu araciligiyla sinaps yaptig1 norona iletir. Sinir impulsunu veren nérona



presinaptik ndron, alan noérona ise postsinaptik noron adi verilir. Presinaptik ve
postsinaptik sitoplazmalar arasinda 20-30 nm genisliginde dar bir alan bulunur. Bu
bolgeye sinaps araligi (Synaptic cleft) adi verilir. Birgok sinaps ¢esidi bulunmaktadir.
Baslicalar1; aksodendritik sinaps (bir néronun aksonu ile bagka bir néronun dendriti
arasinda - en yayginidir), aksosomatik sinaps (akson ve hiicre govdesi arasinda), akso-
aksonal sinaps (iki akson arasinda), dendro-aksonal, dendro-dendritik,
somatodendritik, somatosomatiktir (1).

Sinapslardaki impuls iletimi biiylik 6l¢iide kimyasaldir ve ndrotransmitter adi
verilen maddeler araciligi ile gergeklesir. NOrotransmitterler, postsinaptik membranda
bulunan reseptorleri araciligiyla, membran iletkenliginde degisim olusturarak ya
depolarizasyon ya da hiperpolarizasyon olusturur. Saliman ndrotransmittere gore
postsinaptik noron ya uyarilir (6rn. Asetilkolin, dopamin) ya da inhibe edilir (6rn.
GABA, glisin) (11).

Aksiyon potansiyeli, presinaptik terminale geldigi zaman voltaj-duyarli Ca+2
kanallar1 aracilig1 ile intraselliiler Ca+2 konsantrasyonu artar. Ca+2 presinaptik bir
Ca+2 sensoriine baglanir ve ndrotransmitter iceren sinaptik vezikiillerin ekzositozu
tetiklenir. Norotransmitter, sinaptik araliga salinir ve postsinaptik reseptorlerine
baglanir. Boylece presinaptik membrandaki voltaj degisimi yani aksiyon potansiyeli,
kimyasal bir sinyale doniistiiriiliir ve ardindan postsinaptik hiicrede tekrar elektriksel
bir sinyale doniistiiriiliir. Sinaptik araliga diffiize olan noérotransmitter ise enzimler
tarafindan pargalanir ve endositoz ile tekrar kullanilmak iizere hiicre i¢ine geri alinir.

Bu biyofiziksel ve kimyasal olaylar 1 milisaniyeden daha kisa siirede ger¢eklesir (12).
2.1.2. Noron Siniflamasi

Noronlarin smiflamandirilmasinda bircok Kriter bulunmaktadir. Ilk yapilan
simiflandirmalarda sinir hiicre govde biiyiikligii, sekli ve akson uzunlugu gibi
ozellikler dikkate alinmigken giiniimiiz siniflamalarinda artik fizyolojik 6zellikler ve
molekiiler bilesim de dikkate alinmaktadir (13). Sinir hiicreleri ile alakali bir¢ok
siiflama bulunmaktadir. Fakat en temel siniflama 1837 yilinda Erlanger ve Gasser’in
yaptig1 duyu aksonlar1 i¢in olan ve daha sonra motor liflere de uygulanmis A,B ve
C’den olusan siniflama ile 1943 yilinda Lloyd tarafindan Romen rakamlar ile yapilan

smiflamadir (14).



Periferik sinirler, efferent ve afferent olarak siniflandirilabilir. Efferent sinirler
SSS’nin  olusturdugu cevaplar1 hedef organlara, afferent sinirler ise reseptor
organlardan gelen uyariy1 SSS’ye tasir. Fonksiyonel olarak motor, duyu ve internéron
gibi smiflara ayrilabilirler. Noronlar ayrica uzanti sayist1 ve diizenine gore de
multipolar, bipolar, unipolar ve psddounipolar olarak siniflandirilabilir (1, 3).

Sinir iletim hizlarina gore yapilan smiflamada A, B ve C olarak i¢ ana grup
bulunur. A grubu, en yiiksek iletim hizina ve en biiyiik ¢apa sahip miyelinize somatik
afferent ve efferent liflerden olusur. B grubu lifler ise pregangliyonik otonomik
liflerdir. C grubu en kiiciik, en yavas, miyelinsiz visseral ve somatik afferent,
postgangliyonik otonomik efferent liflerden olusur. Grup A lifler efferent (a, B, y ve 6
alt gruplar1) ve afferent (I,II ve III alt gruplar1) olarak ayrilir. A- a lifleri en genis ve
en hizlis1 iken C lifleri en kiigiik ve en yavas olandir. En biiyiik somatik efferent lifler
(Aa) , maksimum 120 m/sn hiza sahiptir. Gama motor néronlarin kiigiik (Ay) lifleri,
otonomik pregangliyonik (B) ve postgangliyonik (C) efferent lifler, giderek daha
yavas (40m/sn ile 10m/sn) hiza sahiptir (7).

2.2. Periferik Sinir Sistemi

Periferik sinir sistemi, SSS disina ¢ikan aksonlarin olusturdugu periferik
sinirler ve SSS disinda noronlarin toplu olarak bulundugu gangliyonlardan olusur.
Medulla spinalisten ¢ikan 31 ¢ift spinal sinir, beyin, beyin sapindan ¢ikan 12 ¢ift
kranial sinir ve bunlarin dallar1 periferik sinirleri olusturur (1). Periferik sinir
sisteminde mikroskobik fonksiyonel iiniteler; akson ve iligkili oldugu Schwann
hiicrelerinden olusan sinir lifleridir (15).

Somatik motor néronlarin hiicre govdesi spinal kordun ventral boynuzunda
bulunur. Sempatik sistemin otonomik, visseral motor néron govdeleri T1-L2 veya L3
segmentleri arasinda bulunan intermediolateral hiicre kolonunda bulunur.
Parasempatik sistemin visseral motor noronlarinin hiicre govdesi ise beyin sapinda 11,
VII, IX ve X. kranial sinir niikleuslarinda ve S2-S4 seviyeleri arasindaki
intermediolateral hiicre kolonunda bulunmaktadir. Somatik ve visseral duyu néronlar1
dorsal kok gangliyonlarinda (spinal gangliyon) bulunur. Buradaki psddounipolar
noronlar santral uzantilari ile spinal kordun dorsal boynuzuna girer. Somatik motor ve

visseral motor, otonomik lifler ventral boynuzdan gelir ve dorsal kok
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gangliyonlaridan gelen somatik ve visseral duyu lifleri ile birleserek mikst, motor ve
duyu iceren, spinal sinirleri olusturur. Spinal sinir kisa bir ilerlemeden sonra ventral
ve dorsal rami olarak ikiye ayrilir. Gelisimsel olarak dorsal rami sirt kaslari, cilt vb.
yapilar1 innerve ederken viicudun geri kalan kisimlar1 ventral rami tarafindan innerve
edilir (15).

PSS’de her bir aksonu endonéryum adi verilen bir bag dokusu sarar.
Perindryum ise birkag yuz aksonu bir arada sararak fasikulleri (sinir demeti) olusturur
(3). Fasikullerin sayis1 ve organizasyonu, sinirden sinire, tiirden tiire ve sinirin
uzunlugu boyunca farklilik gosterebilmektedir (15). Fasikiller bir araya gelerek
periferik siniri olusturur. Periferik siniri en distan saran yapiya ise epinéryum adi
verilir (1) (Sekil 2.2.). Aksonlardan ve iliskili Schwann hiicrelerinden ve bazi
durumlarda miyelin kiliftan olusan bu sinir lifleri fasikiillerde bir araya gelir ve
endondryal fibroz kollajen ve kiiciik kan damar agindan mekanik ve metabolik destek

alir (7).
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Sekil 2.2. Periferik Sinir Yapis1 *

* Siemionow M, Brzezicki GJlIron. Current techniques and concepts in peripheral nerve repair.
2009;87:141-72.
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Sinir fasikil organizasyonu ile ilgili 6nemli katkilar 1940’11 yillardan itibaren
Sunderland ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢aligmalardan gelmektedir. Fasikiil
organizasyonu (internal topografi) ile ilgili iki ayr1 konsept ortaya atilmistir (Sekil
2.3.). 1Iki, sinir boyunca fasikiillerin adeta bir kablo gibi uzandigidir. Sonralar1 bu
goriise kars1 periferal sinirlerde fasikiillerin birbirleri ile dallanma, ayrilma gosterme
ve pleksiform bir patern izledigi ortaya atilmistir. Mevcut kanitlar 1s181nda periferal
sinirlerde bu iki paternin de goriilebildigi kabul edilmektedir. Genel olarak fasikuller
distalde daha ¢ok kablo paternini izlerken, proksimal diizeylerde bir pleksiform diizene
sahip olmaktadir. Bunun yanisra ayni SSS’deki gibi periferal sinirlerde de

somatotropik bir organizasyon vardir (16).

Sekil 2.3. Periferik Sinir Fasikiil Organizasyonu. A.Kablo Paterni B.Pleksiform Patern

*

* Stewart JDJM, nerve. Peripheral nerve fascicles: anatomy and clinical relevance.
2003;28(5):525-41.
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2.2.1. Bag Doku Kihflar

Santralden perifere endondryum, perinéryum, epindryum ve onu gevreleyen
mezondryumdan olusmaktadir. Mezonéryum, sinirin  ekstrensek dolagimim
saglayarak 6zellikle sinir yaralanmalarinda énemi artan gevsek bir bag dokusudur (3).
Siniri gevreleyen bag dokular, periferik sinire esneklik, saglamlik ve ¢evresel mekanik,
kimyasal faktorlere kars1 koruyucu bir etki saglar (17).

Sinir kilifin1 olusturan hiicrelerin kokeni uzun zamandir incelenmektedir ve bu
konuda tam bir netlik bulunmamaktadir. Perindryal hiicrelerin ayn1 Schwann hiicreleri
gibi noral krest kokenli olup olmadig: tartisilmaktadir. Bazi ¢alismalar perindryal
hiicrelerin ¢ogunun néral krestten kaynaklanmadigini s6ylese de 6zellikle endondryal
taraftaki perindryal hiicrelerin bir kisminin ndral krest kokenli oldugu da
savunulmaktadir. Diger yandan sinir perisitlerinin kdkeni de hala tam netlik
kazanmamustir; bazi yazarlar noral krest kokenini vurgularken, digerleri mezodermal
kokeni vurgulamaktadir (17).

Perindral farklilasma, Schwann hiicre-akson kompleksleri ve cevredeki
sinyaller ile yakindan iliskilidir. Bu komplekslerden salinan faktorlerin, perindryumun
ve cevresindeki mezenkimin farklilasip organize olmasindan sorumlu oldugu
diistiniilmektedir (17). Bazi yazarlar Schwann hiicre kaynakli sinyallerin, periferik
sinir kilifinin gelisimi ve mezenkimal hiicrelerin perindryal epitel benzeri hiicrelere
farklilagsmasi i¢in gerekli oldugunu sdylemektedir. Buna destek olarak Schwann hiicre
kaynakli Hedgehog ailesinin bir tyesi olan Desert Hedgehog proteini eksikliginde
matur sinir morfolojisinde bozulma gosterilmektedir (18).

Epindryum

Sinir bag dokularinin en dis tabakasidir. Yogun diizensiz bag dokusu ve adipdz
dokudan olugsmaktadir. Fasikiilleri bir arada tutarak sinir gdvdesini olusturur. Kollajen
ve elastik lifler sinir boyunca dalgali sekilde uzanmaktadir (19). Epinéryumun ana
gorevi fasikiilleri desteklemek, beslemek ve korumaktir (20). Epindral tamirde sttir
materyali bu katmandan ge¢mektedir. Bu tabakanin gevresinde ise mezondryum adi

verilen ve sinirin beslenmesini saglayan ana damarlarin bulundugu bolge bulunur (21).
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Mezodermden koken alan gevsek bag dokusunun yogunlagmasi ile olusur.
Fibroblast, tip I ve III kollajen ve degisik oranda yag icermektedir. Iki katmana ayrilir.
I¢ katman perindryuma bitisik olarak bulunurken dis katman daha gevsek yapidadir.
Dis katman degisen oranlarda adiposit ihtiva etmektedir (7). Internal epindryum
fasikiilleri ayirirken, eksternal epindryum tiim fasikiilleri sararak sinirin anatomik
seklini almasini saglar (21). Cevreledigi sinire yastik gorevi goriir. Epinéryum, sinir
fasikiilleri arasinda kayma hareketine yardimci olur ve ekstrandral bolgeden sinir
fasiklllerine giren damar ve sinir liflerini destekler (15). Lenfatikleri ve vasa
nervosum adi verilen kan damarlarini igerir (Sekil 2.4.).

Epinéryum, intrandral vaskiiler sistemin ana beslenme kanallarini tasir. Vasa
nervosumlar, perindryumdan gegerek endonéryum icindeki arteriol ve veniller ile
baglant1 kurar. Insanda, epinéryum toplam sinir demetinin kesit alanmnin %30-70’ini
olusturmaktadir. Genel kural olarak da fasikiil sayis1 arttik¢a epindryum kalinligi
artmaktadir. Epindryum miktar1 sinirler arasinda, seviyeler arasinda ve bireyler
arasinda degismektedir. Ornegin dzellikle eklem seviyelerinde epindryum daha fazla

miktarda bulunmaktadir (19).
Perindryum

SSS-PSS gecis zonundan perifere kadar uzanir. Proksimalde spinal kordda pia-
araknoid ile, duyu sinirlerinde ise dorsal kok gangliyonlarinin i¢ katmani ile devam
eder. Distalde kas igciginin kapsiilii ve kapsiillii sinir sonlanmalar1 seklinde sona erer.
Kapsuli olmayan sonlanmalarda ve néromuskiler kavsaklarda ise perindéryum agik
ucludur (19). Fibroblasttan tiiredigi diisiiniilen poligonal hiicreler ve kollajenden
olusur. Elastik 6zellik gésteren bir yapidir ve fasikiiliin gerilmesi, biikiilmesi esnasinda
icerigin korunmasina yardimci olur (7).

Perindryal hiicreler sinir liflerini fasikiillere doniistiiriir. Genellikle 15-20 hiicre
katmani igerir ve her bir katman yaklasik 0.5 pm kalinliginda bir bazal laminaya
sahiptir. Bazal lamina; tip IV kollajen, laminin, fibronektin ve heparan sulfat icerir.
Perinoryal hiicreler internal zonda tek sira halinde ve birbirlerine siki baglantilar ile
baglanmistir. Eksternal zonda ise sirkumferensiyal, oblik ve longitudinal olarak

diizenlenmis tip I, II kollajen ve elastik lifler bulundurur (22). Perinéryum sinire
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mekanik gii¢ saglamaktadir. Farkli sinirlerde farkli kalinlik ve boyutta olabilmektedir
(15).

Bazal laminanin 6nemi hiicrelerin birbirlerine sik1 baglantilar ile baglanmasi
ile aktif bir difflizyon bariyeri olarak gorev yapmasidir. Bu sayede kan-sinir bariyeri
adi1 verilen yap1 olusur. Osmotik basing ve endondryum cevresindeki s1vi basincinin
devaminda 6nemli bir role sahiptir. Perindryumdaki pinositik vezikuller ve perinoryal
hicrelerdeki yuksek oranda ATPaz, kreatin kinaz ve fosforilasyon enzimleri nedeniyle
aktif ve selektif bir transport mekanizmasina sahip oldugu diisiiniilmektedir. Gelisim
evresinde kan-sinir bariyerinin olugabilmesi miyelin kilif formasyonuna baghdir (7).
Lenfatik sistem ise bu katmanda bulunmamaktadir (3).

Perindryum sinirin tensil kuvvetini saglayan ana katmandir (20). Intrafasikiiler
basing, perindryal membranin yirtilmasindan 6nce deneysel olarak 300-750mm Hg’

ya kadar yikseltilebilmektedir (23).
Endonéryum

En igteki katmandir. Akson ve ilgili Schwann hiicresini saran bazal lamina; tip
IV kollajen, laminin, fibronektin ve heparan siilfattan olusmaktadir. Endondryum,
sinirin uzun eksenine paralel olarak diizenlenmis, Schwann hiicre-akson birimleri ve
endonoryal vaskiiler yapilar etrafinda yogunlasan predominant olarak tip III kollajen
(retikiilin) ve tip I kollajenden olusan bir yapidir. Kollajen yapi fasikiiliin uzun
eksenine paralel dalgali bir uzanim gosterir (7). Major hiicresel bilesenleri; Schwann
hiicreleri ve endotel hucreleridir. Bunlarin disinda fibroblastlar, makrofajlar ve mast
hicrelerini de igermektedir (3). Kiigiik damar yapilar1 perindral hiicreler ile sarili halde
perinéryumdan girer ve bu sayede kan-sinir bariyeri olusturulur (7). Endonéryal sivi
basinci, ¢evresindeki epindryuma gore biraz daha yiiksektir. Bu gradient sayesinde
sinir disindaki toksik maddelerin endondryal bolgeyi kontamine etmesi en aza

indirilmis olur (19).
2.2.2. Periferik Sinir Beslenmesi

Periferik sinirin beslenmesi, epifasikiler epinéryuma giren ve sinir boyunca
uzanan aretriollerden kaynaklanir. Bu damarlar endotelyal hiicreler arasindaki

fenestrasyonlar ve yariklarla nispeten gegirgenlik gosterir. Interfasikiiler epindryum
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cevresinde anastomoz yaparlar. Bu arteriyoller perinoryal kilifla beraber oblik sekilde
endondryal bosluga geger. Fakat burada fenestrasyon gostermeyen birbirine siki
baglantilar ile baglanmis endonoryal kapillerler ile devam eder (15). Bu bolgenin
mikrocevresel homeostazisinde kan-sinir bariyeri oldukca 6nemli yer tutmakta ve
Schwann hiicre, akson, makrofaj, mast hiicre ve gevre etkilesimleriyle permeabilitesi
degismektedir (24). Periferal sinirler ayri, fonksiyonel olarak bagimsiz iki ayri
vaskiiler sistemden olusur (3) (Sekil 2.4.);
-Ekstrinsik sistem: bolgesel besleyici damarlar ve epinéryal damarlar

-Intrinsik sistem: endondryumdaki longitudinal uzanan mikrodamarlar.

Epinéryumdaki
vaskiiler pleksus

Endon6ryumdaki
vaskiiler sistem

Rejyonel
besleyici damar

Ekstrinsik
damar

Perinéryumdaki
vaskiiler sistem

Sekil 2.4. Periferik Sinirin Vaskuler Anatomisi *

* Lundborg G. Nerve injury and repair: Churchill Livingstone Edinburg; 1988.

