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OZET

Yilmaz, M.M., Periferik Sinir Defekt Onariminda Biyolojik Kondiiit Modeli: De-
Epitelize insan Amniyotik Membram ve Adipoz Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre
Tabakas1 Iceren Sinir Kondiiit Modelinin Sinir Iyilesmesine Etkisinin
Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Plastik Rekonstriiktif ve
Estetik Cerrahi Anabilim Dalh Uzmanhk Tezi, Ankara, 2020. Periferik sinir
yaralanmalarinda olusan sinir defektlerinin rekonstriiksiyonu i¢in ilk tercih otolog
sinir grefti olmasina ragmen fonksiyonel sinir sakrifikasyonu gerektirmesi, ciddi dondr
alan dezavantajlar1 ve nodral rejenerasyonun suboptimal olmasi nedeniyle yeni
arayislar devam etmektedir. Calismada sinir greftine alternatif olarak, sinir
rejenerasyonu icin elverigli bir ortam olusturacagi diislinlilen adiposit kokenli
mezenkimal kok hiicre tabakasi (AKMKH) ve amniyotik membrandan (AM) olusan
biyolojik bir kondiiit tasarlanmistir. Uretilen kondiiitin ndral rejenerasyona etkisini
degerlendirmek iizere siganlarda 10 mm’lik siyatik sinir defekti olusturulmus olup,
kontrol gruplari olarak; sham kontrol grubu, negatif kontrol grubu ve otolog sinir grefti
grubu; deney gruplar1 olarak, AKMKH tabakasi ve AM’den olusan kondiiit, PGA tiip
kondiiit, sadece AM’den olusan kondiiit kullanilmistir. Farkli sinir onarim
yontemlerinin periferik sinir ve gastrokinemius kasi tizerindeki etkileri fonksiyonel,
histolojik ve immiinohistokimyasal testler ile degerlendirilmistir. Analizler
sonucunda; miyelinli akson sayisi, orta (rejenerasyon) bolimde AM ve AKMKH
tabakas1 kullanilan grup PGA tiip kondiiit ve sadece AM kullanilan gruplara gore,
distal boliimde ise AM ve AKMKH tabakasi kullanilan grup PGA tiip kondiiit
kullanilan gruba gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). Proksimal sinir
boliimiinde S100 pozitif alan ylizdesi, AM ve AKMKH tabakasi kullanilan grup, PGA
tiip kondiiit ve sadece AM kullanilan gruplara gére anlamli olarak yiiksek (sirastyla;
p<0,05, p<0,001); orta boliimde i1se AM ve AKMKH tabakasi1 kullailan grup sadece
AM kullanilan gruba goére anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05).
Gastroknemius kollajen lif alan ylizdesi AM ve AKMKH tabakasi1 kullanilan grupta,
PGA tiip kullanilan gruba gore istatistiksel olarak diisiik bulunmustur (p<0,05). Kas
lifi cap1 degerlendirmesinde ise; AM ve AKMKH tabakasi kullanilan grup, otolog sinir
grefti kullanilan gruba gore daha diisiik iken, PGA tiip kondiiit ve sadece AM
kullanilan gruba gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,001). AM ve AKMKH
tabakasi1 kullanilan grupta kas agirlik indeksi, PGA tiip kondiiit kullanilan gruba gore
anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05). AM ve AKMKH tabakas1 kullanilan
grupta PGA tiip kondiiit ve sadece AM kullanilan gruplara gbre igne batirma (pin-
prick) testi ve SFI’de daha erken iyilesme saptanarak sinir rejenerasyonunun daha hizl
oldugunu gozlenmistir. Sonug olarak; AM ve AKMKH tabakasindan olusturulmus
biyolojik kondiiitin periferik sinir defektlerinde otolog sinir greftine alternatif yeni bir
biyolojik kondiiit oldugu ve klinik wuygulamalarda da kullanilabilecegi
diistiniilmektedir.
Anahtar Kelimler: Adipoz doku kokenli mezenkimal kok hiicre, amniyotik
membran, hiicre tabaka miihendisligi, kondiiit, periferik sinir
cerrahisi.

Calismamiz Tiibitak 1001 programi kapsaminda 119S133 proje numarasiyla
desteklenmistir.