2.2.3. Schwann Hducresi

PSS’deki baglica glial hiicredir. Schwann hiicreleri, noral krestin multipotent
hiicrelerinden koken alir (7). Cap1 2 um’den biiyiik periferik aksonlari sararak

miyelinize olmalarimi saglar. Schwann hiicreleri tizerindeki Erb B2/B3 reseptorleri ile



16

etki eden neuregulin 1 sinyal yolagi, miyelinizasyon igin gereklidir ve miyelin
kalinligini belirlemektedir (3). Ayrica miyelin retimi ve organizasyonunda Rho-kinaz
ve biiylime faktorlerinin de rolii bulunmaktadir (25, 26). Olgun bir Schwann hiicresi
kollajen, laminin ve polisakkaridden olusan bir bazal lamina ile ¢evrilidir (27). Miyelin
kilif mezakson ad1 verilen yapilar ile icerde ve disarda Schwann hiicresi ile baglanti
kurar (7).

Schwann hiicreleri PSS’de sadece miyelin olusturma isini yapmaz ayni
zamanda reseptor fonksiyonu vardir ve rejenerasyonda da onemli islevler iistlenir (28).
Schwann hcreleri; neuregulin, TGF — beta, FGF, PDGF ve IGF-1 gibi biyime
faktorleri ile module edilebilir. Schwann hiicreleri (zerinde bu faktorler igin
reseptorler bulunmaktadir (14). Ayrica Schwann hiicrelerinin gelisimin erken
doénemlerinde noéronlar ile oldukga siki bir iligki i¢inde oldugu bilinmektedir (17).
Periferik sinir morfoloji ve fonksiyonunun gelisimi ve devam ettirilmesi, Schwann
hiicreleri ile ndronlar arasinda olusan kontrolli, ¢ift yonlii, bilinen ve bilinmeyen
birgok molekiil vasitasiyla gerceklesir (29). Schwann hiicrelerinin gelisim sirasinda
ndron sagkalimi i¢in gerekli oldugu, hasarli sinirlerin rejenerasyonunda ve fonksiyonel
iyilesmelerinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (30). Akson ve Schwann hucreleri
canlt kalabilmek icin birbirlerine ihtiya¢ duymaktadir. Aksonlarindan ayrilmis
Schwann hiicre prekiirsorlerinin apopitotik hiicre 6liimiine gittigi yine aym sekilde
Schwann hiicre sayisimin gelisim sirasinda yeterli diizeyde ve istenilen sekilde
olmadiginda noéronal 6limiin meydana geldigi bilinmektedir (31). Fakat Schwann
hicre proliferasyonu ve diferansiyasyonunu kontrol eden buytime faktorl ve sinyal
yolaklar1 konusundaki bilgimiz kisithdir (29).

Miyelinize segmentin 6zellikleri, patolojik durumlarda degismektedir. Sinir
hasar1 sonrasi veya demiyelizan bir durumda miyelinin akson ile kontag1 azalmakta ve

bu durum, miyelinin irreversible olarak kollapsina neden olmaktadir (32).
2.3.  Sinir Sistemi Embriyolojisi

Sinir sistemi ve ©zel duyu organlarinin biliylik bolimii noéral plak ve
cevresindeki noral krest ad1 verilen hiicre toplulugundan meydana gelmektedir. Noral
plak (lamina neuralis), yaklagik olarak ti¢iincii haftanin ortasinda ektodermin dorsal

kalinlagsmas1 ile olusur. Notokord ve paraksiyal mezoderm, iizerinde yer alan
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ektodermin noral plaga farklilagsmasini indiikleyen yapilardir. Bu farklilasmada bir¢ok
biiyiime faktoriiniin rol aldig1 distiniilmektedir (33). Yaklasik olarak gestasyonun
ikinci haftasinda notokord, istiindeki ektodermi uyararak noral plak olusumunu
indiikler. Gestasyonun 18. giinii civarinda, noral plak katlanarak ortada ¢ukurca bir
bolim olan noral oluk (sulcus neuralis) ve kenarlarda kabarik noral katlantilari (plica
neuralis) olusturur. Yaklasik ti¢iincii haftanin sonuna dogru her iki taraftaki noral
katlantilar birlesmeye baslayarak noral tiipii olusturur. Baz1 hiicreler bu esnada noral
katlantilardaki yiizey ektoderminden ayrilarak noral kresti (crista neuralis) olusturur.
Bu hiicreler migratuar ozellige sahiptir (3). Medial rotada ilerleyen noral krest
hiicreleri; duyu ve otonomik gangliyonlari, Schwann hiicrelerini ve kromaffin
hlcreleri Uretirken dorsal rotada gidenler ise melanositleri Gretmektedir (14).

Noral tlpten (tubus neuralis); SSS’yi olusturan beyin ve medulla spinalis
farklilagir. Noral krest, PSS ve otonomik sinir sistemine dahil kraniyal, spinal ve
otonomik gangliyonlar1 olusturan hiicrelerin ¢ogunu meydana getirir (33).

Bir noron olustuktan sonra, SSS veya PSS’deki hedef bolgelerine dogru gog
eder. Buna paternli migrasyon (patterned migration) adi verilir. Akson diger néron ve
hedeflerle iliski kurarak gelisir. Aksonun gidecegi yonii ve hizini belirleyen ise
aksonlarin biiyliyen ug¢larindaki bir genisleme olan biiyiime konisi (growth cone) adi
verilen yapidir (14). Bu yap1 ilk olarak Ramon Cajal (1890) tarafindan tarif edilmistir.
Bu uglar oldukea aktiftir, sekil degistirebilir ve bulundugu ortami kesfetmek igin
kii¢iik ¢cikintilar (filopodia, lamellopodia) olusturup geri ¢ekebilir. Cesitli ligandlar,
kilavuz maddeler, nérotrofinler biiylime konisindeki reseptorlerine baglanir ve gesitli
sinyalleri tetiklerler (3). Biiyiime konilerinin yol gosterici roli, dort farkli
mekanizmaya baghdir; kontakt ¢ekim, kemo ¢ekim, kontakt itim ve kemo itim. Bir¢ok
madde (semaforin, netrin vb.) kemotaktik olarak etkilerken, cesitli ekstraselliiler
matriks elemanlar1 (laminin vb.) kontakt mekanizmalar tizerinden etki gostermektedir
(34).

2.4. Periferik Sinir Yaralanmalar

Travmatik periferik sinir hasari, tiim diinyada engellilik ve sakatlik olusturan
nedenlerin baginda gelmektedir (35). Yaklasik 20 milyon ABD vatandasi, travma veya

medikal nedenlerden dolay1 periferik sinir hasarina maruz kalmaktadir. Sinir
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yaralanmalar1 ABD’de yillik yaklasik olarak 150 milyar dolar gibi biiylik rakamlarin
harcanmasina neden olmaktadir (21). Level I travma merkezlerine basvuran hastalarin
yaklasik olarak % 2-3’iinii periferik sinir yaralanmalar1 olusturmaktadir. Pleksus ve
kok yaralanmalar1 da dahil edilirse oran %5’lere kadar ¢ikabilmektedir (35). Ust
ekstremitede en sik yaralanan sinirler sirasi ile radial, ulnar ve median sinirdir. Alt
ekstremitede ise siklik sirasi ile siyatik, peroneal sinir ve nadir olarak da tibial ve
femoral sinirler yaralanmaktadir (36).

Etiyolojik nedenlerin basinda; motorlu ara¢ kazalari, bigaklanma gibi penetran
travmalar, atesli silah yaralanmalari, endiistriyel is kazalari, diisme veya benzer
durumlarda meydana gelebilen gerilme (strecthing) ve ezilme (crush) yaralanmalari
sayilabilir. Bunlar arasinda en sik neden motorlu arag kazalaridir (36).

Kouyoumdjian’m (37) yaptigi 456 vakalik periferik sinir yaralanmasi
caligmasina gore erkekler yaralanmalara daha fazla maruz kalmaktadir. Hastalarin
ortalama yaslar1 32.4’tiir. En sik yaralanma bolgesi % 73.5 ile Ust ekstremite olmakla
beraber ardindan alt ekstremite ve yiiz bolgesi gelmektedir. Ozellikle geng insanlar ve

askeri personel daha fazla etkilenmektedir (21).
2.4.1. Periferik Sinir Hasar1 Evrelemesi

1943 yilinda Seddon periferik sinir yaralanmalarini tige ayirmistir; ndropraksi,
aksonotmesis ve norotmesis (38).

NOropraksi; genellikle kompresyon veya mindr kontiizyon ile olusan,
aksonun intakt kaldigi fakat segmental miyelin hasarmin oldugu yaralanmalardir.
Akson devamliligi vardir. Dejenerasyon goriilmez. Gegici bir fokal iletim kaybi
gorilir. Miyelin restore oldugunda 12. hafta civarinda iletimde iyilesme gorulebilir.

Aksonotmesis; genellikle daha giiclii mekanizmalar sonrasinda goriiliir. Sinir
devamliligi vardir fakat aksonal bir yaralanma goriiliir. Konnektif doku g¢esitli
oranlarda korunur. Schwann hiicresi ve endonoral tiip intakttir. Wallerian
dejenerasyon olur ve 1 mm/giin hizinda yavas bir aksonal rejenerasyon goriiliir.
Hasarl1 segment ile hedef organ arasindaki rejenerasyon uzunluguna bagl olarak

inkomplet bir iyilesme gortlebilir.
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NOrotmesis; akson ve konnektif dokularin fizyolojik ve anatomik olarak
komplet transeksiyonudur. Cerrahi midahale olmadan spontan rejenerasyon
beklenmez.

Sunderland, 1951 yilinda Seddon’un yaptig1 smiflamayr 6zellikle
aksonotmesis evresini histolojik olarak daha detaylandirarak ve bdylece prognostik

degerini arttirarak yeniden tanimlamistir (20) (Tablo 2.1.).

Tablo 2.1. Periferik Sinir Yaralanmas1 Siniflamasi

Seddon Siniflamasi Sunderland Siniflamasi Patofizyoloji

Noropraksi Tip 1 Genellikle kompresyona

bagli lokal miyelin hasar1

Aksonotmesis Tip 2 Akson devamliligi yok;
endo-peri-epindryum
intakt

Aksonotmesis Tip 3 Akson ve endondryum

devamlilig1 yok; peri ve

epindryum intakt

Aksonotmesis Tip4 Akson, endo ve
perindryum  devamliligi

yok; epindryum intakt

NoOrotmesis Tip5 Sinirin devamliliginda

total kayip

I.derece yaralanmalar; noropraksinin esdegeridir. Wallerian dejenerasyon
goriilmez. Komplet bir iyilesme beklenir.

I1.derece yaralanmalar; endonéryumun intakt kaldigi (Schwann hiicre bazal
laminas1) aksonal yaralanmalardir. Rejenerasyon i¢in iyi bir destekleyici ortam vardir.
Bu yiizden komplet bir iyilesme beklenebilir.

I11. derece yaralanmalar; endonéryumun da hasarlandigi yaralanmalardir.
Endondéryum hasarlandigindan yeni olusan aksonal filizlerin distale ulagsmasi daha
uzun ve ugrasl olmaktadir. Bu siire néronal sagkalimin azalmasina neden olabilir.

Dolayisiyla komplet iyilesme beklenmez. Inkomplet iyilesmenin bir diger sebebi ise
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endondryumun hasarlanmasinin, intrafasikiiler fibrozis olusumuna ve rejenerasyonun
azalmasma neden olmasidir. Inkomplet iyilesmeye (clincli neden olarak da
denervasyonun uzun slirmesinin hedef organda irreversible degisiklikler olusturmasi
sayilabilir.

IV. derece yaralanmalar; aksonal hasara ek olarak endo ve perinéryumun da
hasarlandig1 yaralanmalardir. Cerrahi gerektirir.

V.derece yaralanmalar; epinéryum dahil tim dokularin hasarlandigi

durumlardir. Spontan iyilesme goriilmez.
2.4.2. Periferik Sinir Tamiri

Temel olarak tedavi sekilleri epindral tamir, fasikiiler tamir ve sinir grefti ile
tamirden olusmaktadir. Sinir tamiri i¢cin baslica gereklilikler genel olarak sunlardir;
temiz bir yara, iyi bir vaskularite, ezilme (crush) komponentin olmadig1 bir yaralanma,
yeterli yumusak doku Ortlinmesinin bulunmasi, iskelet stabilitesi, tamir bolgesinde

minimal tansiyon olmas1 (20) (Sekil 2.5.).

W Sy s— " Y
s - "té‘_ _%‘ x x

Sekil 2.5. Sinir Tamir Cesitleri. Siras1 ile Epinoral Tamir, Fasikiler Tamir ve Sinir

Grefti ile Tamir *

* Canale ST, Beaty JH. Campbell's operative orthopaedics: Elsevier Health Sciences; 2012.

Epinoral mikrosiitiirler ile yapilan direkt sinir tamiri, siddetli aksonotmesis ve
ndrotmesis yaralanmalar i¢in altin standarttir. Tamirde fasikiilerin uyumu oldukca
onemlidir. Tamir sirasinda fasikiiler ve epindral vaskiiler paternler proksimal ve distal

arasinda olabildigince eslestirilmelidir (21).
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Sinir tamir sonuclar1 gliniimiizde siklikla British Medical Research Council’s
sistemi ve onun modifikasyonlar1 ile degerlendirilmektedir. Bu sistem ile motor ve
duyusal fizik muayene yapilarak, iyilesme hem motor (M 0-5) hem de duyusal (S 0-4)
olarak farkli evrelere ayrilabilmektedir (38). Mikemmel sonu¢ M5, S4 olarak; ¢ok iyi
sonu¢ M4, S3+ olarak, iyi sonu¢ M3, S3; orta derecede sonu¢ M2, S2-2+; kot sonug
MO-1, SO-1 olarak genellenebilmektedir (20). Mckinnon (39) hastalarin yaklasik %20-
40’mnda ¢ok iyi sonu¢ (M4, S3+) belirtmistir. Bir bagka caligmada 132 hastanin
%49’unda iyiden mitkemmele kadar sonug elde edilmistir (40).

Sunderland (41), 1990 yilinda yayinladigi makalesinde erken tamirlerin geg
tamirlere gore, direkt uc uca tamirin sinir grefti ile tamire gore, geng¢ hastalarin yasl
hastalara gore, distal tamirlerin proksimal tamirlere gore, kisa greftlerin uzun greftlere
gore, tek fonksiyonlu sinir tamirlerinin mikst sinirlere gore daha i1yi sonuglari

oldugunu sdylemistir. Bu prensipler giiniimiizde de gegerliligini korumaktadir (21).

2.4.3. Periferik Sinir Hasar1 Sonras1 Morfolojik Degisiklikler ve

Rejenerasyon

Periferik sinirde travma sonrasinda bir¢cok morfolojik ve metabolik
patofizyolojik degisiklikler meydana gelmektedir. Bu degisiklikler yalnizca hasar
bolgesinde degil, sinir gdvdesinde, hasarin proksimal ve distalindeki segmentlerde,
sinir lifinin sonlandigi ndéromuskiiler kavsak veya duyu reseptorlerinde de
gorulmektedir (19). Periferik sinir yaralanmalarinin diger doku yaralanmalarindan en
biiyiik farki Wallerian dejenerasyondur (21).

Hasar sonrasi hiicre govdesinde kromatolizis olarak adlandirilan sisme, Nissl
granullerinin (bazofilik graniiller) dagilmasi, dolayisiyla hiicre govdesinin goérece
eozinofilik olmasi, ¢ekirdegin perifere itilmesi gibi degisiklikler goriiliir. Bu durum
aslinda hiicrenin modunun degistigini gostermektedir. Noron, ndrotransmitter {iretimi
ve sinyal iletiminden, akson tamir ve biiylimesi i¢in gerekli yapisal materyallerin
retildigi evreye geger (20). Bu degisiklikler yaklasik olarak 7. giinde belirginlesmeye
baglar ve bu noktada sinir hiicresinde ya 6lim olur ya da rejenerasyon baslar.
Programli hiicre 6liimii veya rejenerasyon kanitlari ise yaklasik 4-6 haftada ortaya

¢ikmaktadir. lyilesme ile beraber ‘kromatolizis’ ile olusan degisiklikler terse donmeye
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baglar. Bu evrede hasarin distalinde Schwann hiicreleri ilk 24 saat icinde meydana
gelmeye baslayan aksonal filizlenmeyi kabul etmek i¢in endonéral tiipti doldurur (38).

Noronal sagkalimin en 6nemli belirleyicisi, 6zellikle hedef kdkenli ndrotrofik
destegin olusturdugu gen ve protein ekspresyonu ve bu maddeler arasindaki dengedir.
Bu sayede ya néron apopitoz ile 6lir ya da hayatta kalarak rejenerasyonu indukler
(42). Bu dengenin optimal zamanlarda optimal seviyelerde olmasi aksonal
rejenerasyonu olumlu yonde etkiler. Fakat bu faktorlerin optimal seviyeleri ve
birbiriyle dengelenmeleri hala net olarak bilinmemektedir (43).

Periferal sinire olan bir travma, sinir tamiri ve fonksiyonel reinnervasyon igin
gerekli olan bir inflamatuar cevabi tetiklemektedir. Bir yandan bu inflamatuar
reaksiyon ve mediyatorler rejenerasyonda onemli rol oynarken diger yandan bu
inflamasyonun uzamasi ve yanlis zamanda meydana gelmesi iyilesmeyi olumsuz
etkileyebilmektedir. Fakat bu inflamatuar reaksiyonun noropatik agrinin engellenmesi
gibi nedenlerle baskilanmasi akson rejenerasyonunda azalma ile sonuglanabilmektedir
(43). Doku travmasi sonrasi nekroza ve strese giren hiicrelerden salinan endojen
tehlike sinyalleri inflamatuar yaniti tetiklemektedir. Bu maddelere alarmin ya da
danger-associated molecular pattern (DAMPs) adi verilmektedir (44). Aksonun
disintegre olmas1 ile distal sinir gidigiinde galectin, adenosine, HMBG-1,
hyaluronan, heparan sulfat proteoglikan, fibrin ve fibronektin gibi bircok DAMPs
uretimi olur. Bu maddeler Toll-like reseptorlerine baglanarak Wallerian dejenerasyon
ve akson rejenerasyonunda onemli rol oynar. Aksolemma ve endondéryal ECM’in
degrade olmasi Schwann hiicrelerini, TLR sinyallemesi ile tetikleyerek aktive eder
(43).

Wallerian dejenerasyon distale dogru ilerler. Hasarin proksimalinde ise
retrograd dejenerasyon adi verilen siire¢ goriiliir. Dejenerasyon igin gegen siire sinirin
motor veya duyu olusuna, boyutuna ve miyelinine gore degismektedir (38).
Proksimalde yaralanmanin siddetine gore degismekle beraber dejenerasyon genelde
en yakin Ranvier diigiimiine kadar olmaktadir (20). Wallerian dejenerasyon, bir nevi
néroinflamasyondur. Distal bdlgede meydana gelen bu olaylar akson ve miyelinin
dejenere olmasi, Schwann hiicrelerinin aktive olmasi, kan-sinir bariyerinin yikimai,
sitokin ve kemokin lireten makrofaj ve diger immun hiicrelerin bdlgeye alinmasi

olarak ozetlenebilir. Buna ek olarak akson hasari, inflamasyon ile ilgili molekiiler
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degisiklikler; matriks metalloproteinazlar ile endonoryal ekstraselliller matriks
moddulasyonunu, nérotrofin ve sitokin Gretimini tetiklemektedir. Kalsiyumun iceri
akis1 ve calpain aktivasyonu degradasyon ve fragmantasyonda rol oynar. Ayrica yine
calpain aktivasyonu Schwann hiicrelerinde sitokin up-regulasyonuna neden olur.
Akson integrasyonunda bozulma hem hiimoral (kompleman sistemi, siklooksijenaz-
lipooksijenaz yolagi, sitokin/kemokinler) hem de hiicresel (kan-sinir bariyerinin
gecirgenliginin artmasi, Schwann hiicre aktivasyonu, makrofajlar) immuniteyi isin
icine katmaktadir. Distalde olan bu olaylar proksimaldeki akson yeniden biiylimesini
indliklemek ve ona uygun bir ortam yaratmak icindir (43).