ABSTRACT

Yilmaz, M.M., Biological Conduit Model in Peripheral Nerve Defect Repair:
Evaluation of Nerve Healing Effect of Nerve Conduit Model Including De-
Epithelialized Human Amniotic Membrane and Adipose-Derived Mesenchymal
Stem Cell Layer. Hacettepe University Faculty of Medicine, Thesis in Plastic,
Reconstructive and Aesthetic Surgery, Ankara, 2020. Although the first choice for
reconstruction of nerve defects in peripheral nerve injuries is autologous nerve graft,
new searches continue due to the fact that it requires functional nerve sacrification,
severe donor site disadvantages and suboptimal neural regeneration. In the study, as
an alternative to the nerve graft, a biological conduit, consisting of an adipocyte-
derived mesenchymal stem cell sheet (ADMSC) and amniotic membrane (AM), which
is thought to create a favorable environment for nerve regeneration, was designed. In
order to evaluate the effect of the produced conduit on neural regeneration, 10 mm
sciatic nerve defect was created in rats and as control groups; sham control group,
negative control group and nerve autograft group; As the experimental groups, the
conduit consisting of the ADMSC sheet and AM, the PGA tube conduit, only the
conduit consisting of AM were used. The effects of different nerve repair methods on
the peripheral nerve and gastrocnemius muscle were evaluated by functional,
histological and immunohistochemical tests. When comparing the number of
myelinated axons between groups; The mean value of the number of myelinated axons
of the mid section was significantly higher in the group using the AM and ADMSC
sheet compared to the groups using PGA tube conduit and only AM. It was observed
that the number of myelinated axons belonging to the distal part of the peripheral nerve
was significantly higher in the group using AM and ADMSC sheet than the group
using PGA tube conduit (p <0.05). Percentage of S100 positive area in the proximal
nerve section the group using AM and ADMSC sheet were found to be significantly
higher than groups that PGA tube conduit and using only AM (respectively; p<0.05,
p<0.001); in the middle part, the AM and ADMSC sheet were found to be significantly
higher than the group using AM only (p<0.05). Percentage of gastrocnemius collagen
fiber area AM and ADMSC sheet was found to be statistically lower than the group
using PGA tube (p<0.05). In the evaluation of muscle fiber diameter; While the group
using AM and ADMSC sheet was lower than the group using autologous nerve graft,
the PGA tube conduit was found to be significantly higher than the group using only
AM (p<0.001). Muscle weight index was significantly higher in the group using AM
and ADMSC sheet compared to the group using PGA tube conduit (p<0.05). In the
group using AM and ADMSC sheet, it was observed that nerve regeneration was faster
by detecting PGA tube conduit and earlier improvement in pin-prick test and SFI
compared to the groups using only AM. As a result; It is thought that the biological
conduit formed from the AM and ADMSC sheet is a new biological conduit that is an
alternative to nerve autograft in peripheral nerve defects and can be used in clinical
applications.

Keywords: Adipose tissue-derived mesenchymal stem cell, amniotic membrane, cell

sheet engineering, conduit, peripheral nerve surgery.

Our research was funded with the project number 119S133 under the Tiibitak 1001
program.
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1. GIRIS

Periferik sinir yaralanmalarinda, yetersiz sinir iyilesmesi sonucu kalici
fonksiyon kayiplar1 olabilmektedir. Bu nedenle tedavi motor, duyusal ve otonomik
tyilesmeyi en iist diizeyde tutacak sekilde planlanmalidir. Travmaya ugrayan periferik
sinirlerde yaralanma boélgesinin proksimalinde ve distalinde belirli degisiklikler
izlenir. Sinir liflerinin diger dokular yerine sinire dogru biiyiimesi kesik uglar
arasindaki mesafeye baglidir. Sinir yaralanmalarinda tam kat kesi oldugu durumlarda,
sinir gerginlik olmadan onarilabiliyor ise u¢ uca onarim saglanmis olur. Ancak sinir
proksimal ve distal kismi1 u¢ uca gelmedigi durumlarda sinir greftleri, kondiiitler,

allogreftler ve sinir transferleri tedavi secenekleri arasindadir (1, 2).

Sinir defektlerinin onariminda altin standart yaklagim otolog sinir greftlerinin
kullanimidir (3). Ancak sinir greftlerinin kullanimi i¢in ayni bireyin fonksiyonel bir
sinirinin bu amagla sakrifiye edilmesi, yliriitmekte oldugu islevin feda edilmesi
gerekmektedir ve fonksiyonel iyilesme hala optimal degildir. Verici alanda da
enfeksiyon, parestezi, néroma olusumu, agr1 gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Dolayistyla periferik sinir kayiplarinin tedavisinde morbiditesi daha az, daha kolay ve

daha iyi fonksiyonel sonuglar saglayacak bir yonteme ihtiyag¢ vardir (4).

Sinir grefti kullanimina alternatif olarak one c¢ikan yaklagimlardan biri
biyolojik veya sentetik sinir kondiiitleridir. Ancak bazi sentetik kondiiitlerin rezorbe
olmamasi, viiciitta yabanci cisim reaksiyonu meydana getirmesi ve kontrolsiiz
inflamasyon gelistirmesi gibi kisitlamalar1 6ne ¢ikmaktadir. Sinir kondiiitleri bos tiip
olarak da dizayn edilebilir, hiicre destegi ile noral rejenerasyonu arttirmasi da
hedeflenebilir. Schwann hiicrelerinin ve kok hiicre temelli tedavilerin sinir
rejenerasyonuna etkisi bilinmektedir. Yapilan pek ¢ok ¢alismada sigan AKMKH’lerin
periferik sinir onariminda Schwann hiicreleri yerine alternatif hiicre kaynag1 olarak

kullanilabilecegi gosterilmistir (5, 6).