Hasar sonrasinda yaklasik olarak 2-3 giin icerisinde distal parca fragmante ve
dejenere olmaya baslar. Wallerian dejenerasyon 48-96 saat i¢inde baslar (20). Aksonal
dejenerasyonun yanisira miyelin kilifta da fragmantasyon ve bozulma meydana gelir.
Bu esnada biiylime faktorleri ortama salmir, Schwann hicre ve fibroblast
proliferasyonu induklenir. Bu destekleyici gevre sinir rejenerasyonu igin oldukga
onemlidir (21). Miyelin debrisin temizlenmesi énemlidir. Ciinkii icerdigi MAG ve
diger molekiiller aksonal biiylimeyi inhibe edebilmektedir. Schwann hiicreleri
yaralanmaya cevap olarak aksonlarindan ayrilir, dediferansiye ve aktive olurlar.
Aktive SC fagositik kapasiteye sahip olup makrofajlarla birlikte miyelin ve degrade
aksonlar1 ortadan kaldirir. Makrofajlarin bolgeye gelmesi aksonlar1 ile kontagini
kaybeden SC nedeniyledir. Aktive SC, birgok sitokin ve kemokin kaskadini up-regule
eder. Ozellikle MCP-1, TNF alfa, IL 1-beta, néropoetik sitokinler (IL6) ve LIF up-
regile olur. Bunun yanisira denerve Schwann hiicresi protein zero, MBP, MAG gibi
yapisal proteinleri down-regile ederken; CAM, NCAM, glial fibrillary acidic protein,
NGF, BDNF, GDNF, FGF ve NT- 3 gibi blylme faktorlerini up-regile eder (45).
Tiim debris Schwann hiicreleri ve makrofajlar tarafindan ortadan kaldirildiginda ise
Schwann hiicreleri, Biingner bandlarini olusturmak i¢in hizalanirlar. Bu durum, trofik
faktorlerden zengin ve aksonal rejenerasyona kilavuzluk edecek bir ortam saglar (42).
Schwann hiicreleri yaklasik olarak 7.gin civarinda ¢ogalmaya ve dejenere olan akson
ve miyelinin yerini doldurmaya baslar. Proksimalde goriilen dejenerasyon da yine

Wallerian dejenerasyona benzer (38) (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. Periferik Sinir Yaralanmasi, Dejenerasyon ve Rejenerasyon *

* Lee SK, Wolfe SW. Peripheral nerve injury and repair. J Am Acad Orthop Surg.
2000;8(4):243-52.

Aksonal rejenerasyon en distal Ranvier bogumundan baslar. Bu bdlgede nodal
filizler belirginlesir ve olgun biiylime konisine doniisiir. Biiyiime konisi, lokal olarak
dokudan, denerve motor ve duyu reseptorlerinden gelen sinyaller (nérotrofik faktorler)
ile yonlendirilir (21). Ramon Cajal, yaptigi caligmalar ile akson blilylimesinin segici bir
sekilde distal sinir giidiigiine dogru oldugunu gostermistir. Aksonlar sinir dokusuna
dogru biiytimeyi tercih eder. Hatta bu tekrar biiyiimede motor ve duyusal spesifitenin
de bulunduguna inanilmaktadir (46). Rejenere olan kisimlar, miyelinli aksonlar olsa
bile baglangigta miyelinsizdir, zamanla miyelinize olurlar (19).

Buyume konisi (growth cone), dzellikli ve hareketli bir dokudur. Mikrogevreyi
eksplore edebilen filopodia ve lamellipodialara sahiptir. Hiicresel uzantilari ve
salgiladig1 proteazlar yardimiyla aksonal rejenerasyonu gergeklestirmeye ve hedef
organa dogru ilerlemeye caligir. Hiicresel uzantilar bir endondral tiipe, bir reseptore
veya hedef organa ulasana kadar devam eder. Sonrasinda aksonal budama gerceklesir.
Eger bir endondral tiip veya reseptdre ulasamadigi vakit ise biiylime konisinden
dezorganize sekilde bir biiyiime gerceklesir (47). Travmanin siddeti, aksonal
rejenerasyonu etkilemektedir. Ayrica skar dokusunda artma, aksonal rejenerasyonu ve

distale ulagan akson sayisini azaltmaktadir (21).
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Yaralanmadan sonra saatler icerisinde proksimal segmentten, bazal lamina
icerisindeki tiip boyunca bir¢ok terminal ve kollateral filiz olusur (48). Bu, ilk
filizlenme dalgasidir. Sonrasinda yaklasik 2 giin igerisinde olusan ikinci bir filizlenme
dalgas1 meydana gelir. Erken olusan filizler, sonrasinda goriilen definitif filizlenme
fazindan once dejenere olabilir. Definitif filizlerin olusumu icin gegen bu siireye
baslangi¢ gecikmesi (initial delay) adi verilir. Distal segment ile proksimal segment
arasinda aksonal filizlerin gegmesi gereken alana interstump zone adi verilir (19).

Bulyume konisi dort faktér grubuna cevap verir (20);

1.Norotrofik faktorler; denerve motor ve duyu reseptorlerinde, rejenerasyon
boyunca Schwann hiicrelerinden salgilanir. Trofik ve kemotaktik 6zelliklere sahiptir.
Biiylime konisi morfolojisinde degisiklik yapabilir. Temel faktor NGF’dir. Bunun
disinda CNTF (49) ve motor sinir blyime faktori (50) gibi bircok faktor
bulunmaktadir.

2.Neurite-promoting faktorler; aksonal buylimeyi destekleyen
glikoproteinlerdir. Schwann hiicre bazal laminasinin 6nemli bir elemant olan laminin
ve fibronektin drnek faktorlerdir (51).

3.Matrix-forming prekursorler; fibrinojen, fibrin matriks olusumunu saglayan
ve rejenerasyonda hiicre migrasyonu i¢in 6nemli substratlardir.

4 Metabolik ve diger faktorler; bu grubu ise sinir rejenerasyonunu arttiran fakat
iistteki li¢ sinifa konulamayan faktorler olusturur. Bunlar; FGF, insiilin ve instlin like
growth factor, leupeptin, glia-derived proteaz inhibitdr, elektrik stimilasyonu, tiroid,

kortikotropin, dstrojen ve testosteron gibi hormonlardir (20).
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3. GEREC ve YONTEM

Literatiir incelendiginde, periferik sinir lizerine yapilan ¢alismalar i¢in deney
hayvani olarak yumusakcalar ve rat, tavsan gibi memeli tiirlerinin tercih edilebildigi
goriilmektedir. Tavsanlar arasinda en ¢ok kullanilan wk, beyaz Yeni Zelanda
tavsanlaridir. Beyaz Yeni Zelanda tavsanlarmin taksonomik siniflandirilmasi;
Animalia (Alem), Vertebrata (Sube), Mammalia (Sinif), Lagomorpha (Takim),
Leporidae (Familya), Pentalagus (Cins), Oryctolagus cuniculu (Tiir) seklindedir.

Ankara Universitesi Siirekli Egitim Merkezi (ANKUSEM) ve Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu isbirligi tarafindan, Ankara Universitesi Deney
Hayvanlar1 Merkezi’nde yapilan ‘Deney Hayvanlarit Kullanim Sertifikasi’ egitimi
tamamlanarak sertifika alindi. Karar No:1 olarak 28.11.2016 tarihinde “Cukurova
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu”ndan ¢alismamiz igin etik kurul
onay1 alindu.

Agirliklart 3000-3500 gram arasinda degisen Yeni Zelanda beyaz tavsanlari
calismada denek olarak kullanildi. Tavsanlar, Cukurova Universitesi Deneysel Tip
Arastirma ve Uygulama Merkezi (CUTF-DETAUM) tarafindan temin edildi.

Kullanilan tiim tavsanlarin viicut agirliklar: 6l¢iildii ve tutulan kayit defterine
not edildi (Sekil 3.1.). Yaslar1 9-12 ay arasinda, viicut agirliklar1 3000-3500 gram
arasinda degisen, ortalama viicut agirligi 3320 gram olan 18 adet beyaz Yeni Zelanda
tavsan1 ¢aligmaya dahil edildi. Tavsanlarin sag siyatik sinirleri akut hasarlanip 0.
giinde epindral olarak tamir edildi. Tavsanlarin sol siyatik sinirlerine herhangi bir
invazif islem uygulanmadi.

Tavsanlar 2 esit gruba ayrildi. Randomize ve kontrollii olacak sekilde, deney
hayvanlar1 kapali zarf usulii kullanilarak randomize edildi ve gruplandirildi. Gruplar;
EGF (+), EGF (-) olarak adlandirildi. Her bir grup randomize sekilde ¢ap Slglimii
planlanan 5 tavsandan olusan ve alan 6l¢iimii planlanan 4 tavsandan olusan ikiser
gruba ayrildi. 5’er tavsandan olusan ve ¢ap Ol¢iimii yapilacak olan gruplar EGF(+)-1
ve EGF(-)-1 olarak, 4’er tavsandan olusan ve alan Ol¢timii yapilacak olan gruplar
EGF(+)-2 ve EGF(-)-2 olarak adlandirildi. Dokular, histolojik olarak Masson's
Trichrome ve Hematoxylin-Eosin boyalarla, 6zellikle rejenerasyon mikrogevresinin ve

bag dokusunun degerlendirilmesi amaciyla incelendi.
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Sekil 3.1. Tiim tavsanlarin viicut agirliklar1 61¢iiliip not edildi.

3.1. Cerrahi Teknik

Cerrahi islemler, Cukurova Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama
Merkezi’'nde tek bir arastirmaci tarafindan yapildi. Sinir tamiri ve cilt, cilt alti
dokularin tamiri i¢in, tiim hayvanlarda ayni dikis materyali (Sinir tamiri i¢in; 8.0
Prolene, Ethilon, ABD) kullanild1.

Deney hayvanlar1 her grupta 9’ar tavsan olacak sekilde 2 esit gruba boliindii.
Her bir grup kendi iginde 5’er tavsandan olusan EGF (+)-1 ve EGF (-)-1; 4’er
tavsandan olusan EGF (+)-2 ve EGF(-)-2 olacak sekilde alt gruplara ayrildi. Genel
goriiniimlerinde, davraniglarinda, kafes i¢i hareketlerinde, klinik bulgularinda, besin
ve su alimlarinda ameliyata engel herhangi bir anormal durum saptanmayan tavsanlar,
cerrahi iglemlerin yapilacagi sabah kafeslerinin bulundugu ve takiplerinin yapildig:
odadan siras1 ile anestezi islemlerinin yapildigi odaya alindi. Tiim tavsanlara
intramiiskiiler olarak 20 mg/kg Sefazolin Sodyum antibiyotik profilaksisinin ardindan
35 mg/kg Ketamin HCL ve 5 mg/kg Ksilazin ile anestezi uygulandi. Kornea

refleksinin kaybolmasi ile yeterli diizeyde anestezi derinligine ulasildig1 anlasildi.
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Takiben tavsanlarin sag uyluklari, pelvisten dize kadar dikkatli bir sekilde tiras edildi.

Ardindan sag alt ekstremite, s1v1 sabun soliisyonu olan %7,5 Polivinilprolidon-Iyot

kompleksi (Batticon®) ve %0,9 izotonik NaCl soliisyonu ile yikand1 (Sekil 3.2.).

Sonrasinda tavsanlar cerrahi islemin yapilacagi odaya alindi.

Sekil 3.2. Anestezi sonrasi tavsanlarin sag uyluklar tiras edilip, belirtilen soliisyonlar

ile yikanip, boyandi.

Tavsanlarin sag uyluk bolgesindeki cerrahi saha, antiseptik soliisyonu olan
%210 Polivinilprolidon — Iyot kompleksi (Batticon®) ile boyand1. Tavsanlara lateral
dekiibit pozisyon verildi. Takiben steril ortiilerle 6rtiim saglandi.

Cerrahi saha sterilizasyonunu takiben sag taraf palpe edilen iliak kanadin
yaklasik olarak 4 cm distalinden yaklasik olarak 5 cm’lik hafif oblik bir cilt insizyonu
yapildi. Cilt alt1 dokular keskin bir diseksiyon ile gecildi. Kas liflerinin uzanma yoniine
paralel longitudinal olarak kas ayrildi. Siyatik sinire ulasild1 ve sinir yaklasik olarak 4
cm boyunca eksplore edildi (Sekil 3.3.). Siyatik sinir eksplorasyonunu takiben alt
ekstremite nétral pozisyonda iken palpe edilen iliak kanadin yaklasik 6 cm distalinde
sinir giyotin tarzinda keskin bir bistiiri ile nérotmesis tipinde hasarlandi1 (Bkz. Sekil
3.3).

Siyatik sinirde hasar olusturulduktan sonra ayni arastirmaci tarafindan cerrahi
loupe yardimiyla epindral teknik kullanilarak emilmeyen dikisler ile (8.0 Prolene,
Ethilon, ABD) tamir yapild1 (Sekil 3.4.). Tiim gruplarm sag siyatik sinirleri i¢in ayn1

islem tekrarlandi.
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Tamir uygulanan bdlgenin cilt ile olan derinligi, sonraki enjeksiyonlar igin

cetvel kullanilarak 6l¢iildii ve her tavsan igin not edildi (Sekil 3.5.).

Sekil 3.4. Epinoral teknik ile siyatik sinir tamiri
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Sekil 3.5. Tamir bolgesinin cilde olan uzakliginin 6lgtimii

EGF (+) deney grubuna tamir esnasinda cilt ve cilalti dokular kapatilmadan
enjektor yardimiyla 10 pg/kg dozunda EGF (Heberprot-P®, Praxis Pharmaceutical

SA, Vitoria, Ispanya) tamir bolgesine verildi. EGF (-) kontrol grubuna ise enjektor

yardimiyla ayni miktarda serum fizyolojik tamir bolgesine verildi (Sekil 3.6.).

Sekil 3.6. EGF ve serum fizyolojik verilmesi
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Tamir stabilitesi kontrol edildikten sonra kas ve cilt tum gruplar i¢in aynu siitlr
materyali ile kapatildi. Tamir bolgesinin oldugu lokalizasyondan cilt iistiinde

goziikecek sekilde emilmeyen siitur materyali ile isaret dikisi konuldu (Sekil 3.7.).

Sekil 3.7. Isaret dikisi ve yara yeri

Cerrahi iglemi takiben tavsanlarin marjinal kulak venleri kullanilarak 15 mg/kg
Parasetamol (Perfalgan ®) intravendz sekilde analjezik amagli uygulandi. Postoperatif
2. giine kadar antibiyotik ve analjezik uygulamasina devam edildi. Sonrasinda
tavsanlar, cerrahi islemlerin yapildig1 odadan kafeslerinin bulundugu odaya alind1.
Tavsanlarin tamaminin, postoperatif uyandiktan sonra kafeslerinin iginde hareketli
oldugu gozlemlendi. Opere edilen tiim tavsanlarin postoperatif 2. giin pansumanlari
yapildi ve 2 giin araliklarla 10 giin boyunca pansumana devam edildi. Cilt ile 6lgilen
uzakliklar dikkate alinarak EGF (+) deney grubuna 10 pg/kg dozunda EGF, EGF (-)
kontrol grubuna ise ayni miktarda serum fizyolojik tek bir aragtirmaci tarafindan
glinasir olacak sekilde tamir bolgesine enjektor yardimiyla toplamda - 0. giin harig -
5 doz olacak sekilde 10 giinde verildi.

Postoperatif takibin 2. ve 3. haftalarinda EGF(-)-2 ve EGF(+)-2 gruplarindan
I’er adet tavsan 61dii. Calismaya bu sekilde devam edildi.
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8. haftada hayvanlara marjinal kulak venleri kullanilarak 100 mg/kg Tiyopental
Sodyum (Pental Sodyum ®) intravendz yolla verilerek dtenazi uygulandi. Otenazi
uygulanan tavsanlarin tiimiinde yara yeri temiz bulundu, higbirinde enfeksiyon
bulgusu (akinti, kotii koku, dikislerde agilma vb.) saptanmadi.

Ayni1 insizyon ve cilt lizerindeki isaret dikisler kullanilarak cilt, cilt alt1 agilip
siyatik sinire ulasildi. Tamir bolgesinde dikis materyallerinin emilmedigi goriildii
(Sekil 3.8.). Siyatik sinir tamir bolgesinden yaklagik 1 cm proksimal ve 1 cm distal
olacak sekilde hasar verilmeden eksize edildi. Ayrica cerrahi uygulanmayan sol siyatik
sinirler de ayni lokalizasyondan ayni miktarda eksize edildi. Eksize edilen sinir
dokusunun yo6niiniin anlasilabilmesi i¢in en distale birer adet emilmeyen isaret dikisi

konuldu. Eksize edilen siyatik sinir dokusu makroskopik ve mikroskobik olarak

incelendi.

Sekil 3.8. Otenazi sonrasinda insizyon iizerindeki isaret dikisi ve siyatik sinir

uzerindeki tamir bolgesi
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3.2.  Histolojik Analiz

Dokularin histolojik incelenmesi ve dl¢iimler; Hacettepe Universitesi ve Usak
Universitesi T1p Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda uzman histolog
tarafindan yapildi. Dokular laboratuvar ortaminda, incelemeye uygun sekilde benzer
boyutlarda diizenlendi (Sekil 3.9.).

)

Sekil 3.9. Sinir dokularinin incelemeye uygun hale getirilmeleri

Alman doku Ornekleri, tamponlanmis %10'luk ndétral formaldehit
solisyonunda 48 saat sure ile fikse edildikten sonra otomatik doku takip cihazinda
siras1 ile alkol, ksilen ve parafinden gecirildi ve yatay pozisyonda olacak sekilde
parafin bloklara gdmiildii. Parafin bloklara gdmiilen dokulardan mikrotom cihazi ile 5
um kalinliginda seri kesit alindi. Elde edilen seri kesitler, deparafinizasyon yapildiktan
sonra Masson's Trichrome ve Hematoxylin-Eosin boyasi ile boyanarak 1sik
mikroskobunda incelenmek iizere hazirlandi.