Calismamizda; biyomiihendislik alaninda yeni bir yontem olan hiicre tabaka
teknolojisi (cell sheet technology) ile AKMKH’leri tabaka haline getirip kok
hiicrelerin transplante edildigi bolgede kalmasi ve bdylece sinir rejenerasyonunun

desteklenmesi planlanmistir. Amniyotik membranin biyobozunur bir doku olmasi



nedeniyle, diger caligmalarda kullanilmis sentetik kondiiitlerde rastlanan bazi
komplikasyonlarin (yabanci cisim reaksiyonu, artmis inflamatuar reaksiyon vb.)
Oniine gecilmesi i¢in kok hiicre tabasina skafold olarak kullanilmasi planlanmistir.
Tasarlanan biyolojik kondiiitin hem amniyotik membran hem de kok hiicre
tabakalarin1 igermesi ve bu tabakalardan salgilanacak biliylime faktorleri ve

sitokinlerin rejenerasyon siirecine olumlu etki yapmasi beklenmektedir (7).

Sunulan ¢alismada; doku miihendisligi alaninda giincel bir yaklagim olan hiicre
tabaka teknolojisi (cell sheet technology) ile adipoz kdokenli mezenkimal kok hiicre
tabakasi iiretip, rejeneratif tipta etkinligi bilinen amniyotik membran ile kombine
ederek tamamen biyolojik bir kondiiit iiretilmesi ve siganlarda siyatik sinir hasari
olusturularak periferik sinir iyilesmesi iizerine etkinliginin degerlendirilmesi

amagclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi, i¢ ve dis ortamdan gelen uyarilar1 alip analiz eden ve uygun
cevaplar olusturarak ilgili organlara ileten benzersiz bir sistemdir. Sinir sistemi
anatomik olarak santral sinir sistemi ve periferik sinir sistemi olmak {izere iki boliime
ayrilir (8). Santral sinir sistemi, beyin ve medulla spinalisten olusur. Viicudumuzun
icinden ve cevreden gelen bilgilerin degerlendirilip entegre edildigi, istemli ve
istemsiz hareketlerin yapilmasi i¢in gerekli uyarilarin verildigi; zeka, hafiza, 6grenme

ve emosyonel fonksiyonlarin diizenlendigi merkezdir (9).

2.1.1. Periferik Sinir Sistemi

Periferik sinir sistemini; periferik sinirler, gangliyonlar ve serbest sinir
sonlanmalar1 olusturur. Periferik hedef organlar ile santral sinir sistemi arasinda ¢ift
yonlii uyar1 iletimini saglar. Motor, duyu ve otonom olmak iizere 3 tip periferik sinir
bulunmaktadir. Bunlardan motor sinirlerin hiicre gdvdeleri medulla spinalis 6n
boynuzunda, duyu sinirlerinin hiicre govdeleri ise dorsal spinal arka kok gangliyonlari
igerisinde yerlesmistir. Afferent liflerle alman duyu mesajlar1 arka kok
gangliyonlarina, oradan da arka boynuza gelir ve motor iletiler omurilik 6n boynuz

hiicrelerinden perifere uzanarak iletilirler (8).

Noronlar

Sinir hiicreleri ya da noronlar, karmasik yapisal ozellik gosteren bagimsiz
anatomik ve islevsel birimlerdir. Noronlar; dendritler, hiicre govdesi (perikaryon) ve
akson olmak tizere 3 boliimden olusurlar (Sekil 2.1). Dentritler, uyarty1 almak iizere
Ozellesmis cok sayida uzantilardir. Hiicre gdvdesi, tiim hiicrenin beslenmesi ile ilgili

merkezdir. Akson ise tek bir uzantidir; sinir uyarisini iletmek tizere 6zellesmistir (1, 10).
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Sekil 2.1. Motor noron ¢izimi (11)

Dentritler ¢ok sayida sinyal alirlar ve sinyallerin néronda islenmeye baslandigi
bolgelerdir. Dentritlerin dallanmasi, néronun diger sinir hiicrelerinden daha fazla sayida
akson ucu almasimi miimkiin kilar. Perikaryon olarak da adlandirilan hiicre govdesi,
ndronun c¢ekirdek ve ¢evresindeki sitoplazmasimni kapsayan boliimdiir. Algilama
oOzellikleri bulunmasina karsin esas olarak beslenmeyle ilgili merkezdir (8, 9, 11).
Noronlar tek bir aksona sahiptir, cok az bir kisminda hi¢ akson bulunmaz. Aksonlar cok
uzun yapilardir, bazi aksonlarmn boyu 100 cm’e ulasabilir. Aksonlar, perikaryonda
olusan akson tepesi denilen bir bolgeden ¢ikarlar. Aksonun plazma zarina aksolemma,
icerigine ise aksoplazma denir. Aksoplazma da poliribozomlar ve graniillii endoplazmik
retikulumlar bulunmaz, perikaryona bagimlidirlar. Bu nedenle akson kesilecek olursa

kesigin ¢evresel boliimii bozunur ve yasamina devam edemez (3, 8, 9).

Noronlar sitoplazmik uzantilarinin sayisina gore isimlendirilirler. Bir akson ve

birden ¢ok dendriti olan ndronlara multipolar néron, bir akson ve bir dentriti olan



néronlara bipolar ndron, tek bir uzantis1 olan noronlara unipolar ndron
(pseddounipolar néron) denir (Sekil 2.2). Unipolar néronlarin perikaryonundan ¢ikan
tek uzant1 bir siire sonra T veya Y seklinde dallanarak ikiye ayrilir. Bu nedenle

literatiirde daha ¢ok psodounipolar olarak isimlendirilmektedir (9, 11).

Baglica niiron tipleri

Cift kutuplu Gok kutuplu Yalanci gok kutuplu
Dendritler

Uyart yonii

1
Akson Akson ' Akson

Sekil 2.2. Baglica noron tipleri (9)

Noronlar fonksiyonel olarak 3 grupta incelenirler. Duyusal ndronlar; ¢evredeki

reseptOrlerden aldiklari uyariy1 santral sinir sistemine tasirlar.

Motor noéronlar; santral sinir sistemi ve gangliyonlardan periferdeki eftektor
hiicrelere uyarty1 tagirlar. Interndronlar (ara ndronlar); duyusal ve motor ndronlar

arasinda entegrasyonu saglayan araci sistem olarak gorev alirlar (12).

Sinir sisteminde hiicreler birbirleri ile ve efektor hiicrelerle sinaps olarak
bilinen 6zel temas bolgeler araciligi ile iletisim kurarlar. Sinapslar aksoaksonik,
aksodentrik veya aksosomatik olabilir. Sinapslar; kimyasal ve elektriksel sinapslar
olarak da smiflandirilabilir. Kimyasal sinapslarda uyari iletimi; presinaptik nérondan
ndrotransmitter salinmasi ve post-sinaptik membranin polarizasyonunun degismesi ile

gerceklesir. Elektriksel sinapslar ise neksus (gap junction) igeren sinapslardir,



iyonlarin hiicreden hiicreye hizla gecisini saglayan bu baglantilar sayesinde elektrik

akimi hiicreden hiicreye aktarilir (8, 13).

Schwann Hiicreleri ve Miyelin Kihif

Noral krest kokenli hiicrelerdir. Bu hiicreler merkezi sinir sisteminde bulunan
oligodendrositlerle ayni isleve sahiptir; ancak periferik sinir sisteminde bulunurlar.
Schwann hiicreleri; aksonun ¢evresinde myelin kilifi olusturarak elektrik yalitimini
saglarlar, aksonlarin yeniden biiylimesi i¢in rehberlik ederler, periferik sinir

sisteminde olusan artiklar1 temizlerler (8, 9).

Periferik sinirler; somatik veya otonom sinir sistemlerinin afferent veya
efferent sinir liflerinden olusan yapilardir. Sinir lifi, bir akson ve ¢evresinde yer alan
kiliflardan meydana gelir. Sinir liflerine ait hiicre govdeleri santral sinir sisteminde
veya gangliyonlarda yer alir. Periferik sinir sistemindeki biitiin aksonlarin c¢evresi
Schwann kilifi (ndrolemma) ile bastan sona kadar sarilmistir. Genis ¢apli aksonlarda

Schwann kilifinin altinda miyelin kilifi vardir (14).
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Sekil 2.3. Schwann hiicre sitoplazmasi ve miyelin kilif arasindaki iliskinin {i¢ boyutlu

¢izimi (11)



Normal bir sinir, miyelinli ya da miyelinsiz aksonlar olarak fasikiiler demetler
halinde organize olmus yapilardir (1). Periferik sinir sisteminde, Schwann hiicresinin
plazma zar1 akson etrafinda donerek onu sarar ve lipoprotein kompleksi olan miyelin
kilift olusturur (Sekil 2.3). Miyelin kilif; yag oran1 diger hiicre zarlarina gore daha
yiiksek olan, ¢ok sayida degismis hiicre zarindan olusur (9). Miyelin kilifi, aksonu
endondriyumun bag dokusundan ayirir. Miyelin kilifin varlig1 uyarun hizli yayilmasini
saglar. Akson tepesinde ve aksonun sinaps yapacagi boliimlerde miyelin kilif
bulunmaz (8). Sinir lifi boyunca miyelin kilif yer yer kesintiye ugrar. Myelin kilifin
bulunmadig1 bu alanlara Ranvier nodlar1 veya Ranvier bogumlart denir. Schwann
hiicreleri akson boyunca siralandigi i¢in, iki komsu Schwann hiicresi arasinda miyelin

kilif bulunmaz. Miyelin kilifta izlenen ince yariklara ise Schmidt-Lanterman yariklari

denir (1, 8, 9).