Calismada kullanilan sistem Leica DM6 arastirma mikroskobu altinda tim
dokular, DFC 7000 renkli kamera ile goriintiilenip fotograflar birlestirilerek tam alanin
dijital goriintiisii ¢ekildi. Doku iyilesmesi tiim gruplarda incelendi. Bag dokusu
(epinéryum ve mezondryum), bag doku icerisindeki adiposit doku, hiicre gocu ve
vaskdilarite incelendi.

Kantifikasyon i¢in Leica DM4000 arastirma mikroskobu ve Optronics
Microfire dijital kamera kullanildi.
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Ayn1 zamanda stereolojik yontemler ile sinir dokusunun ¢esitli alan 6lgtimleri
yapilip degerlendirildi. Stereolojik yontem olarak Stereo Investigator yazilimindaki
Cavalieri alan-hacim probu kullanildi. Cavalieri probu adim araligi 100 pum’a

ayarlanarak x2.5 objektif ile kantifikasyon yapild1 (Sekil 3.10.).
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Sekil 3.10. Stereo Investigator ® (MBF Bioscience, Williston, ABD) yazilimi,

ceo00
i)

Cavalieri probu ile 6lgtim (https://www.mbfbioscience.com/stereo-investigator)

3.3. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz, IBM SPSS 23.versiyon (IBM Corp., Armonk, NY, ABD)
yazilimi ile yapildi. Stirekli degiskenlerin normal olarak dagilip dagilmadig1 Shapiro-
Wilk testi ile analiz edildi. Analiz sonucuna gore ikili gruplarin karsilastiriimasi igin
Independent sample t-test ya da Mann-Whitney U test, ikiden fazla gruplarin
karsilastirilmasi igin ise Oneway ANOVA test ya da Kruskal-Wallis test kullanilda.
Ikiden fazla gruplarm karsilastirilmasinda, gruplararas: farkliliklar post-hoc analizi ile
degerlendirildi. Siirekli degiskenler icin tanimlayict istatistik ortalama + standart
sapma (en diisiik-en yiksek) olarak, kategorik degiskenler say1 ve yiizde olarak

sunuldu. p degeri < 0.05, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskobik Bulgular

Biitlin deneklerde tamir edilen bdlgede sinir devamlilig1 gézlemlendi. Deney
grubundaki tamir sahasi, kontrol grubuna gore hacimsel olarak rélatif daha fazla
saptand1 (Sekil 4.1., 4.2)).

Sekil 4.1. EGF (-) grubundan 6rnekler
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Sekil 4.2. EGF (+) grubundan 6rnekler

4.2.  Mikroskobik Bulgular

Masson's Trichrome, HE ile yapilan boyamalarda sinir ve bag dokulari
incelendi. EGF (+)-1 deney grubunda bag dokunun (epinéryum ve mezondryum) bir

komponenti olan adipdz dokularda artis oldugu gozlendi (Sekil 4.3., Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. x10 objektif. EGF (+)-1 grupta bag dokuda (epindryum + mezondryum)

adiposit (siyah ok) ve kapiller (kirmiz1 ok) artis1 izlenmektedir (Masson’s Trichrome).
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Sekil 4.4. x10 objektif. EGF (+)-1 tamir bolgesinden alinan transvers kesit. Adip6z
doku miktar1 dikkat ¢cekmektedir (HE).

Yapilan incelemelerde EGF (+)-1 grubunda bag dokuda (epindéryum ve

mezondryum) kontrol grubuna gére ¢ap ve sayr agisindan artmis vaskiiler alanlar
gorildi (Sekil 4.5.).



Sekil 4.5. x20 objektif. EGF (+)-1 deney grubunda sinir bag dokularinda kapiller

(kirmiz1 ok) artist izlenmektedir.

EGF (+)-1 grupta epinéryum ve artmis vaskiilaritenin yanisira, bag doku ile
sinir doku arasinda morfolojik olarak mezenkimal kdk hiicreye benzerlik gdsteren

hlcreler goruldu (Sekil 4.6, Sekil 4.7).
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Sekil 4.6. x20 objektif. EGF (+)-1 grubunda sinir lifleri etrafinda vaskiiler bir alan,

arada ise iyilesme alan1 gorilmektedir (Epinéryum 1, ara bolge 2, periferik sinir 3 ile

gosterilmistir.)
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Sekil 4.7. x20 objektif. EGF (+)-1 grupta iyilesme alanindan iceri dogru bir gog¢ (Gri

ok) izlenmektedir.

Randomize olarak belirlenmis EGF(+)-1 ve EGF (-)-1 gruplarindaki 5’er
tavsanda bag doku (epindryum ve mezondryum) g¢aplari incelendi ve karsilagtirildi
(Sekil 4.8., 4.9., 4.10.). Olgtimler, en kalin bolgeden gerceklestirildi.
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Sekil 4.8. Tavsanlarin herhangi bir cerrahi girisim uygulanmamisg, benzer seviyeden

alinmis sol taraf siyatik sinir dokusu. Sar1 ok ile epindryum gosterilmektedir.

Sekil 4.9. EGF (-)-1 kontrol grubundaki sag siyatik sinir dokusu. Sar1 ok ile epindryum
gosterilmektedir.
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Sekil 4.10. EGF (+)-1 deney grubundaki sag siyatik sinir dokusu. Sari ok ile
epindryum gosterilmektedir.

Tablo 4.1. EGF(+)-1 ve EGF(-)-1 gruplarinin bag doku (epinéryum + mesonéryum)
caplar1 (degerler pm cinsinden yazilmistir.).

Tavsan Numarasi | Cerrahi yapilan | Islem
sag taraf uygulanmayan
saglam sol taraf
EGF (+)-1 1 53,336 16,776
EGF (+)-1 2 269,650 27,100
EGF (+)-1 3 175,112 19,039
EGF (+)-1 4 129,378 22,469
EGF (+)-1 5 156,859 28,395
EGF (-)-1 6 30,766 25,083
EGF (-)-1 7 23,860 20,929
EGF (-)-1 8 20,888 11,558
EGF (-)-1 9 26,584 17,648
EGF (-)-1 10 23,752 15,213

EGF (+)-1 grupta tamir yapilan sag siyatik sinirlerde bag doku
(epinéryum+mezondryum) caplarinda artig oldugu goriildii (Tablo 4.1.) (Sekil 4.11.,
4.12.). Ug grup arasindaki fark Kruskal-Wallis testi ile, post-hoc analiz ise Mann-
Whitney U test ile incelendi. Kruskal-Wallis test sonucuna gore p degeri 0.003’tii.
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EGF (+)-1 grup cap ortalamas1 156,867 (SS 78,306) um, EGF (-)-1 grup ¢ap ortalamasi
25,170 (SS 3,721) pum, islem uygulanmamis saglam sol taraf ¢ap ortalamasi 20,421
(SS 5,405) um olarak saptandi. Alt grup analizine gére EGF(+)-1 ile EGF(-)-1 arasinda
ve EGF(+)-1 ile saglam taraf arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p
degerleri sirast ile 0.008 ve <0.001), buna karsin EGF(-)-1 ile saglam taraf arasinda
istatistiksel farklilik tespit edilmedi (Tablo 4.2.).

Tablo 4-2 Cap karsilastiriimasi

Gruplar arasi istatistik P degeri
EGF (+)-1ile EGF (-)-1 aras1 0.008
EGF (+)-1 ile saglam sol taraf <0.001
EGF (-)-1 ile saglam sol taraf 0.165

Sekil 4.11. EGF (+)-1 grup tamir bolgesinden alinan kesit. Cevre adipdz ve epi-

mezondryumdaki genisleme gorulmektedir.
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Sekil 4.12. EGF (-)-1 grup tamir bolgesi transvers kesit. Mezondryumdaki adiptz
dokunun gorece azlig1 dikkat ¢ekmektedir. (Kesitteki saydam ok ile isaretlenmis koyu
bolgeler, gevredeki kas dokunun artiklaridir. Olgiim yapilirken bu bolgeler dikkate

alinmamastir.)

Uger denekten olusan EGF(+)-2 (tavsan no 11, 13, 14) ve EGF(-)-2 (tavsan no
16, 17, 18) gruplarda ise bag doku (epindral ve mezondral) alanlar1 karsilagtirildi.
Karsilastrma, EGF (+)-2 ile EGF (-)-2 invazif islem uygulanmis sinirler arasinda
yapildi. Sinir distalinden baslanarak seri kesitler alindi1 ve 1., 100., 200., 300. ve 400.
kesitler alan agisindan incelendi. Tamir bolgesi karsilastirilan alanlarin igerisinde
kalmaktadir. Yapilan istatistiksel analizde 100. kesitte p degeri 0,023 olarak saptand:.
Bunun yanisira 200. kesit alaninda p degeri 0,058 olarak saptandi. Bunlarin disinda p
degerleri 1., 300. ve 400. kesitlerde sirast ile 0,248; 0,213 ve 0,207 dir.
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Tablo 4.3. Bag doku (Epindral ve Mezonéral) Alan karsilastiriimasi (Degerler um?

cinsinden verilmistir)

Grup Say1 | Epinoral + | Epindral + | Epindral + | Epinoral + | Epinoral +
mezonodral | mezondral | mezondral | mezondral | mezondral
Alan Alan Alan Alan Alan
(ortalama) | (ortalama) | (ortalama) | (ortalama) | (ortalama)
1.kesit 100.kesit | 200.kesit | 300.kesit | 400.kesit
EGF(+)-2 |3 2450000 | 3120000 | 3540000 | 3400000 | 3600000
Tavsan No: (Min: (Min: (Min: (Min: (Min:
11,13,14 1360000 2560000 2010000 1960000 1820000
Max: Max: Max: Max: Max:
3660000) | 3830000 4300000) | 5220000) | 4500000)
EGF(-)-2 3 1340000 1490000 1270000 1800000 1950000
Tavsan no: (Min: (Min: (Min: (Min: (Min:
16,17,18 620000 1040000 510000 880000 700000
Max: Max: Max: Max: Max:
2260000) | 1940000) | 1840000) | 2510000) | 2800000)

Genel anlamda, EGF (+) grupta bag dokuda (epinéryum ve mezondryum)

genisleme izlendi. Bag dokuda adiposit ve kapiller artig1 gorildu. Sinir lifleri etrafinda

damardan zengin ve morfolojik olarak kok hiicreye benzeyen hiicrelerden olusan bir

alan saptandi. Ayrica olugan bu alandan iceri dogru bir bag doku ve hiicre gogii izlendi.

EGF (+) grupta, periferik sinirde gap artis1 gergeklesti.
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o. TARTISMA

Periferik sinir yaralanmalar1 sik goriilen bir klinik problemdir. Level I travma
merkezlerine bagvuran hastalarin yaklasik olarak % 2-3’iinii periferik sinir
yaralanmalart olusturmaktadir. Bu tip yaralanmalar daha cok iist ekstremitede
goriilmekte, fonksiyonlarda kayip ve sonrasinda siklikla suboptimal bir fonksiyonel
iyilesme ile sonuclanmaktadir. Stereognoside kayip, bozulmus 1s1 regiilasyonu, soguk
sensitivitesi ve agr1 gibi durumlara neden olabilmektedir. Dolayisiyla hem bireysel
olarak hastayr rahatsiz etmekte hem de yasam kalitesinde bozulmaya neden
olmaktadir. Schwann hiicreleri varliginda periferik sinirlerin hasar sonrasi
rejenerasyon kapasitesi bulunsa da (52) giiniimiizde eriskin periferal sinir yaralanmasi
olan hastalar siklikla tam bir fonksiyonel iyilesme elde edememektedir. Ozellikle
erigkinlerde sinir onarimindan sonra aksonal biiylimenin yanlis yonlendirilmesinden
kaynaklt yeni sinyalleme diizenlerine beynin uyum saglamasinda zorluklar
olmaktadir. Cocuklarda ise yetiskinlerin aksine beynin sahip oldugu daha fazla
plastisite nedeniyle genellikle daha iyi bir klinik iyilesme saglanmaktadir (53). Son 50
yilda cerrahi agidan ¢ok fazla bir yenilik olmamistir. Direkt sinir tamiri ve arada defekt
oldugunda sinir otogreftleri altin standarttir (21). Gunimuz tamir teknikleriyle
yapabildigimiz yalnizca fasikiil uyumunu saglamaya calisarak sinir uclarini bir araya
getirebilmektir. Dolayistyla miikemmel bir tamir yapilsa da ancak %50’lerde iyi ve
mikemmel sonu¢ elde edebilmekteyiz (39, 40). Fakat bu bdlgedeki hiicresel ve
molekiiler yanitlar1 heniiz tam anlamiyla kontrol edememekteyiz.

Tamir sonuglariin, modern mikrocerrahi teknikleriyle bile %50’lerde kalmasi
rejenerasyon mekanizmalar1 {izerine aragtirmalar1 tetiklemistir. Bu c¢alismalarda
kullanilan maddeler genel olarak dort ana kategoride toplanabilir; farmakolojik
ajanlar, immun sistem modiilatorleri, rejenerasyonu arttirict faktorler ve sinir borular
(20). Sinir iyilesmesindeki giincel ¢alismalardaki hedef mekanizma ise iki ana baslhik
altinda toplanabilir. Birinci olarak akson rejenerasyonunu hizlandirmak ikinci olarak
da ¢evre dokunun buna uygun hale gelmesini saglamak (21). Calismamiz ozellikle
rejenerasyon mikrogevresinin EGF ile degisiminin saptanmasi agisindan 6nemlidir.

Rejenerasyonda rol alan maddelere genel olarak bakacak olursak sinir biytime

faktorleri (norotrofinler- Nerve Growth Factor) sinir rejenerasyonu sirasinda dogal
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olarak salinan molekiillerdir. Sinir hasar1 sonras1 sinir uglarindan salinmakta ve sinir
biiyiimesi, diferansiasyonu ve sagkaliminda 6nemli roller oynamaktadir (54). Saglikli
sinirlerde bu biiyiime faktorleri diisiikk orandadir. Hasar sonrasinda 6zellikle distal sinir
giidiigiinden salinimlar1 artmaktadir. Giintimiizde sinir rejenerasyonu ile ilgili bir¢cok
biiyiime faktorii tanimlanmistir. Bunlar glial growth factor, fibroblast growth factor
(FGF), glial cell derived neurotrophic factor (GDNF), neurotrophin 3 (NT-3), ciliary
neurotrophic factor ve leupeptin olarak sayilabilir (54). Giincel arastirmalarda bilinen
bu maddelerin yanisira rejenerasyona etki eden ve bilinmeyen molekiilleri ortaya
cikararak ve bunlar1 sinir borularma entegre ederek oOzellikle defekt olan
yaralanmalarda tamir sonuglar1 iyilestirilmeye ¢alisilmaktadir. Norotrofik maddelerin
ozellikle proksimal sinir giidiigiine uygulanmasi ile aksonal rejenerasyon arttirilmaya
caligilmaktadir. Fakat bu faktorlerin gerek yan etki potansiyellerinin tam olarak
bilinmemesi gerekse de diger faktorler ile sinerjistik etkileri klinik olarak énemli bir
problem yaratmaktadir. Horowitz, gangliosidlerin rat siyatik sinir rejenerasyonuna
pozitif etkilerinin oldugunu sdylemistir (55). Klein, forskolin’in akson biiyiimesini
arttirdigmi  gostermistir (56). Immun sistem modiilatorleri ile histiositik cevap
azaltilmaya calisilmaktadir. Azathioprine ve hidrokortizonun, otoantikorlar1 azaltarak
gangliozidlerin  koruyucu etkisini ortaya ¢ikardigr disiiniilmektedir  (20).
Siklofosfamidin rat siyatik sinirinde motor iyilesmeyi arttirdigi gosterilmistir (57). Son
zamanlarda N-asetil sistein ve asetil-L-karnitin deneysel olarak noroprotektif etkiye
sahip iki farmakolojik ajan olarak bulunmustur (58, 59).

Sinir hasar1 sonrasi rejenerasyon ile ilgili diger bir glincel aragtirma konusu ise
elektrik stimiilasyonudur. Aksonal rejenerasyonu arttirabilmek ve kronik aksotominin
kaslarda meydana getirdigi irreversible fibrosis ve degisiklikleri 6nlemek amaciyla
distal stimiilasyon seklinde kullanilmaktadir. Aksonal rejenerasyon ile ilgili
aragtirmalar devam etmektedir (21). Sinir tamirinde kullanilan doku yapistiricilarinin
ise kolay uygulanmasi, dokuya verilen travmanin daha az olmasi, sinir mimarisinin
devam ettirilebilmesi ve daha az skar olusturmasi gibi avantajlart vardir (60).
Giintimiizde doku yapistiricilarinin tensil giiclerinin arttirilmasi ile ilgili ¢alismalar
devam etmektedir (21).

SC, PSS’de hem gelisim siirecinde hem de yaralanma sonras1 olduk¢a 6nemli

bir role sahiptir. Bu hicrelerin allojenik transplantasyonunun deneysel olarak
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rejenerasyonu arttirdigi gosterilmistir (61). Benzer sekilde bir baska 6zellesmis hiicre
olan Olfactory Ensheathing Cells’de trofik bir destek saglamakta ve miyelinlenme
stirecine yardimei olmaktadir (62). Alternatif olarak embriyonik kok hcreler, noral
kdk hacreler, indiiklenmis pluripotent kok hiicreler ve eriskin mezenkimal kok
hiicreler denenmekte ve bunlarla ilgili bir¢ok in vivo, in vitro ¢aligma bulunmaktadir.
Bu kok hiicreler ile SC prekiirsorleri olusturularak periferal sinir rejenerasyonunda
miyelin protein eksprese etmek amaglanmaktadir. Mezenkimal kok hiicreler; kemik
iligi, adipéz doku, karaciger, dental pulpa, cilt ve iskelet kas1 gibi bir¢cok eriskin
dokuda bulunmakta ve 6zellikle yaralanma sonrasi doku tamirinde gorev almaktadir
(42). Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreler sinir rejenerasyonunda 6zellikle
caligilmaktadir. Bu hiicreler orijinal SC’ye olduk¢a benzer bir molekiiller ve
fonksiyonel yap1 gostermekte ve SC’ye alternatif olarak olduk¢a umut vadetmektedir
(63). Sinir iyilesmesinde kullanilan kok hiicreler, SC benzeri hiicrelere diferansiye
olarak periferik sinir rejenerasyonunu arttirmaktadir. Adiposed-derived kok hucreler
de fonksiyonel SC-like hiicreler olusturmakta ve sinir rejenerasyonunu arttirmaktadir
(42). Son donemlerde kiltir hucreleri ile biyolojik skafoldlar inkorpore edilerek
aksonal rejenerasyonu arttirma ve noroprotektif etki olusturma maksatli calismalar da
yapilmaktadir. Hiicre kilttirli olarak otolog Schwann hiicreleri kullanilmaktadir. Fakat
kiiltiir siirelerinin uzun olmas1 bunun yerine kok hiicreye yonelime neden olmaktadir.
Adipose-derived kok hiicrelerin ¢esitli skafoldlar ile kullanimiyla néronal sagkalimi
arttirmay1 hedefleyen c¢alismalar vardir (64). Adipoz kokenli kdk hicrelerin
kullaniminin altinin ¢izilmesi 6nemlidir. Sonuglarda saptadigimiz ¢evre dokudaki
adip6z doku miktarindaki artis bu pencereden degerlendirilebilir. Ayrica mezenkimal
morfolojik 6zellik gosteren kok hiicrelerin goriilmesi bu baglamda iligkili olarak
yorumlanabilir. Fakat bu kok hiicre morfolojisine benzer gorunti veren hicrelerin
kesin olarak detaylandirilabilmesi i¢in ileri boyama ve goriintiileme yontemlerine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Diger bir bakis acgis1 ise iyilesme bolgelerinde goriilen
adipositlerin genellikle enerji rezervi olarak gorev yapmasidir. Tamir bdlgesindeki
hiicrelerin 6zellikle Schwann hiicrelerinin rejenerasyon icin aktive oldugu ve sinir
dokusunun “iletim” modundan “sentez” moduna gectigi bilinmektedir (65).
Hormonlar, sinir yaralanmalarinin tedavisinde bir diger umut vadedici

alternatif ajanlardir. Progesterone ve allopregnanolone gibi ndroaktif steroidler, SC
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fizyolojisini, miyelin protein ekspresyonu tizerinden etkiler ve SC diferansiasyonuna
neden olur (66). Tiroid hormonu ve biyime hormonunun aksonal miyelinizasyonu,
miyelin kalinligin1 ve fonksiyonel iyilesmeyi daha iyi sagladigi rat siyatik sinir hasar1
modeli lizerinde yapilan ¢alismada gosterilmistir (67). Ayrica GABA, ATP, glutamat
ve asetilkolin gibi norotransmitterlerin de noron-glia etkilesiminde &nemli rol
oynadig1 ve gerek ndron gerekse de SC izerindeki reseptorlerinin potansiyel hedefler
oldugu sdylenebilir. Bu nedenle 6zellikle yaralanma sonrasi re-miyelinizasyon igin
umut vadeden hedef molekullerdir (42).