Periferik Sinir Bag Dokusu

Periferik noéral doku; endondriyum, perindriyum ve epindriyum olmak iizere
lic ana konnektif doku ile desteklenirler (Sekil 2.4). En icteki tabaka; akson ve
Schwann hiicresini saran, mikrodamarlar araciligi ile beslenmesini saglayan gevsek
areolar doku endonériyumdur. Ayni hedefe yonelen aksonlar birleserek fasikiilleri
olustururlar. Fasikiiler gruplart saran konnektif doku ise perinériyumdur. Fasikiiller
sinirin gerilme direncinden sorumludurlar. Perindriyum, kan-sinir bariyerine katkida
bulunan, metabolik olarak aktif bir diflizyon bariyeridir. Perindriyumun ayni
tabakasinda bulunan hiicreler arasinda siki baglanti kompleksleri bulunur. En dis
tabaka epindriyumdur. Mezonoriyum; epindriyumu cevre yapilara baglayan ve
hareketler sirasinda sinirin diger dokular {izerinden kaymasina yardimect olan, ince

areolar konnektif dokudur (1, 2).
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Sekil 2.4. Periferik sinir ¢izimi (1)

Vaskiiler Yapi

Periferik sinirlerin beslenmesi, sinir icerisinde damar ag1 olusturmus segmental
besleyici arterler araciligi ile olur (15). Vasa nervorum isimli damarlar epinériyum
boyunca ylizeyel ve longitudinal olarak seyreder. Vasa nervorumlar interfasikiiler
perindriyumda bulunan intranéral damarlara dal gonderirler ve bu damalar da
endondriyum igerisinde uzanan bir kapiller agina doniisiir. Bu zengin kanlanma

sayesinde sinir, uzun bir segment boyunca mobilize edilebilir (1).

Gangliyonlar

Bag dokusu ile desteklenmis, sinir hiicre govdelerini, uzantilarii ve satellit
hiicrelerini igeren yapilardir. Santral sinir sisteminde hiicre govdeleri niikleuslarda,
santral sinir sistemi disinda ise gangliyonlarda yerlesir. Periferik sinir sisteminde
kraniospinal (duyusal) ve otonom (motor ve viseral) gangliyonlar olmak tizere iki tip

gangliyon bulunur (16).

Serbest Sinir Sonlanmalari

Duyusal reseptorler, i¢ ve dis ortamdan gelen uyarilar1 afferent sinir uyarisi

sekline doniistiiren sinir sonlanmalar1 veya oOzellesmis hiicrelerdir. Santral sinir



sistemine ulastirilan bu uyarilara kars1 uygun cevaplar gelisir. Duyusal reseptorler
eksteroseptor, interoseptor ve propriyoseptor olmak lizere ilice ayrilir. Meissner
korpiiskiilleri, Pacini korpiskiilleri, Krause korpiiskiilleri ve Ruffini korpiiskiilleri

biitiin viicutta bag dokusu iginde rastlanan serbest sinir sonlanmalaridir (8, 9).

2.2. Periferik Sinir Dejenerasyonu ve Rejenerasyonu

Noronlarin béliinme yetenekleri yoktur. Noronlarin aksine; periferik sinir
sisteminde yer alan Schwann hiicreleri ile gangliyonlardaki satellit hiicrelerin boliinme
yetenekleri vardir. Bir sinirin aksonu kesildiginde; once dejenerasyon, sonrasinda ise
rejenerasyon meydana gelir. Periferik sinirlerde yaralanma sonrasi, hasar bdlgesinin
proksimalinde ve distalinde belirli degisiklikler gozlenir (Sekil 2.5). Proksimal parca
trofik merkezle (perikaryon) baglantisi siirdiiriir ve ¢ogunlukla onarilir (9). Distal
kisimdaki akson ve miyelin kilif birkag giin i¢ginde parcalara ayrilir. Fagositik hiicreler
bu alani temizler. Bu dejenerasyona anterograd dejenerasyon veya Wallerian

dejenerasyonu denir (17, 18).

Yaralanma sonucu perikaryondaki gelisen dejenerasyona ise kromatoliz denir.
Sitoplazmadaki bazofililigin azalmasi sonucunda Nissl cisimciklerinin merkezden
perifere dogru dagilmasi, perikaryon hacminde artis ve ¢ekirdegin perifere ¢ekilmesi
meydana gelmektedir. Yaralanma zonundaki aksonun proksimal kisminin kiiciik bir
boliimii dejenere olduktan sonra rejenere olmaya baslar (9, 19). Schwann hiicreleri; pro-
rejeneratif fenotip kazanarak rejenere olan aksonlar rezidii endonéral tiipler boyunca

hedeflerine yonlendirme ve tekrar miyelinize etme gorevini istlenirler (1, 20, 21).

Rejenere olan lifler hem doku hem de son organ seg¢iciligi gostermektedir. Bu
stirece norotopizm denir. Sinir liflerinin diger dokular yerine sinire dogru
biiyliyebilmesi i¢in distal parcanin etki gosterebilecegi kritik aralik mesafesi nem arz
etmektedir. Distal sinir segmentinde Schwann hiicreleri, fibroblastlar, miyositler ve
hasarli aksonlar belirli yogunluk ve zamanlarda bir dizi ndrotrofik faktor ekspresyonu

yaparlar. Norotrofinler sinir liflerinin uzamasini ve olgunlagmasini saglarlar (1, 22).
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Sekil 2.5. Periferik sinir dejenerasyonu ve rejenerasyonu (14)

Schwann hiicreleri ¢ogalarak hiicre siitunlar1 olusturmaya baglarlar. Bu

siitunlar akson uzamasina yol gosterici islev iistlenir. Akson biiyiir ve dallanarak,
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Schwann hiicrelerinin olusturdugu siitunlar dogrultusunda ilerleyerek birkag filaman
olusturur. Yalnizca bu siitunlara girebilen lifler biiylimeye devam edip efektor organa
ulagabilir. Rejenerasyonun islevsel olmasi icin liflerin dogru yere yonelmesi
gerekmektedir. Bununla birlikte miks tip sinirlerde rejenere olan duyusal sinirler

motor son plaga yonelirse islev geri donmeyecektir (9, 23).

Schwann hiicreleri; makrofajlar ile etkileserek immun cevapta rol oynamasi,
distal gilidiikte miyelin debrislerin ortadan kaldirilmasina aktif yardim ederek
Wallerian dejenerasyonuna katkida bulunmasi, Biingner bantlarini olusturarak aksonal
filizlenmenin hedef organa dogru olmasini saglamasi, sinir rejenerasyonuna yardim
edip kolaylastiran birgok sitokin ve norotrofik faktor salgilamasi nedenleriyle sinir

rejenerasyonunda kilit rol oynamaktadir (24-26).

2.2.1. Norotrofik Faktorler

Norotrofik faktorler, noronlarin sag kalimmi ve biliylimesini artiran
makromolekiiler yapida polipeptitlerdir. Travma sonrasi, distal sinir giidiigi ya da
denervasyona ugramis kas gibi hedef organ veya distal yapilardan salinirlar. Retrograd

aksonal transport ile somaya taginirlar ve burada etkilerini gosterirler (27-29).

Norotrofik faktorler; norotrofinler, nérokinler ve transforme edici biiylime

faktorii beta siiper ailesi (TGF-B) olmak iizere ii¢ ana grupta siniflandirilirlar (30).

Norotrofinler; sinir bliytime faktorii (NGF), beyin kaynakli norotrofik faktor
(BDNF), norotrofin—3 (NT-3), norotrofin—4/5 (NT-4/5) ve norotrofin—6 (NT-6)’dan
olusmaktadir (25, 28).

Norokinler; silier ndrotrofik faktor (CNTF), 16semi inhibitor faktor (LIF) ve
interlokin—6 (IL—6)’dan olusmaktadir (31).

TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3’e ek olarak glia kaynakli norotrofik faktor de
(GDNF) transforme edici biiyiime faktorii beta siiper ailesi (TGF-B)’ne dahildir (32).

Bu faktorlerin disinda, sinir rejenerasyonunun farkli asamalarinda etki
gosteren; trombosit kaynakli bliyiime faktorii (PDGF), vaskiiler endotelyal biiyime
faktorii (VEGF), fibroblast biiytime faktorii (FGF), timor nekroz faktorii (TNF),
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insiilin benzeri biiyiime faktori-1 ve 2 (ILGF-1 ve 2), endotelyal biiyiime faktorii
(EGF) gibi biiytime faktorleri de vardir (33-37).

Norotrofinler ‘p75°¢ olarak adlandirilan diistik affiniteli NGF reseptorlerine ve
‘trk® olarak adlandirilan yiiksek affiniteli tirozin kinaz reseptorlerine baglanarak
etkilerini gosterirler. Norotrofik faktorler, farkli duyu noronlarinda ayni biyolojik
etkiyi gdstermezler. Ornegin mekanoresdpteler ve proprioseptdrler farkli ndrotrofik

faktorlerden etkilenmektedir (33, 38).