Yukarida s6zii edilen bir¢ok giincel ¢alismaya ragmen giiniimiizde sinir
yaralanmasi i¢in klinik olarak tam anlamiyla kanitlanmis ve uygulanabilen herhangi
bir farmakolojik tedavi bulunmamaktadir. Fakat buna aday bir¢ok biiylime faktorii,
peptid ve molekil (NGF, BDNF, CTNF) bulunmaktadir. Bu faktorlerin aksonal
blyumeyi, rejenerasyonu, re-miyelinizasyonu ve fonksiyonel iyilesmeyi arttirdigi
sOylenmektedir. Ayrica IGF-1, FGF, GDNF de rejenerasyon uzerine etki eden
molekiillerdir. Neuregulin, hasar sonrasinda re-miyelinizasyon igin bir hedef
molekiildiir. Ayn1 molekiil gelisim sirasinda da aksonal miyelinizasyon igin anahtar
rol oynamaktadir. Fakat bu molekiillerin klinik uygulamasi; zaman ve dozaj,
uygulanma sekli, in vivo diger biiyiime faktorleri ile etkilesimleri ve potansiyel yan
etkileri nedeniyle oldukca problemlidir (42).

EGF’nin ¢alismamizda kullanilma nedenine bakacak olursak, Epidermal
Bilyume Faktort (Epidermal Growth Factor, EGF), ilk defa 1962 yilinda Dr. Stanley
Cohen tarafindan sinir blyime faktorleri (NGF) tizerine ¢alisilirken bulunmustur (68).
EGF, prepro-EGF adi verilen genis bir prekiirsorden meydana gelen 53 aminoasitten
olusan tek-zincir bir polipeptittir (69). EGF; Transforming growth factor — «,
Heparin-binding EGF, amphiregulin, betacellulin, epiregulin ve epigen i igeren grup
| EGF ailesinin prototipidir. Fonksiyonel olarak bu blyume faktorleri ayni reseptore
baglanir. Bu reseptor, tirozin kinaz aktivitesi gosteren ve EGFR/ErbB siiperailesinin
bir Uyesi olan EGF reseptorudir (EGFR,ErbB1) (70). Bu reseptor Uzerinden hiicrede
proliferasyon, diferansiasyon, apopitozis ve organ gelisimi, biiylime, rejenerasyon,
iyon transportu gibi birgok fizyolojik siireci etkilemektedir. Insanlarda prepro-EGF’
yi kodlayan gen 4025-q27 kromozomunda bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda

EGF’nin siit, tlikiirtik, idrar, plasma, intestinal sivilar, amniyotik sivilar gibi bir¢ok
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yerde bulundugu ve laktasyondaki memeden, submaksiller glanddan, bébrekten,
duodenum Brunner bezlerinden ve plasentadan sekrete edildigi gosterilmistir (69).
Goze carpan bir ayrinti hamilelik doneminde idrardaki EGF konsantrasyonunun
artmas1 6zellikle 19.- 22. gestasyonel haftada tepe yapmasidir. Amniyotik sivida da
gestasyonel haftaya gore konsantrasyonu artmakta, intrauterin gelisim geriligi
durumunda ise normal gebelige gore daha diisiik konsantrasyonda goriilmektedir.
Fetoplesental gelisimde oldukg¢a dnemli rol oynamaktadir (71). Ozellikle embriyonik
gelisimin pre-implantasyon ve erken evrelerinde EGF oldukca 6nemlidir (72).

EGF, EGFR reseptori iizerinden, diger biiylime faktorleri ile de kombine
edilebilerek, hucre proliferasyonu, diferansiasyonu ve migrasyonu gibi bircok
biyolojik yaniti tetiklemekte ve normal gelisim i¢in EGF/EGFR sinyallemesi regiilatif
rol oynamaktadir. Bunun yanisira patofizyolojik olaylarda da ayni sekilde rol aldigi
gortiilmistiir. Klinik olarak 6zellikle iilser, yara iyilesmesinde, iskemi ve reperflizyon
hasar1 sonras1 doku tamirinde bu gosterilmistir. Ekzojen olarak EGF uygulamasi
antiapopitotik ve antioksidan etki ile iskemi-reperfiizyon hasar1 sonrast olugsan doku
hasarin1 azaltmaktadir (73, 74). Calismadaki EGF kullaniminin dayanaklarindan
birisini bu etkileri olusturmaktadir. Ayrica iskemi-reperflizyon hasar1 sonrasit doku
hasarin1 azaltma etkisi, EGF (+)-1 grubunda bag dokuda (epindryum ve mezonoryum)
kontrol grubuna gore cap ve say1 agisindan artmis vaskiiler alanlarin goriilmesi ile
iliskilendirilebilir. Bunun yani sira epindryum ve mezondryumdaki vaskiiler yapilarin
sinir beslenmesinin ana kaynagini olusturdugu bilinmektedir (19).

Schwann hiicreleri Gzerindeki Erb B2/B3 reseptorleri ile etki eden neuregulin
1 sinyal yolagi, miyelinizasyon igin gereklidir ve miyelin kalinhigin1 belirlemektedir
(3). Schwann hiicreleri PSS’de sadece myelin olusturma isini yapmaz ayni zamanda
reseptor fonksiyonu ve rejenerasyonda da onemli islevler tstlenir (28). Schwann
hicreleri; neuregulin, transforming growth factor — beta, fibroblast growth factor,
platelet-derived growth factor ve insulin-like growth factor-1 gibi buyime faktorleri
ile modile edilebilir. Schwann hcreleri tzerinde bu faktorler icin reseptorler
bulunmaktadir (14). Dolayisiyla EGF’nin SC (izerine potansiyel bir etkisinin
olabilecegi sdylenebilir. Ayrica akson yaralanmasi sonrasi Schwann hiicresinin akson
ile direkt kontag1 olan plasma membraninda erbB2 reseptor tirozin kinaz kompleksi

aktivitesinin arttig1 gosterilmistir. Bu sayede hasara dakikalar i¢inde verilen cevap ile
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Schwann hiicreleri fenotip degistirmekte ve miyelinlestirici etkiden miyelini debride
eden ve akson biiylimesi i¢in g¢esitli sekresyonlar iireten bir fenotipe doniismektedir
(75).

Daha 6nce de bahsedildigi tizere kok hiicreler doku rejenerasyonunda oldukga
onemli rol oynamaktadir. Embriyonik kok hiicrelere ek olarak bir¢ok erigkin dokuda
kok hiicre veya progenitor hiicreler bulunmaktadir (76). Kok hiicreler, nis adi verilen
lokal mikroortamlar1 tarafindan diizenlenmektedir (77). Son zamanlarda kék hicre
havuzunu diizenleyen faktorler tanimlanmaya baslamistir. EGF’nin de noral
stem/progenitor hiicre, noral krest kok hicre, germline kok hiicre, kardiak kok hucre,
kemik iligi multipotent stromal hiicre, beyin tiimdr kok hiicre, keratinosit kok hiicre
gibi bir¢ok dokuda regiilator olarak gorev yaptigi gosterilmistir (69). Son ¢alismalarda
EGF’nin insan noral progenitdr hiicreleri ve glial benzeri hiicrelerde hem koruma hem
blyume hem de diferansiasyonlarinda rol oynadigi gosterilmistir. Noral krest kok
hiicre gelisimi ile ilgili yapilan bir ¢alismada EGF’nin noral krestten noronal ve
melanositik fenotiplerin olusumunu indiikledigi, fibroblast bliylime faktorii 2’nin ise
Schwann hiicre diferansiasyonunu arttirdig1 gosterilmistir. EGF ile beraber sinerjistik
etki ile noronal diferansiasyonu arttirdig1 gosterilmistir. Bu iki biiyiime faktoriinin
noral krest progenitor hiicrelerinin gidecegi siirece ve periferal sinir sistemi gelisimine
onemli katkida bulundugu diistiniilmektedir (78).

EGF ve ilgili reseptor ailesinin memeli sinir sistemi yaralanmalar1 {izerinde
etkili oldugunu isaret eden kanitlar bulunmaktadir. EGF, epitel hiicreleri ve
fibroblastlar dahil olmak iizere ¢esitli hiicre tiplerinin proliferasyonunu uyaran bir
mitojenik faktérdir. EGFR’nin; SSS’de serebral korteks, serebellum ve hipokampusta
ve daha birgok farkli bolgede eksprese edilidgi diistiniilmektedir. EGF sadece mitotik
hiicreler iizerine etki etmemekte ayn1 zamanda postmitotik néronlar iizerinde de etki
gostermektedir. Cesitli galismalarda EGF’nin serebral kortikal ve serebellar noronlar
Uzerinde, neurit blylimesi ve sagkalimini arttirdigi, noérotrofik ve néromodiilator
etkilerinin oldugu gosterilmistir. EGF’nin norotrofik etki mekanizmasi net olarak
aydinlatilamamis olsa da EGFR {tizerinden mitojen-aktive protein kinaz (mitogen-
activated protein kinase) aktivasyonu ile etki ettigi diisiiniilmektedir. Noronlarmn yani
sira glial hiicreler iizerinde de etkisi bulunmaktadir. Ozellikle SSS iizerinde yapilan

caligmalarda glial hiicrelerde hem proliferasyon hem de diferansiasyon meydana
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getirdigi  gosterilmistir.  Memeli sinir sistemindeki yaralanmalarda, aksonal
rejenerasyon icin gerekli olan glial populasyonun proliferasyonu ve diferansiasyonu,
EGF/ErbB sinyalleme sistemi ile glial hiicrelerin aktivasyonu, glial ve ndronlar arasi
iliskinin kurulmasi gibi gerekli olan basamaklar EGF tarafindan desteklenmektedir
(79).

Wildering ve arkadaslarinin (80) bir yumusakc¢a olan Lymneae stagnalis
iizerinde yaptiklar1 organ kiiltiir ¢calismasinda c¢esitli ndron tipleri lizerinde EGF
denenmistir. Yine ayni ekibin bir onceki caligmalarinda elde ettiklere verilere
dayanarak calisilan norona spesifik olarak EGF maksimum nérotrofik etki
konsantrasyonunda kullanilmistir. Sonug olarak ti¢ farkli néron tipinde EGF’nin organ
kiiltiirlerinde aksonal rejenerasyonu arttirdig1 gosterilmistir. Ayrica yine ayni
calisgmada EGFR reseptor inhibitorleri kullanarak, bu reseptorin tirozin kinaz
aktivitesinin azaltilmasinin da aksonal rejenerasyonda bir diisiise neden oldugu
gosterilmistir. EGF’nin aksonal rejenerasyona olan terapdtik etkisi, selektif EGFR
tirozin kinaz inhibitorleri ile antagonize edilmistir. Calismada Lymneae (zerinde
aksonal rejenerasyon gosterilmesine ragmen, EGF ve homologlarinin memeli periferik
sinir sistemi (zerinde etkisini in vivo olarak gosteren ¢alisma eksikliginden
bahsedilmistir.

Nerve Growth Factor’iin erken aksonal rejenerasyonu hizlandirdigi
gosterilmistir (81). Bunun yanisira NGF disindaki nérotrofik ve diger blylime
faktorlerinin de sinir rejenerasyonuna etkisi oldukga giincel bir arastirma konusudur.
EGF’nin dokular tizerinde -yukarida da bahsedildigi gibi- bir¢cok stimule edici etkisi
bulunmaktadir. Dubuisson ve arkadaslar1 (82), 15 adet Sprague-Dawley rat tizerindeki
yaptiklari calismada siyatik sinir tizerinde bir bosluk olusturmus ve kollajenden olusan
tiip ile bu boslugu greftlemislerdir. Deney tarafina yaklasik 75 pg EGF, diger tarafa
ise tip | kollajen eklemislerdir. Ardindan 5 rat1 4. haftada , 10 rat1 ise 8.haftada Gtenazi
etmislerdir. 4. haftadaki elektrofizyolojik ¢calismada her iki tarafta herhangi anlamli bir
elektriksel sinyal saptayamamiglardir. 8. haftada ise anlamli olmayan her iki tarafta da
ortalama bir sinir iletim hizi saptamislardir. Histolojik incelemede ise tamirin distaline
odaklanarak myelinize sinir lifi dansitesi, genisligi ve akson/myelin oranina bakmislar
ve her iki taraf arasinda anlamli fark bulamamislardir. Cikarim olarak EGF yiiklii

kollajen tiiplin sinir rejenerasyonunu arttirmadigini sdylemislerdir. Bu duruma bazi
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nedenler ortaya atmislardir. ilk olarak EGF’nin zayif bir nérotrofik faktor
olabilecegidir. Diger neden ise EGF’nin yeterli konsantrasyonda kullanilmadigidir.
Uciincii olarak ise EGF’nin in vivo sartlarda kisa yar1 omrii olabilecegini
sOylemiglerdir. Fakat 6zellikle rejeneratif bolgenin histolojik 6zellikleri tam olarak
belirtilmemistir. Calismamiz; arada defekt olmamasi, akut sinir yaralanmalarinda ug
uca tamir sonrasi EGF etkilerinin incelenmesi ve histolojik 6zelliklerin belirlenmesi
acisindan farklilik gostermektedir.

EGF doz bagimli bir etkiye sahiptir. Biz de calismamizda literatiirdeki benzer
caligmalara gorece daha yiliksek bir doz kullandik. EGF’nin muhtemel kisa yar1
Oomriiniin etkisini azaltmak ve hasar sonrasi rejenerasyon icin gerekli inflamatuar
yanitin ilk gilinlerde ortaya c¢ikmasindan dolayr gilinasir1 enjeksiyonlar yaptik.
Kilogram basmna 10 pg EGF sahaya verdik. Bu da 5 defa giinasir1 enjeksiyon ile
beraber tavsan bagma 180-210 pg degerleri arasinda EGF verilmesi anlamina
gelmektedir. Boylelikle onceki galismalara gére EGF konsantrasyonunun gorece
yeterli kalabilmesi ve etkilerinin daha agik bir sekilde ortaya ¢ikmasini saglamaya
calistik. Fakat EGF dozaji, gliniimiizde klinik olarak kullanimi bulunan iilser ve yara
iyilesmesi uygulamalarinda giivenlik endisesi yaratmaktadir. Ciinkii tekrarlayan
uygulamalar hiperplazi ve hipertrofiyi indiiklemekte bunun yani sira anjiyogenesisi de
arttirarak 6zellikle immunite problemi olan hastalarda kanser gelisimini predispoze
edebilmektedir (69). Artmis EGF diizeyleri, artmis EGFR aktivitesi ve mutasyonlari,
glioblastoma, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri, bag ve boyun, meme, kolorektal,
over, prostat ve pankreas kanseri gibi bir¢ok kanser tiirlinde saptanmistir (83). EGF ve
EGFR seviyelerinin ekspresyonu progresif tumor biyumesi ve metastaz ile koreledir.
Bu nedenle kanser tedavisinde spesifik EGFR inhibisyonu bir hedef olarak
kullanilmaktadir (69).

Rejenerasyon bagaris1 ndrobiyolojik olaylara, aksotomize ndoronlarin
sagkalimina, filizlenmenin baslamasina ve filizlerin yaralanma zonuna dogru
blytimesine, distal endondral tlpiin reinnervasyonuna, distal segment boyunca
aksonal elongasyona, periferik hedeflerin reinnervasyonuna ve sinir liflerinin
maturasyonuna baghdir. Ozellikle yaralanmanin distalindeki sinir segmenti, sinir
rejenerasyonunda anahtar rol oynamaktadir. Glial hiicreler ile noronlar arasinda bir

etkilesim meydana gelmektedir. Schwann ve diger non noronal hiicrelerin tirettikleri
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trofik faktorler néron sagkalimini arttirmakta ve akson elongasyonunu stimiile
etmektedir. Yapilan ¢alismalarda da NGF gibi faktorlerin ekzojen olarak takviyesinin
rejenerasyonu arttirdigi gosterilmistir (84). Bu nedenle ¢alismada EGF ekzojen olarak
verildi.

Gelisim sirasinda aksonal biiyiime konileri, bir¢ok komponenti bulunan
kompleks mikrogevre tarafindan yonlendirilir. Biiylime konisinin yonii, ligandlara,
eksprese edilen reseptorlere, cevreye ve blyime konisinin kendi i¢ yapisina gore
degisir. Rejenere edici biiylime konileri, yaralanma boélgesi icindeki glial veya
inflamatuar hiicreler gibi fiziksel engellerle veya hiicre dig1 matriks, kondroitin stlfat
proteoglikanlar gibi molekiiler engellerle karsilasabilir. Bu engellerden kaginmak igin,
rejenere olan aksonlar yanlis yonlenebilir ve boylece uygun hedef doku ile baglanti
kurulamayabilir. Dolayisiyla biiyiime konilerinin dogru bir sekilde hedefe yonlenmesi
oldukca 6nemlidir. Bu genellikle NGF, BDNF, Netrin 1, Sema3A gibi molekullerin
gradiyentine gore olusturulmaktadir (85). Kemp ve arkadaslari giinlik NGF
uygulamas: ile bir gradient olusturmus ve néron rejenerasyonuna yon vermislerdir
(86).