2.3. Sinir Yaralanmalari ve Siniflandirilmasi

Sinir yaralanmasinin siniflandirilmasi, ilk olarak 1943’de Seddon ve 1951°de
Sunderland tarafindan 6nerilmistir. Mackinnon tarafindan karisik yaralanmay: tarif
eden altincit kategorinin eklenmesiyle genisletilmistir (Tablo 2.1, Sekil 2.6).

Yaralanmanin seviyesi ve derecesi tedavide belirleyici noktalardandir (1, 39, 40).

Tablo 2.1. Periferik sinir hasar siniflandirmalari (41)

Seddon Sunderland

Patoloji Iyilesme
Siniflamasi Siniflamasi
Noropraksi 1.Derece Miyelin hasar1 ve iskemi Hizli /mitkemmel
2.Derece Akson bqtufllugu kay.b(?.l mus; eniionoryum, Yavag/miikemmel
perinéryum, epinéryum saglam
2 Derece . Abkslon ve endo?éryum bﬁtﬁpl}igﬁ Yavas/ inkomplet
. . aybolmus; perinéryum ve epinéryum . .
Aksonotmezis Y P Savliyu Ve epimotyy Cerrahi gerekebilir
glam
Ak dons - Koti
son, endondryum ve perindryum .
4.Derece biitiinliigii kaybolmus, epinéryum saglam Cerrahi ger_1e|de
gerekli
T, Koti
5.Derece Sinir biitiinliigiiniin tamaminin kaybolmasi . .
- . Cerrahi gerekli
Norotmezis T v
6.Derece 1-4. derece sinir yaralanmalarinin Koti
(Mackinnon) kombinasyonu + normal fasikiil Cerrahi gerekli

Cerrahi uygulanmadan iyilesme potansiyeli olan yaralanmalar birinci, ikinci ve
ticiincli derece yaralanmalardir. Birinci derece yaralanma fonksiyonel olarak hizla

iyilesir. Ikinci derece yaralanma daha yavas iyilesir, iigiincii derece yaralanma ise
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yetersiz veya yavas iyilesme gosterir. Dort ve besinci derece yaralanmalar cerrahi
miidahale olmadan iyilesme gdstermezler. Altinct derece yaralanma degisken iyilesme

gosterir (1).

Birinci derece yaralanma (noropraksi): Segmental demiyelinizasyona yol
acabilecek bolgesel bir iletim blogu olusmustur. Aksonlar hasar gormemistir.

Remiyelinizasyon sonrasi kendiliginden iyilesme goriiliir.

Ikinci derece yaralanma (aksonotmezis): Aksonal hasar olusur ve distal
segment Wallerian dejenerasyonuna ugrar. Destek bag doku tabakalarinda hasar

goriilmez. Iyilesme tam olarak beklenmektedir. Tinel bulgusu ile rejenerasyon takip
edilebilir.

Uciincii derece yaralanma (aksonotmezis): Aksonlar, miyelin kilifi ve
endondriyum hasar gormiistiir. Distal segmentte Wallerian dejenerasyonu ve
endondriyumda fibrozis gergeklesir. Endondriyumdaki skara sekonder olarak sinir

liflerinin son organa ulagmasi engellenecegi i¢in iyilesme eksik olacaktir.

Dordiincii derece yaralanma (aksonotmezis): Sinir devamlilik halindedir
ancak endondriyum ve perindriyumun yaralanmasi sebebiyle tam bir skar blogu

mevcuttur. Cerrahi tedavide skar blogunun eksizyonu ve onarimi dnerilmektedir.

Besinci derece yaralanma (norotmezis): Sinir kesilerek biitiinligiini
tamamen kaybetmistir. Rejenerasyonun gerceklesebilmesi icin cerrahi miidahale

gerekmektedir.

Altinc1 derece yaralanma (ndrotmezis): Bu yaralanma tipi, daha Once
tariflenen bes yaralanma tipinin herhangi bir sekilde kombinasyonunu belirtir.
Ogzellikle ezilme tipi yaralanmalarda hasar sinirde uzunlamasmna meydana

gelmektedir. Hasar derecesi sinir boyunca fasikiilden fasikiile farklilik gosterebilir (1).
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Saglam Saglam
4 2 Endonéryum
Miyelin kilif Akson endonGryum SlfschJ?!T;r Hasarli miyelin
Enidondryars asarli aksonlarin|\ Kiliflarin kaviteleri
ve miyelin kiliflari

kaviteleri

Normal fasikiil {

Saglam
Endondériyum

Mesondryum

Saglam sinir
lifleri

6. derece

Sekil 2.6. Sinir yaralanmalarinin siniflandirilmasi (1)

2.4. Periferik Sinir Cerrahisi

Periferik sinir cerrahisinde en iyi sonuclarin, keskin temiz kesi sonrasi, sinirin
aninda onarimu ile elde edilebildigi belirtilmektedir. Onarim; ilk 24 saat icerisinde

yapilirsa primer onarim, ilk bir hafta igerisinde yapilirsa gecikmis primer onarim, bir
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haftadan daha uzun siire gecikme olursa sekonder onarim olarak tanimlanir. Gecikmis
onarim; fibrozis, retraksiyon, kompliyans kayb1 gibi nedenlerle direkt sinir onarim
sansin1 ortadan kaldirabilir. Primer onarim; keskin laserasyonlarda, temiz yaralarda
endikedir. Sinir yaralanma bolgesinin net olmadigi, ekstremite iskeletinin instabil
oldugu, ciddi vaskiiler yetmezlik, eslik eden hayati tehdit olusturan durumlar

varliginda gecikmis primer onarim ya da sekonder onarim uygulanir (10, 42, 43).