Inflamasyon sinir rejenerasyonu igin hayati énem tasimaktadir. Wallerian
dejenerasyonda rol oynayan Schwann hiicreleri ve makrofajlar, sitokinler yardimiyla
iletisim kurar, fagositoz ve biliylime faktorii salinimini kontrol eder, boylece distal
giidiigii aksonal rejenerasyon i¢in hazirlar. Bu siiregte bir gecikme olmasi durumunda
ise hiicreler rejenerasyonu tesvik etme yeteneklerini yitirirler (87). inflamatuar yanit
rejenerasyon i¢in gereklidir. Bu inflamatuar yanitin, néropatik agr1 gibi durumlarin
onune gecmek icin suprese edilmesi rejenerasyonu olumsuz yénde etkileyebilmektedir
(43). Siirecin gecikmemesi igin hasarm erken dénemlerinde yapilan miidahalelerin
daha etkili olabilecegi diistiniilebilir. Calismamizda erken donemde giinasir1 EGF
verilmesi bu temele dayandirilabilir.

Sinir ¢evresindeki bag dokularin yaralanma siirecinde rolleri oldukga
onemlidir. Seddon’un yaptig1 siniflandirmada aksonotmesis konnektif dokularin
cesitli oranlarda korundugu evre, norotmesis ise hem akson hem de konnektif
dokularin komplet transeksiyonu olarak tanimlanmistir. Sunderland siniflamasinda ise
epindryumun hasarlanmasi yaralanmay1 evre IV’ ten V’e ¢cikarmaktadir. Bu baglamda

caligmadan elde ettigimiz perindral bag dokularmin EGF verilen grupta artis
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gOstermesi dikkate degerdir. EpinGryumun ve mezondryumun, sinir rejenerasyonunda
gerek vaskiiler anlamda gerekse mikrogevre agisindan olduk¢a 6nemi bulunmaktadir.
Mezondryum, sinirin  ekstrensek  dolasimin1  saglayarak  ozellikle — sinir
yaralanmalarinda 6nemi artan gevsek bir bag dokusudur (3).

Basaril bir periferik aksonal rejenerasyon, hizli ve etkili bir inflamatuar yanit
ile iligkilidir. Yaralanmaya akut inflamatuar yanit 4-7 giinlerde pik yapmaktadir, bu
donem ayrica kan-sinir bariyeri i¢in en gegirgen halin oldugu dénemdir. Bu sayede
dokularin ortadan kaldirilmas1 ve sonrasinda onarim i¢in gerekli kanla tasinan faktor
ve htcrelerin sinir dokusuna girmesine izin verir (87). Hasarin erken donemlerinde
bolgeye olan kan akim1 ve damarlarin permeabilitesi olduk¢a 6nemlidir. EGF verilen
grupta cevre bag dokudaki vaskiilarite artis1 bu ihtiyacin karsilanmasi agisindan
Onemli olabilir. Vaskiilaritenin 6nemi icin bir diger 6rnek ise hasarli akson tarafindan
salinan ve SC hiicreleri tarafindan alinan calcitonin gene-related peptide (CGRP)’dir.
Bolgede mitogeneze ve vazodilatasyona neden olmaktadir. Yapilan ¢alismalarda bu
molekilin veya reseptorinin inhibisyonunun periferal sinir rejenerasyonunu olumsuz
etkiledigi gosterilmistir (85). Endondryal vaskiiler yapilar, diger katmanlarin aksine
daha zayif bir diiz kas tabakasina sahiptir ve otoregiilasyonlar1 ¢ok iyi degildir. Tam
tersi, epindryal ve perindryal damarlar ise gii¢lii bir perivaskiiler sinir agina sahiptir
(3). Bu nedenle degisimi saglanabilen vaskiiler alanlar daha ¢ok epindryal bolgede
bulunmaktadir ve deney grubundaki vaskiilarite artist bu agidan EGF ile
iliskilendirilebilir.

Sinir rejenerasyonu giinde ortalama 1-3 mm olmaktadir (65). Deney hayvanlari
iizerinde yapilan ¢alismalarda aksonal biiylime hizinin; lezyonun dogasindan, tiirler
aras1 farktan ve degerlendirme yontemi gibi bir ¢ok parametreden etkilendigi
goOsterilmistir. Rat ve tavsan sinirlerindeki rejenerasyon hizi transeksiyon ve tamirden
sonra 2.0-3.5 mm/giin, crush yaralanmalardan sonra 3.0-4.4 mm/gin olabilmektedir
(88).

Glinlimilizde sinir rejenerasyonunu degerlendiren metodlarin  arasinda
elektrofizyolojik degerlendirme bulunmaktadir. Bunun yaninda rejenerasyonda
yukarida da bahsedilen birgok hticresel olay meydana gelmektedir. Bunlar hticrelerin
proliferasyonu ve migrasyonu, yeni ECM sentezi, ndroinflamasyon ve ardindan olugan

remyelinizasyon gibi olaylardir. Bu hiicresel ve molekiiler siiregleri degerlendirmek
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icin en iyi yol histolojik ve ultrastrukturel analizdir. Histolojik analiz, rejenerasyonu
degerlendirmede en Onemli araglardan biridir. Dokular cryofixation, parafin (1s1k
mikroskobisi) ya da resin (elektron mikroskobisi)’e gomulebilmektedir (89).

HE, 1s1k mikroskobisi i¢in en sik kullanilan boyalarin baginda gelir. Bu boyama
ile ECM komponentleri ve degisimi goriilebilmektedir. Masson’s Trichrome boyama
ise ekstraseliiler matriksi degerlendirme agisindan HE’ye gore daha iyidir. Tarihsel
olarak histolojik degerlendirme deskriptif bir metod olarak bilinmektedir. Fakat
giiniimiizde histolojik olarak spesifik alanlardaki hiicre sayisi, ¢ap, hacim gibi nicel
veriler de Olgulebilmektedir (89). Bu sayede ¢alismada her iki grup arasinda alansal ve
capsal karsilastirmalar gergeklestirebildik.

Calismamizin baglica kisitliligi, elektrofizyolojik ve klinik bir degerlendirme
yapilamamasidir. 8. haftada yapilan 6tenazi histolojik olarak yorum yapilabilmesine
izin verirken 6zellikle tavsan gibi nispeten biiyiik bir hayvanda hasardan distal hedef
organa kadar rejenerasyon i¢cin muhtemelen daha uzun zaman gerekmektedir. Dolayis1
ile erken donemde yapilacak olan elektrofizyolojik calismalar ile elde edilecek
sonuclar muhtemelen ayirt edici olmayacaktir. Fakat eldeki bulgularin klinik olarak
degerlendirilebilmesi ve kesin olarak anlamlandirilabilmesi i¢in elektrofizyolojik

calismalar gerekmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismanin sonucu olarak baslangicta cevabini aradigimiz soruya su cevabi
bulduk;

. Akut periferik sinir yaralanmalar1 rejenerasyon sirecinde, Ozellikle
cevre dokuda Epidermal Blyltme Faktorl histolojik olarak degisiklik olusturmakta,
perinoral bag dokularda, adip6z dokuda ve vaskiilaritede artis meydana getirmektedir.

Calismamiz ortopedik cerrahi literatiiriinde, metodoloji yoniyle yapilmis ilk
calismalardan biri sayilabilir. EGF ile ilgili yuamusakcalarda yapilmis ve memelilerde
defekt olusturulup yapilan ¢alismalar bulunmaktadir. Fakat akut sinir hasar1 sonrasi ug
uca tamir ile memelilerde yapilmis benzer ¢aligmalar oldukca azdir. Bu konu ile ilgili
oldukc¢a fazla molekiil calisiimasina ragmen hala periferik sinir rejenerasyonundaki
molekiiler ve hicresel olaylara hakim olamamaktayiz. Tedavide onaylanmis, net
olarak kanitlanmis ve Klinik olarak kullanilabilen giincel herhangi bir farmakolojik
ajan bulunmamaktadir. EGF’nin bu konuda kullanimi i¢in dncellikle rejenerasyon
mikrogevresine temel etkisinin bilinmesi gerekmektedir. Calismamiz bu agidan 6nem
arz etmektedir.

Calisma sonucunda EGF’nin akut periferik sinir yaralanmasimin rejenerasyon
stirecinde 0zellikle ¢cevre bag dokularda bir genisleme, adipdz dokuda ve vaskiilaritede
artis meydana getirdigi gosterilmistir. Bu noktada meydana gelen histolojik etkilerin
klinik olarak net bir yorumlanmasinin yapilmas1 miimkiin degildir. Bu agcidan mevcut
caligma temel alinarak klinik degerlendirmenin de yapilacagi daha ileri ¢calismalara
ihtiya¢ vardir.

Periferik sinir yaralanmalarina sadece cerrahi olarak yaklagsmak ve allta yatan
kompleks birgok molekiiler ve hiicresel olayr géz ardi etmek dogru degildir.
Farmakolojik ve molekiiler tedavinin cerrahi teknikle birlikte kullanilmasi
gerekecektir. Yaklagimlar sadece aksonlara yonelik degil ayni1 zamanda 6zellikle distal
giidiikteki SC ve hedef organa gore yapilmalidir. Schwann hiicrelerinin yaralanma
sonras1 davraniglarinin ve mikrogevrenin anlagilmasi, periferik sinir yaralanmalarinin
cerrahi tedavisinden sonra sonuglar1 daha da gelistirecektir. Bu yalnizca periferik sinir
yaralanmas1 degil, ayni zamanda bazi ndrolojik hastaliklarda yeni tedavilerin

gelistirilmesine de olanak saglayacaktir. Birgok kullanilan madde klinik olarak



59

uygulanmasa da ilerisi icin umut vadetmektedir. Bu noktada 6zellikle biiyuk hayvan

calismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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	1. GİRİŞ
	Periferik sinir yaralanmaları, sık görülen, özellikle genç popülasyonu etkileyip yaşam kalitesini bozan klinik bir durumdur. Etiyolojisinde metabolik, kollajen hastalıklar, maligniteler, toksinler olsa da önemli oranda travmalar sonrası meydana gelmek...
	Periferal sinirlerin tanımlanması ilk olarak M.Ö. 300’lü yıllarda Herophilus tarafından yapılmıştır. Cruikshank, tamir sonrasında sinir iyileşmesi ve distal ekstremite fonksiyonlarında kazanım olabileceğini göstermiştir. 1850 yılında Waller, kurbağa g...
	Waller’in dejenerasyonu ortaya koymasından sonra, 1900’lü yılların başında Cajal, nörotrofik faktörleri keşfetmiştir. Böylelikle sinir yaralanmalarının pato-fizyolojisi ve moleküler mekanizmaların rolünün önemi ortaya çıkmıştır. Kusursuz yapılan cerra...
	Periferik sinir yaralanmalarında cerrahi metodlar ile müdahale edebildiğimiz sinirin kendi rejenerasyon potansiyeline yardım etmek ile sınırlıdır. Periferik sinir kendini rejenere eder. Yaptığımız cerrahiler rejenere etmez. Cerrahi metod ile yapabildi...
	Tedavisi henüz mükemmel şekilde yapılamayan periferik sinir yaralanmaları üzerine yaptığımız bu çalışmada amaç;
	 Akut periferik sinir yaralanmaları rejenerasyon sürecinde, özellikle çevre dokuya Epidermal Büyüme Faktörü’nün (EGF) histolojik etkisi var mıdır ?
	olarak özetlenebilir.
	Çalışmada temelde iki farklı grup kullanarak periferik sinir yaralanması oluşturulmuş, deney grubuna EGF ve kontrol grubuna serum fizyolojik verilerek EGF’nin histolojik etkisi saptanmaya çalışılmıştır.
	Çalışmanın amacı güncel literatürde hala netlik kazanmayan büyüme faktörlerinin sinir rejenerasyonunda kullanımı açısından EGF’nin periferik sinir rejenerasyonunda bölgesel histolojik etkilerinin saptanmasıdır.
	2. GENEL BİLGİLER
	2.1. Sinir Sisteminin Genel Özellikleri
	Sinir sistemi, nöron adı verilen sinir hücreleri ve glia adı verilen destek hücrelerinden oluşmaktadır. Nöronlar, bilgiyi şifreleyip uzun mesafeler boyunca diğer nöron veya hedef organlara aktaran hücrelerdir. Bilginin şifrelenip aktarılmasında, aksiy...
	Sinir sistemindeki bir diğer hücre grubu olan glia ya da nöroglia hücreleri ise nöronlar ile olan karşılıklı etkileşimler sayesinde fonksiyonların normal olarak yerine getirilmesini sağlamaktadır. Glial hücre ve nöron sayısı üzerine Azevedo ve ark.(2)...
	Sinir sistemi; periferik (PSS) ve santral (SSS) olmak üzere iki ana bölüme ayrılır. SSS; beyin, beyin sapı, spinal kord gibi yapıları içerirken PSS ise bu yapıların dışında kalan spinal sinirler, kranial sinirler, çeşitli gangliyonlar gibi tüm diğer s...
	2.1.1. Sinir Hücresi
	Nöronlar, sinir sisteminin temel hücreleridir. Duyuların algılanması, motor veya emosyonel cevapların oluşturulması, öğrenme ve hafıza gibi birçok fonksiyonları bulunmaktadır. Fazla miktarda bulunan uzantıları sebebiyle bu hücrelerin yüzey alanları ge...
	Şekil 2.1. Tipik bir sinir hücresi ve bağlantıları*
	* Standring S. Gray's anatomy e-book: the anatomical basis of clinical practice: Elsevier Health Sciences; 2015.
	Hücre Gövdesi (Soma)
	Nöron gövdesi temel olarak çekirdek ve sitoplazmadan oluşmaktadır. Hücre gövdesi, sinaps adı verilen bağlantılar sayesinde diğer hücrelerle temas halindedir. Gerek nörotransmitter adı verilen maddelerin üretiminde gerekse de uyarıların iletilmesi için...
	Dendritler
	Dendritler; hücre gövdesinden çıkan, diğer hücreler ile iletişim kuran ve onlardan aldığı bilgiyi hücre gövdesine ileten yapılardır (1). Birçok dallanma nedeniyle geniş bir yüzey alanına sahiptir. Sinaptik girdileri alır, hücre gövdesi ve aksona ileti...
	Dendritlerin sinapslar aracılığıyla değişik dallanma örüntüleri, muhtemelen, gelişim sırasında ortaya çıkan farklı etkileşimlerden kaynaklanmaktadır (3). Erken gelişim döneminde aşırı bir dendrit üretimi söz konusudur. Fakat sinir sistemi olgunlaştıkç...
	Akson
	Nöron hücre gövdesinden çıkan bir diğer uzantıdır. Çapları 0.2 μm ve 15 μm arasında değişmekte ve uzunlukları 1 metreye kadar ulaşabilmektedir (7). Aksonlar dendritlere göre daha uzundur ve hücre gövdesinden gelen impulsları diğer nöron veya hedef org...
	Miyelin kılıf;  >2 μm çapında hemen hemen tüm aksonlarda bulunan SSS’de oligodendrositler, PSS’de ise Schwann hücreleri tarafından oluşturulan ve akson tepeciğinin distal ucundan başlayan bir yapıdır. 1854 yılında Robert Wurschow tarafından keşfedilmi...
	Aksonlar; mikrotübül, nörofilaman, mitokondri, veziküller, sisterna ve lizozom gibi yapıları içermektedir. Organeller akson boyunca farklı şekilde dağılım göstermektedir. Nöronal hücre gövdesi ve dendritlerden sitoplazmik açıdan en büyük farkları düz ...
	Sinir hücresinde sürekli bir sitoplazmik hareket bulunmaktadır. Akson boyunca her iki yönde vezikül akışı olur. Net akım ise somadan akson terminaline doğrudur. Periferal aksonlar ribozomlara sahip olsa da protein sentezi açısından kısıtlı bir kapasit...
	Sinaps
	Aksonlar genellikle akson terminali adı verilen ve ucunda sinaptik terminal (presinaptik terminal) olarak adlandırılan genişlemelere sahip sonlanmalar ile devam etmektedir. Bu sinaptik terminaller, genellikle başka nöronların gövdeleri ve dendritleri ...
	Sinapslardaki impuls iletimi büyük ölçüde kimyasaldır ve nörotransmitter adı verilen maddeler aracılığı ile gerçekleşir. Nörotransmitterler, postsinaptik membranda bulunan reseptörleri aracılığıyla, membran iletkenliğinde değişim oluşturarak ya depola...
	Aksiyon potansiyeli, presinaptik terminale geldiği zaman voltaj-duyarlı Ca+2 kanalları aracılığı ile intrasellüler Ca+2 konsantrasyonu artar. Ca+2 presinaptik bir Ca+2 sensörüne bağlanır ve nörotransmitter içeren sinaptik veziküllerin ekzositozu tetik...
	2.1.2. Nöron Sınıflaması
	Nöronların sınıflamandırılmasında birçok kriter bulunmaktadır. İlk yapılan sınıflandırmalarda sinir hücre gövde büyüklüğü, şekli ve akson uzunluğu gibi özellikler dikkate alınmışken günümüz sınıflamalarında artık fizyolojik özellikler ve moleküler bil...
	Periferik sinirler, efferent ve afferent olarak sınıflandırılabilir. Efferent sinirler SSS’nin oluşturduğu cevapları hedef organlara, afferent sinirler ise reseptör organlardan gelen uyarıyı SSS’ye taşır. Fonksiyonel olarak motor, duyu ve internöron g...
	Sinir iletim hızlarına göre yapılan sınıflamada A, B ve C olarak üç ana grup bulunur. A grubu, en yüksek iletim hızına ve en büyük çapa sahip miyelinize somatik afferent ve efferent liflerden oluşur. B grubu lifler ise pregangliyonik otonomik liflerdi...
	2.2. Periferik Sinir Sistemi
	Periferik sinir sistemi, SSS dışına çıkan aksonların oluşturduğu periferik sinirler ve SSS dışında nöronların toplu olarak bulunduğu gangliyonlardan oluşur. Medulla spinalisten çıkan 31 çift spinal sinir, beyin, beyin sapından çıkan 12 çift kranial si...
	Somatik motor nöronların hücre gövdesi spinal kordun ventral boynuzunda bulunur. Sempatik sistemin otonomik, visseral motor nöron gövdeleri T1-L2 veya L3 segmentleri arasında bulunan intermediolateral hücre kolonunda bulunur. Parasempatik sistemin vis...
	PSS’de her bir aksonu endonöryum adı verilen bir bağ dokusu sarar. Perinöryum ise birkaç yüz aksonu bir arada sararak fasikülleri (sinir demeti) oluşturur (3). Fasiküllerin sayısı ve organizasyonu, sinirden sinire, türden türe ve sinirin uzunluğu boyu...
	Şekil 2.2. Periferik Sinir Yapısı *
	* Siemionow M, Brzezicki GJIron. Current techniques and concepts in peripheral nerve repair. 2009;87:141-72.
	Sinir fasikül organizasyonu ile ilgili önemli katkılar 1940’lı yıllardan itibaren Sunderland ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmalardan gelmektedir. Fasikül organizasyonu (internal topografi) ile ilgili iki ayrı konsept ortaya atılmıştır (Şekil 2.3.)....
	Şekil 2.3. Periferik Sinir Fasikül Organizasyonu. A.Kablo Paterni B.Pleksiform Patern *
	* Stewart JDJM, nerve. Peripheral nerve fascicles: anatomy and clinical relevance. 2003;28(5):525-41.
	2.2.1. Bağ Doku Kılıfları
	Santralden perifere endonöryum, perinöryum, epinöryum ve onu çevreleyen mezonöryumdan oluşmaktadır. Mezonöryum, sinirin ekstrensek dolaşımını sağlayarak özellikle sinir yaralanmalarında önemi artan gevşek bir bağ dokusudur (3). Siniri çevreleyen bağ d...
	Sinir kılıfını oluşturan hücrelerin kökeni uzun zamandır incelenmektedir ve bu konuda tam bir netlik bulunmamaktadır. Perinöryal hücrelerin aynı Schwann hücreleri gibi nöral krest kökenli olup olmadığı tartışılmaktadır. Bazı çalışmalar perinöryal hücr...
	Perinöral farklılaşma, Schwann hücre-akson kompleksleri ve çevredeki sinyaller ile yakından ilişkilidir. Bu komplekslerden salınan faktörlerin, perinöryumun ve çevresindeki mezenkimin farklılaşıp organize olmasından sorumlu olduğu düşünülmektedir (17)...
	Epinöryum
	Sinir bağ dokularının en dış tabakasıdır. Yoğun düzensiz bağ dokusu ve adipöz dokudan oluşmaktadır. Fasikülleri bir arada tutarak sinir gövdesini oluşturur. Kollajen ve elastik lifler sinir boyunca dalgalı şekilde uzanmaktadır (19). Epinöryumun ana gö...
	Mezodermden köken alan gevşek bağ dokusunun yoğunlaşması ile oluşur. Fibroblast, tip I ve III kollajen ve değişik oranda yağ içermektedir. İki katmana ayrılır. İç katman perinöryuma bitişik olarak bulunurken dış katman daha gevşek yapıdadır. Dış katma...
	Epinöryum, intranöral vasküler sistemin ana beslenme kanallarını taşır. Vasa nervosumlar, perinöryumdan geçerek endonöryum içindeki arteriol ve venüller ile bağlantı kurar. İnsanda, epinöryum toplam sinir demetinin kesit alanının %30-70’ini oluşturmak...
	Perinöryum
	SSS-PSS geçiş zonundan perifere kadar uzanır. Proksimalde spinal kordda pia-araknoid ile, duyu sinirlerinde ise dorsal kök gangliyonlarının iç katmanı ile devam eder. Distalde kas iğciğinin kapsülü ve kapsüllü sinir sonlanmaları şeklinde sona erer. Ka...
	Perinöryal hücreler sinir liflerini fasiküllere dönüştürür. Genellikle 15-20 hücre katmanı içerir ve her bir katman yaklaşık 0.5 μm kalınlığında bir bazal laminaya sahiptir. Bazal lamina; tip IV kollajen, laminin, fibronektin ve heparan sülfat içerir....
	Bazal laminanın önemi hücrelerin birbirlerine sıkı bağlantılar ile bağlanması ile aktif bir diffüzyon bariyeri olarak görev yapmasıdır. Bu sayede kan-sinir bariyeri adı verilen yapı oluşur. Osmotik basınç ve endonöryum çevresindeki sıvı basıncının dev...
	Perinöryum sinirin tensil kuvvetini sağlayan ana katmandır (20). İntrafasiküler basınç, perinöryal membranın yırtılmasından önce deneysel olarak 300-750mm Hg’ ya kadar yükseltilebilmektedir (23).
	Endonöryum
	En içteki katmandır. Akson ve ilgili Schwann hücresini saran bazal lamina; tip IV kollajen, laminin, fibronektin ve heparan sülfattan oluşmaktadır. Endonöryum, sinirin uzun eksenine paralel olarak düzenlenmiş,  Schwann hücre-akson birimleri ve endönör...
	2.2.2. Periferik Sinir Beslenmesi
	Periferik sinirin beslenmesi, epifasiküler epinöryuma giren ve sinir boyunca uzanan aretriollerden kaynaklanır. Bu damarlar endotelyal hücreler arasındaki fenestrasyonlar ve yarıklarla nispeten geçirgenlik gösterir. İnterfasiküler epinöryum çevresinde...
	-Ekstrinsik sistem: bölgesel besleyici damarlar ve epinöryal damarlar
	-İntrinsik sistem: endonöryumdaki longitudinal uzanan mikrodamarlar.
	Şekil 2.4. Periferik Sinirin Vasküler Anatomisi *
	* Lundborg G. Nerve injury and repair: Churchill Livingstone Edinburg; 1988.
	2.2.3. Schwann Hücresi
	PSS’deki başlıca glial hücredir. Schwann hücreleri, nöral krestin multipotent hücrelerinden köken alır (7). Çapı 2 μm’den büyük periferik aksonları sararak miyelinize olmalarını sağlar. Schwann hücreleri üzerindeki Erb B2/B3 reseptörleri ile etki eden...
	Schwann hücreleri PSS’de sadece miyelin oluşturma işini yapmaz aynı zamanda reseptör fonksiyonu vardır ve rejenerasyonda da önemli işlevler üstlenir (28). Schwann hücreleri; neuregulin, TGF – beta, FGF, PDGF ve IGF-1 gibi büyüme faktörleri ile modüle ...
	Miyelinize segmentin özellikleri, patolojik durumlarda değişmektedir. Sinir hasarı sonrası veya demiyelizan bir durumda miyelinin akson ile kontağı azalmakta ve bu durum, miyelinin irreversible olarak kollapsına neden olmaktadır (32).
	2.3. Sinir Sistemi Embriyolojisi
	Sinir sistemi ve özel duyu organlarının büyük bölümü nöral plak ve çevresindeki nöral krest adı verilen hücre topluluğundan meydana gelmektedir. Nöral plak (lamina neuralis), yaklaşık olarak üçüncü haftanın ortasında ektodermin dorsal kalınlaşması ile...
	Nöral tüpten (tubus neuralis); SSS’yi oluşturan beyin ve medulla spinalis farklılaşır. Nöral krest, PSS ve otonomik sinir sistemine dahil kraniyal, spinal ve otonomik gangliyonları oluşturan hücrelerin çoğunu meydana getirir (33).
	Bir nöron oluştuktan sonra, SSS veya PSS’deki hedef bölgelerine doğru göç eder. Buna paternli migrasyon (patterned migration) adı verilir. Akson diğer nöron ve hedeflerle ilişki kurarak gelişir. Aksonun gideceği yönü ve hızını belirleyen ise aksonları...
	2.4. Periferik Sinir Yaralanmaları
	Travmatik periferik sinir hasarı, tüm dünyada engellilik ve sakatlık oluşturan nedenlerin başında gelmektedir (35). Yaklaşık 20 milyon ABD vatandaşı, travma veya medikal nedenlerden dolayı periferik sinir hasarına maruz kalmaktadır. Sinir yaralanmalar...
	Etiyolojik nedenlerin başında; motorlu araç kazaları, bıçaklanma gibi penetran travmalar, ateşli silah yaralanmaları, endüstriyel iş kazaları, düşme veya benzer durumlarda meydana gelebilen gerilme (strecthing) ve ezilme (crush) yaralanmaları sayılabi...
	Kouyoumdjian’ın (37) yaptığı 456 vakalık periferik sinir yaralanması çalışmasına göre erkekler yaralanmalara daha fazla maruz kalmaktadır. Hastaların ortalama yaşları 32.4’tür. En sık yaralanma bölgesi % 73.5 ile üst ekstremite olmakla beraber ardında...
	2.4.1. Periferik Sinir Hasarı Evrelemesi
	1943 yılında Seddon periferik sinir yaralanmalarını üçe ayırmıştır; nöropraksi, aksonotmesis ve nörotmesis (38).
	Nöropraksi; genellikle kompresyon veya minör kontüzyon ile oluşan, aksonun intakt kaldığı fakat segmental miyelin hasarının olduğu yaralanmalardır. Akson devamlılığı vardır. Dejenerasyon görülmez. Geçici bir fokal iletim kaybı görülür. Miyelin restore...
	Aksonotmesis; genellikle daha güçlü mekanizmalar sonrasında görülür. Sinir devamlılığı vardır fakat aksonal bir yaralanma görülür. Konnektif doku çeşitli oranlarda korunur. Schwann hücresi ve endonöral tüp intakttır. Wallerian dejenerasyon olur ve 1 m...
	Nörotmesis; akson ve konnektif dokuların fizyolojik ve anatomik olarak komplet transeksiyonudur. Cerrahi müdahale olmadan spontan rejenerasyon beklenmez.
	Sunderland, 1951 yılında Seddon’un yaptığı sınıflamayı özellikle aksonotmesis evresini histolojik olarak daha detaylandırarak ve böylece prognostik değerini arttırarak yeniden tanımlamıştır (20) (Tablo 2.1.).
	Tablo 2.1. Periferik Sinir Yaralanması Sınıflaması
	I.derece yaralanmalar; nöropraksinin eşdeğeridir. Wallerian dejenerasyon görülmez. Komplet bir iyileşme beklenir.
	II.derece yaralanmalar; endonöryumun intakt kaldığı (Schwann hücre bazal laminası) aksonal yaralanmalardır. Rejenerasyon için iyi bir destekleyici ortam vardır. Bu yüzden komplet bir iyileşme beklenebilir.
	III. derece yaralanmalar; endonöryumun da hasarlandığı yaralanmalardır. Endonöryum hasarlandığından yeni oluşan aksonal filizlerin distale ulaşması daha uzun ve uğraşlı olmaktadır. Bu süre nöronal sağkalımın azalmasına neden olabilir. Dolayısıyla komp...
	IV. derece yaralanmalar; aksonal hasara ek olarak endo ve perinöryumun da hasarlandığı yaralanmalardır. Cerrahi gerektirir.
	V.derece yaralanmalar; epinöryum dahil tüm dokuların hasarlandığı durumlardır. Spontan iyileşme görülmez.
	2.4.2. Periferik Sinir Tamiri
	Temel olarak tedavi şekilleri epinöral tamir, fasiküler tamir ve sinir grefti ile tamirden oluşmaktadır. Sinir tamiri için başlıca gereklilikler genel olarak şunlardır; temiz bir yara, iyi bir vaskülarite, ezilme (crush) komponentin olmadığı bir yaral...
	Şekil 2.5. Sinir Tamir Çeşitleri. Sırası ile Epinöral Tamir, Fasiküler Tamir ve Sinir Grefti ile Tamir *
	* Canale ST, Beaty JH. Campbell's operative orthopaedics: Elsevier Health Sciences; 2012.
	Epinöral mikrosütürler ile yapılan direkt sinir tamiri, şiddetli aksonotmesis ve nörotmesis yaralanmalar için altın standarttır. Tamirde fasikülerin uyumu oldukça önemlidir. Tamir sırasında fasiküler ve epinöral vasküler paternler proksimal ve distal ...
	Sinir tamir sonuçları günümüzde sıklıkla British Medical Research Council’s sistemi ve onun modifikasyonları ile değerlendirilmektedir. Bu sistem ile motor ve duyusal fizik muayene yapılarak, iyileşme hem motor (M 0-5) hem de duyusal (S 0-4) olarak fa...
	Sunderland (41), 1990 yılında yayınladığı makalesinde erken tamirlerin geç tamirlere göre, direkt uç uca tamirin sinir grefti ile tamire göre, genç hastaların yaşlı hastalara göre, distal tamirlerin proksimal tamirlere göre, kısa greftlerin uzun greft...
	2.4.3. Periferik Sinir Hasarı Sonrası Morfolojik Değişiklikler ve Rejenerasyon
	Periferik sinirde travma sonrasında birçok morfolojik ve metabolik patofizyolojik değişiklikler meydana gelmektedir. Bu değişiklikler yalnızca hasar bölgesinde değil, sinir gövdesinde, hasarın proksimal ve distalindeki segmentlerde, sinir lifinin sonl...
	Hasar sonrası hücre gövdesinde kromatolizis olarak adlandırılan şişme, Nissl granüllerinin (bazofilik granüller) dağılması, dolayısıyla hücre gövdesinin görece eozinofilik olması, çekirdeğin perifere itilmesi gibi değişiklikler görülür. Bu durum aslın...
	Nöronal sağkalımın en önemli belirleyicisi, özellikle hedef kökenli nörotrofik desteğin oluşturduğu gen ve protein ekspresyonu ve bu maddeler arasındaki dengedir. Bu sayede ya nöron apopitoz ile ölür ya da hayatta kalarak rejenerasyonu indükler (42). ...
	Periferal sinire olan bir travma, sinir tamiri ve fonksiyonel reinnervasyon için gerekli olan bir inflamatuar cevabı tetiklemektedir. Bir yandan bu inflamatuar reaksiyon ve mediyatörler rejenerasyonda önemli rol oynarken diğer yandan bu inflamasyonun ...
	Wallerian dejenerasyon distale doğru ilerler. Hasarın proksimalinde ise retrograd dejenerasyon adı verilen süreç görülür. Dejenerasyon için geçen süre sinirin motor veya duyu oluşuna, boyutuna ve miyelinine göre değişmektedir (38). Proksimalde yaralan...
	Hasar sonrasında yaklaşık olarak 2-3 gün içerisinde distal parça fragmante ve dejenere olmaya başlar. Wallerian dejenerasyon 48-96 saat içinde başlar (20). Aksonal dejenerasyonun yanısıra miyelin kılıfta da fragmantasyon ve bozulma meydana gelir. Bu e...
	Şekil 2.6. Periferik Sinir Yaralanması, Dejenerasyon ve Rejenerasyon *
	* Lee SK, Wolfe SW. Peripheral nerve injury and repair. J Am Acad Orthop Surg. 2000;8(4):243-52.
	Aksonal rejenerasyon en distal Ranvier boğumundan başlar. Bu bölgede nodal filizler belirginleşir ve olgun büyüme konisine dönüşür. Büyüme konisi, lokal olarak dokudan, denerve motor ve duyu reseptörlerinden gelen sinyaller (nörotrofik faktörler) ile ...
	Büyüme konisi (growth cone), özellikli ve hareketli bir dokudur. Mikroçevreyi eksplore edebilen filopodia ve lamellipodialara sahiptir. Hücresel uzantıları ve salgıladığı proteazlar yardımıyla aksonal rejenerasyonu gerçekleştirmeye ve hedef organa doğ...
	Yaralanmadan sonra saatler içerisinde proksimal segmentten, bazal lamina içerisindeki tüp boyunca birçok terminal ve kollateral filiz oluşur (48). Bu, ilk filizlenme dalgasıdır. Sonrasında yaklaşık 2 gün içerisinde oluşan ikinci bir filizlenme dalgası...
	Büyüme konisi dört faktör grubuna cevap verir (20);
	1.Nörotrofik faktörler; denerve motor ve duyu reseptörlerinde, rejenerasyon boyunca Schwann hücrelerinden salgılanır. Trofik ve kemotaktik özelliklere sahiptir. Büyüme konisi morfolojisinde değişiklik yapabilir. Temel faktör NGF’dir. Bunun dışında CNT...
	2.Neurite-promoting faktörler; aksonal büyümeyi destekleyen glikoproteinlerdir. Schwann hücre bazal laminasının önemli bir elemanı olan laminin ve fibronektin örnek faktörlerdir (51).
	3.Matrix-forming prekürsörler; fibrinojen, fibrin matriks oluşumunu sağlayan ve rejenerasyonda hücre migrasyonu için önemli substratlardır.
	4.Metabolik ve diğer faktörler; bu grubu ise sinir rejenerasyonunu arttıran fakat üstteki üç sınıfa konulamayan faktörler oluşturur. Bunlar; FGF, insülin ve insülin like growth factor, leupeptin, glia-derived proteaz inhibitör, elektrik stimülasyonu, ...
	3. GEREÇ ve YÖNTEM
	Literatür incelendiğinde, periferik sinir üzerine yapılan çalışmalar için deney hayvanı olarak yumuşakçalar ve rat, tavşan gibi memeli türlerinin tercih edilebildiği görülmektedir. Tavşanlar arasında en çok kullanılan ırk, beyaz Yeni Zelanda tavşanlar...
	Ankara Üniversitesi Sürekli Eğitim Merkezi (ANKÜSEM) ve Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu işbirliği tarafından, Ankara Üniversitesi Deney Hayvanları Merkezi’nde yapılan ‘Deney Hayvanları Kullanım Sertifikası’ eğitimi tamamlanarak sertifika alındı. Ka...
	Ağırlıkları 3000-3500 gram arasında değişen Yeni Zelanda beyaz tavşanları çalışmada denek olarak kullanıldı. Tavşanlar, Çukurova Üniversitesi Deneysel Tıp Araştırma ve Uygulama Merkezi (ÇÜTF-DETAUM) tarafından temin edildi.
	Kullanılan tüm tavşanların vücut ağırlıkları ölçüldü ve tutulan kayıt defterine not edildi (Şekil 3.1.). Yaşları  9-12 ay arasında, vücut ağırlıkları 3000-3500 gram arasında değişen, ortalama vücut ağırlığı 3320 gram olan 18 adet beyaz Yeni Zelanda ta...
	Tavşanlar 2 eşit gruba ayrıldı. Randomize ve kontrollü olacak şekilde, deney hayvanları kapalı zarf usulü kullanılarak randomize edildi ve gruplandırıldı. Gruplar; EGF (+), EGF (-) olarak adlandırıldı. Her bir grup randomize şekilde çap ölçümü planlan...
	Şekil 3.1. Tüm tavşanların vücut ağırlıkları ölçülüp not edildi.
	3.1. Cerrahi Teknik
	Cerrahi işlemler, Çukurova Üniversitesi Deneysel Tıp Araştırma ve Uygulama Merkezi’nde tek bir araştırmacı tarafından yapıldı. Sinir tamiri ve cilt, cilt altı dokuların tamiri için, tüm hayvanlarda aynı dikiş materyali (Sinir tamiri için; 8.0 Prolene,...
	Deney hayvanları her grupta 9’ar tavşan olacak şekilde 2 eşit gruba bölündü. Her bir grup kendi içinde 5’er tavşandan oluşan EGF (+)-1 ve EGF (-)-1; 4’er tavşandan oluşan EGF (+)-2 ve EGF(-)-2 olacak şekilde alt gruplara ayrıldı. Genel görünümlerinde,...
	Şekil 3.2. Anestezi sonrası tavşanların sağ uylukları tıraş edilip, belirtilen solüsyonlar ile yıkanıp, boyandı.
	Tavşanların sağ uyluk bölgesindeki cerrahi saha, antiseptik solüsyonu olan %10 Polivinilprolidon – İyot kompleksi (BatticonⓇ) ile boyandı. Tavşanlara lateral dekübit pozisyon verildi. Takiben steril örtülerle örtüm sağlandı.
	Cerrahi saha sterilizasyonunu takiben sağ taraf palpe edilen iliak kanadın yaklaşık olarak 4 cm distalinden yaklaşık olarak 5 cm’lik hafif oblik bir cilt insizyonu yapıldı. Cilt altı dokular keskin bir diseksiyon ile geçildi. Kas liflerinin uzanma yön...
	Siyatik sinirde hasar oluşturulduktan sonra aynı araştırmacı tarafından cerrahi loupe yardımıyla epinöral teknik kullanılarak emilmeyen dikişler ile (8.0 Prolene, Ethilon, ABD) tamir yapıldı (Şekil 3.4.). Tüm grupların sağ siyatik sinirleri için aynı ...
	Tamir uygulanan bölgenin cilt ile olan derinliği, sonraki enjeksiyonlar için cetvel kullanılarak ölçüldü ve her tavşan için not edildi (Şekil 3.5.).
	Şekil 3.3. Siyatik sinir eksplorasyonu ve hasarlanması
	Şekil 3.4. Epinöral teknik ile siyatik sinir tamiri
	Şekil 3.5. Tamir bölgesinin cilde olan uzaklığının ölçümü
	EGF (+) deney grubuna tamir esnasında cilt ve cilaltı dokular kapatılmadan enjektör yardımıyla 10 µg/kg dozunda EGF (Heberprot‐PⓇ, Praxis Pharmaceutical SA, Vitoria, İspanya) tamir bölgesine verildi. EGF (-) kontrol grubuna ise enjektör yardımıyla ayn...
	Şekil 3.6. EGF ve serum fizyolojik verilmesi
	Şekil 3.7. İşaret dikişi ve yara yeri
	Cerrahi işlemi takiben tavşanların marjinal kulak venleri kullanılarak 15 mg/kg Parasetamol (Perfalgan Ⓡ) intravenöz şekilde analjezik amaçlı uygulandı. Postoperatif 2. güne kadar antibiyotik ve analjezik uygulamasına devam edildi. Sonrasında tavşanla...
	Postoperatif takibin 2. ve 3. haftalarında EGF(-)-2 ve EGF(+)-2 gruplarından 1’er adet tavşan öldü. Çalışmaya bu şekilde devam edildi.
	8. haftada hayvanlara marjinal kulak venleri kullanılarak 100 mg/kg Tiyopental Sodyum (Pental Sodyum Ⓡ) intravenöz yolla verilerek ötenazi uygulandı. Ötenazi uygulanan tavşanların tümünde yara yeri temiz bulundu, hiçbirinde enfeksiyon bulgusu (akıntı,...
	Aynı insizyon ve cilt üzerindeki işaret dikişler kullanılarak cilt, cilt altı açılıp siyatik sinire ulaşıldı. Tamir bölgesinde dikiş materyallerinin emilmediği görüldü (Şekil 3.8.). Siyatik sinir tamir bölgesinden yaklaşık 1 cm proksimal ve 1 cm dista...
	Şekil 3.8. Ötenazi sonrasında insizyon üzerindeki işaret dikişi ve siyatik sinir üzerindeki tamir bölgesi
	3.2. Histolojik Analiz
	Dokuların histolojik incelenmesi ve ölçümler; Hacettepe Üniversitesi ve Uşak Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı’nda uzman histolog tarafından yapıldı. Dokular laboratuvar ortamında, incelemeye uygun şekilde benzer boyutl...
	Şekil 3.9. Sinir dokularının incelemeye uygun hale getirilmeleri
	Alınan doku örnekleri, tamponlanmış %10'luk nötral formaldehit solüsyonunda 48 saat süre ile fikse edildikten sonra otomatik doku takip cihazında sırası ile alkol, ksilen ve parafinden geçirildi ve yatay pozisyonda olacak şekilde parafin bloklara gömü...
	Çalışmada kullanılan sistem Leica DM6 araştırma mikroskobu altında tüm dokular, DFC 7000 renkli kamera ile görüntülenip fotoğraflar birleştirilerek tam alanın dijital görüntüsü çekildi. Doku iyileşmesi tüm gruplarda incelendi. Bağ dokusu (epinöryum ve...
	Kantifikasyon için Leica DM4000 araştırma mikroskobu ve Optronics Microfire dijital kamera kullanıldı.
	Aynı zamanda stereolojik yöntemler ile sinir dokusunun çeşitli alan ölçümleri yapılıp değerlendirildi. Stereolojik yöntem olarak  Stereo Investigator yazılımındaki Cavalieri alan-hacim probu kullanıldı. Cavalieri probu adım aralığı 100 μm’a ayarlanara...
	Şekil 3.10. Stereo İnvestigator ® (MBF Bioscience, Williston, ABD) yazılımı, Cavalieri probu ile ölçüm (https://www.mbfbioscience.com/stereo-investigator)
	3.3. İstatistiksel Analiz
	İstatistiksel analiz, IBM SPSS 23.versiyon (IBM Corp., Armonk, NY, ABD) yazılımı ile yapıldı. Sürekli değişkenlerin normal olarak dağılıp dağılmadığı Shapiro-Wilk testi ile analiz edildi. Analiz sonucuna göre ikili grupların karşılaştırılması için Ind...
	4. BULGULAR
	4.1. Makroskobik Bulgular
	Bütün deneklerde tamir edilen bölgede sinir devamlılığı gözlemlendi. Deney grubundaki tamir sahası, kontrol grubuna göre hacimsel olarak rölatif daha fazla saptandı (Şekil 4.1.,  4.2.).
	Şekil 4.1. EGF (-) grubundan örnekler
	Şekil 4.2. EGF (+) grubundan örnekler
	4.2. Mikroskobik Bulgular
	Masson's Trichrome,  HE ile yapılan boyamalarda sinir ve bağ dokuları incelendi. EGF (+)-1 deney grubunda bağ dokunun (epinöryum ve mezonöryum) bir komponenti olan adipöz dokularda artış olduğu gözlendi (Şekil 4.3., Şekil 4.4).
	Şekil 4.3. x10 objektif. EGF (+)-1 grupta bağ dokuda (epinöryum + mezonöryum) adiposit (siyah ok) ve kapiller (kırmızı ok) artışı izlenmektedir (Masson’s Trichrome).
	Şekil 4.4. x10 objektif. EGF (+)-1 tamir bölgesinden alınan transvers kesit. Adipöz doku miktarı dikkat çekmektedir (HE).
	Yapılan incelemelerde EGF (+)-1 grubunda bağ dokuda (epinöryum ve mezonöryum) kontrol grubuna göre çap ve sayı açısından artmış vasküler alanlar görüldü (Şekil 4.5.).
	Şekil 4.5. x20 objektif. EGF (+)-1 deney grubunda sinir bağ dokularında kapiller (kırmızı ok) artışı izlenmektedir.
	EGF (+)-1 grupta epinöryum ve artmış vaskülaritenin yanısıra, bağ doku ile sinir doku arasında morfolojik olarak mezenkimal kök hücreye benzerlik gösteren hücreler görüldü (Şekil 4.6, Şekil 4.7).
	Şekil 4.6. x20 objektif. EGF (+)-1 grubunda sinir lifleri etrafında vasküler bir alan, arada ise iyileşme alanı görülmektedir (Epinöryum 1, ara bölge 2, periferik sinir 3 ile gösterilmiştir.)
	Şekil 4.7. x20 objektif. EGF (+)-1 grupta iyileşme alanından içeri doğru bir göç (Gri ok) izlenmektedir.
	Randomize olarak belirlenmiş EGF(+)-1 ve EGF (-)-1 gruplarındaki 5’er tavşanda bağ doku (epinöryum  ve mezonöryum) çapları incelendi ve karşılaştırıldı (Şekil 4.8., 4.9., 4.10.). Ölçümler, en kalın bölgeden gerçekleştirildi.
	Şekil 4.8. Tavşanların herhangi bir cerrahi girişim uygulanmamış, benzer seviyeden alınmış sol taraf siyatik sinir dokusu. Sarı ok ile epinöryum gösterilmektedir.
	Şekil 4.9. EGF (-)-1 kontrol grubundaki sağ siyatik sinir dokusu. Sarı ok ile epinöryum gösterilmektedir.
	Şekil 4.10. EGF (+)-1 deney grubundaki sağ siyatik sinir dokusu. Sarı ok ile epinöryum gösterilmektedir.
	Tablo 4.1. EGF(+)-1 ve EGF(-)-1 gruplarının bağ doku (epinöryum + mesonöryum)  çapları (değerler μm cinsinden yazılmıştır.).
	EGF (+)-1 grupta tamir yapılan sağ siyatik sinirlerde bağ doku (epinöryum+mezonöryum) çaplarında artış olduğu görüldü (Tablo 4.1.) (Şekil 4.11., 4.12.). Üç grup arasındaki fark Kruskal-Wallis testi ile, post-hoc analiz ise Mann-Whitney U test ile ince...
	Tablo 4-2 Çap karşılaştırılması
	Şekil 4.11. EGF (+)-1 grup tamir bölgesinden alınan kesit. Çevre adipöz ve epi-mezonöryumdaki genişleme görülmektedir.
	Şekil 4.12. EGF (-)-1 grup tamir bölgesi transvers kesit. Mezonöryumdaki adipöz dokunun görece azlığı dikkat çekmektedir. (Kesitteki saydam ok ile işaretlenmiş koyu bölgeler, çevredeki kas dokunun artıklarıdır. Ölçüm yapılırken bu bölgeler dikkate alı...
	Üçer denekten oluşan EGF(+)-2 (tavşan no 11, 13, 14) ve EGF(-)-2 (tavşan no 16, 17, 18) gruplarda ise bağ doku (epinöral ve mezonöral) alanları karşılaştırıldı. Karşılaştırma, EGF (+)-2 ile EGF (-)-2 invazif işlem uygulanmış sinirler arasında yapıldı....
	Tablo 4.3. Bağ doku (Epinöral ve Mezonöral) Alan karşılaştırılması (Değerler μm² cinsinden verilmiştir)
	Genel anlamda, EGF (+) grupta bağ dokuda (epinöryum ve mezonöryum) genişleme izlendi. Bağ dokuda adiposit ve kapiller artışı görüldü. Sinir lifleri etrafında damardan zengin ve morfolojik olarak kök hücreye benzeyen hücrelerden oluşan bir alan s...
	5. TARTIŞMA
	Periferik sinir yaralanmaları sık görülen bir klinik problemdir. Level I travma merkezlerine başvuran hastaların yaklaşık olarak % 2-3’ünü periferik sinir yaralanmaları oluşturmaktadır. Bu tip yaralanmalar daha çok üst ekstremitede görülmekte, fonksiy...
	Tamir sonuçlarının, modern mikrocerrahi teknikleriyle bile %50’lerde kalması rejenerasyon mekanizmaları üzerine araştırmaları tetiklemiştir. Bu çalışmalarda kullanılan maddeler genel olarak dört ana kategoride toplanabilir; farmakolojik ajanlar, immun...
	Rejenerasyonda rol alan maddelere genel olarak bakacak olursak sinir büyüme faktörleri (nörotrofinler- Nerve Growth Factor) sinir rejenerasyonu sırasında doğal olarak salınan moleküllerdir. Sinir hasarı sonrası sinir uçlarından salınmakta ve sinir büy...
	Sinir hasarı sonrası rejenerasyon ile ilgili diğer bir güncel araştırma konusu ise elektrik stimülasyonudur. Aksonal rejenerasyonu arttırabilmek ve kronik aksotominin kaslarda meydana getirdiği irreversible fibrosis ve değişiklikleri önlemek amacıyla ...
	SC, PSS’de hem gelişim sürecinde hem de yaralanma sonrası oldukça önemli bir role sahiptir. Bu hücrelerin allojenik transplantasyonunun deneysel olarak rejenerasyonu arttırdığı gösterilmiştir (61). Benzer şekilde bir başka özelleşmiş hücre olan Olfact...
	Hormonlar, sinir yaralanmalarının tedavisinde bir diğer umut vadedici alternatif ajanlardır. Progesterone ve allopregnanolone gibi nöroaktif steroidler, SC fizyolojisini, miyelin protein ekspresyonu üzerinden etkiler ve SC diferansiasyonuna neden olur...
	Yukarıda sözü edilen birçok güncel çalışmaya rağmen günümüzde sinir yaralanması için klinik olarak tam anlamıyla kanıtlanmış ve uygulanabilen herhangi bir farmakolojik tedavi bulunmamaktadır. Fakat buna aday birçok büyüme faktörü, peptid ve molekül (N...
	EGF’nin çalışmamızda kullanılma nedenine bakacak olursak, Epidermal Büyüme Faktörü (Epidermal Growth Factor, EGF), ilk defa 1962 yılında Dr. Stanley Cohen tarafından sinir büyüme faktörleri (NGF) üzerine çalışılırken bulunmuştur (68). EGF, prepro-EGF ...
	EGF, EGFR reseptörü üzerinden, diğer büyüme faktörleri ile de kombine edilebilerek, hücre proliferasyonu, diferansiasyonu ve migrasyonu gibi birçok biyolojik yanıtı tetiklemekte ve normal gelişim için EGF/EGFR sinyallemesi regülatif rol oynamaktadır. ...
	Schwann hücreleri üzerindeki Erb B2/B3 reseptörleri ile etki eden neuregulin 1 sinyal yolağı, miyelinizasyon için gereklidir ve miyelin kalınlığını belirlemektedir (3). Schwann hücreleri PSS’de sadece myelin oluşturma işini yapmaz aynı zamanda reseptö...
	Daha önce de bahsedildiği üzere kök hücreler doku rejenerasyonunda oldukça önemli rol oynamaktadır. Embriyonik kök hücrelere ek olarak birçok erişkin dokuda kök hücre veya progenitör hücreler bulunmaktadır (76). Kök hücreler, niş adı verilen lokal mik...
	EGF ve ilgili reseptör ailesinin memeli sinir sistemi yaralanmaları üzerinde etkili olduğunu işaret eden kanıtlar bulunmaktadır. EGF, epitel hücreleri ve fibroblastlar dahil olmak üzere çeşitli hücre tiplerinin proliferasyonunu uyaran bir mitojenik fa...
	Wildering ve arkadaşlarının (80) bir yumuşakça olan Lymneae stagnalis üzerinde yaptıkları organ kültür çalışmasında çeşitli nöron tipleri üzerinde EGF denenmiştir. Yine aynı ekibin bir önceki çalışmalarında elde ettiklere verilere dayanarak çalışılan ...
	Nerve Growth Factor’ün erken aksonal rejenerasyonu hızlandırdığı gösterilmiştir (81). Bunun yanısıra NGF dışındaki nörotrofik ve diğer büyüme faktörlerinin de sinir rejenerasyonuna etkisi oldukça güncel bir araştırma konusudur. EGF’nin dokular üzerind...
	EGF doz bağımlı bir etkiye sahiptir. Biz de çalışmamızda literatürdeki benzer çalışmalara görece daha yüksek bir doz kullandık. EGF’nin muhtemel kısa yarı ömrünün etkisini azaltmak ve hasar sonrası rejenerasyon için gerekli inflamatuar yanıtın ilk gün...
	Rejenerasyon başarısı nörobiyolojik olaylara, aksotomize nöronların sağkalımına, filizlenmenin başlamasına ve filizlerin yaralanma zonuna doğru büyümesine, distal endonöral tüpün reinnervasyonuna, distal segment boyunca aksonal elongasyona, periferik ...
	Gelişim sırasında aksonal büyüme konileri, birçok komponenti bulunan kompleks mikroçevre tarafından yönlendirilir. Büyüme konisinin yönü, ligandlara, eksprese edilen reseptörlere, çevreye ve büyüme konisinin kendi iç yapısına göre değişir. Rejenere ed...
	İnflamasyon sinir rejenerasyonu için hayati önem taşımaktadır. Wallerian dejenerasyonda rol oynayan Schwann hücreleri ve makrofajlar, sitokinler yardımıyla iletişim kurar, fagositoz ve büyüme faktörü salınımını kontrol eder, böylece distal güdüğü akso...
	Sinir çevresindeki bağ dokuların yaralanma sürecinde rolleri oldukça önemlidir. Seddon’un yaptığı sınıflandırmada aksonotmesis konnektif dokuların çeşitli oranlarda korunduğu evre, nörotmesis ise hem akson hem de konnektif dokuların komplet transeksiy...
	Başarılı bir periferik aksonal rejenerasyon, hızlı ve etkili bir inflamatuar yanıt ile ilişkilidir. Yaralanmaya akut inflamatuar yanıt 4-7 günlerde pik yapmaktadır, bu dönem ayrıca kan-sinir bariyeri için en geçirgen halin olduğu dönemdir. Bu sayede d...
	Sinir rejenerasyonu günde ortalama 1-3 mm olmaktadır (65). Deney hayvanları üzerinde yapılan çalışmalarda aksonal büyüme hızının; lezyonun doğasından, türler arası farktan ve değerlendirme yöntemi gibi bir çok parametreden etkilendiği gösterilmiştir. ...
	Günümüzde sinir rejenerasyonunu değerlendiren metodların arasında elektrofizyolojik değerlendirme bulunmaktadır. Bunun yanında rejenerasyonda yukarıda da bahsedilen birçok hücresel olay meydana gelmektedir. Bunlar hücrelerin proliferasyonu ve migrasyo...
	HE, ışık mikroskobisi için en sık kullanılan boyaların başında gelir. Bu boyama ile ECM komponentleri ve değişimi görülebilmektedir. Masson’s Trichrome boyama ise ekstraselüler matriksi değerlendirme açısından HE’ye göre daha iyidir. Tarihsel olarak h...
	Çalışmamızın başlıca kısıtlılığı, elektrofizyolojik ve klinik bir değerlendirme yapılamamasıdır. 8. haftada yapılan ötenazi histolojik olarak yorum yapılabilmesine izin verirken özellikle tavşan gibi nispeten büyük bir hayvanda hasardan distal hedef o...
	6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER
	Bu çalışmanın sonucu olarak başlangıçta cevabını aradığımız soruya şu cevabı bulduk;
	Çalışmamız ortopedik cerrahi literatüründe, metodoloji yönüyle yapılmış ilk çalışmalardan biri sayılabilir. EGF ile ilgili yumuşakçalarda yapılmış ve memelilerde defekt oluşturulup yapılan çalışmalar bulunmaktadır. Fakat akut sinir hasarı sonrası uç u...
	Çalışma sonucunda EGF’nin akut periferik sinir yaralanmasının rejenerasyon sürecinde özellikle çevre bağ dokularda bir genişleme, adipöz dokuda ve vaskülaritede artış meydana getirdiği gösterilmiştir. Bu noktada meydana gelen histolojik etkilerin klin...
	Periferik sinir yaralanmalarına sadece cerrahi olarak yaklaşmak ve allta yatan kompleks birçok moleküler ve hücresel olayı göz ardı etmek doğru değildir. Farmakolojik ve moleküler tedavinin cerrahi teknikle birlikte kullanılması gerekecektir. Yaklaşım...
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