2.4.1. U¢-Uca Sinir Onarim Sec¢enekleri
Perinoral (Fasikiiler) Onarim

Perindral onarimin epindral onarima istiinliigli kanitlanmamistir. Ancak bes
fasikiilden daha az fasikiil iceren sinirlerde veya sinir grefti kullanildigr durumlarda
perindral onarim uygun olabilir (Sekil 2.7). Diger onarim tekniklerine gére avantajlari
arasinda; sinir giidiiglinde daha iyi miyelinazyon potansiyeli olmasi, rejenere olan
aksonlarin distal giidiige ge¢gme oranlarinda artis ve bunun sonucunda daha iyi duyu
ve motor son organ iyilesmesi gosterilebilir. Dezavantajlar1 ise; operasyon siiresinde
uzama, dikis kalabaligi, yanlis fasikiillerin karsilikli onarim ihtimali, potansiyel

dolagim bozuklugu ve daha fazla fibrozis olarak sdylenebilir (10, 44, 45).

Grup Fasikiiler Onarim

Periferik sinir onariminin amagclarindan biri proksimal segmentteki motor ve
duyu fasikiillerin, distalde kendilerine karsilik gelen fasikiiller ile devamliliginin
saglanmasidir (1). Yaralanma seviyesi motor ve duyu fasikiil gruplarmin ayirt
edilebildigi bir seviyede ise tercih edilebilir (Sekil 2.7). Bu onarim tekniginine, ulnar

ve median sinirin 6n koldaki onarimlar1 6rnek olarak verebilir (10, 46, 47).

Epinoral Onarim

Dijital sinir onarimlarinda en uygun tekniktir (Sekil 2.7). Literatiirde epindral
onarim ile diger onarim tekniklerinin sonuglarinin benzer oldugu bildirilmistir.
Avantajlar1 arasinda; kisa operasyon siiresi, daha basit teknik, intrandral dokuya

miidahale edilmediginden fibroziste azalma ve daha az biiylitme altinda



16

gerceklestirilmesi sayilabilir (48). Dezavantajlar1 ise; spesifik fasikiiler yerlesimin
yapilamamas1 ve sinir uglar kisaltildigi icin gerginlik olusma ihtimali olarak

belirtilebilir (10, 49, 50).
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Sekil 2.7. Sinir onarim teknikleri (10)

2.4.2. Sinir Uc¢lan Arasinda Bosluk Kaldiginda Secenekler

Bir sinirin primer onarimi esnasinda sinire ait uglar gerginliksiz durmalidir. Bu
durumlarda gerginliksiz primer koaptasyon yapilabilmesi i¢in sinir mobilize edilebilir,
transpoze edilebilir ve kemik kisaltilmasi yapilabilir. Distal sinir ucunun hedef dokuya
direkt olarak implantasyonu, yani norotizasyon da bir segenektir. Onarim primer
yapilamiyorsa; defektif alanin onariminda segenekler arasinda olan otolog sinir grefti,
sinir allogreti, u¢ yan onarim teknigi agsagida siralanmistir (10, 51). Sinir kondiiitleri

de ayr bir baglik altinda incelenmistir.

Otolog Sinir grefti

U¢ uca koaptasyonun gergin oldugu durumlarda endikedir. Sinir uglar
arasinda bosluk kaldig1 durumlarda kullanilabilecek teknikler arasinda altin standart
konumundadir. Ideal donér sinirin zellikleri; énemli olmayan duyu kusuru yaratmast,
uzun dallanmayan segmentler icermesi, kolayca ulasilabilir olmasi, az interfasikiiler

baglanti igeren biiyiik fasikiillerden olusmasi olarak siralanabilir (10, 44).
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Otolog Sinir grefti uygulamalarinda 6nemli noktalardan biri, proksimal ve distal
nororafi hatlarindan maksimum aksonun ge¢mesini saglayabilmektir. Distale
maksimum sayida aksonun ydnlendirilebilmesi i¢in sinir greftleri ters dondiirtilerek
onarim yapilir. Sinir greftinin ters dondiiriilmesi 6zellikle dallar iceren uzun bir sinir
grefti kullanildiginda 6nemlidir. Greft anatomik olarak yerlestirilirse bazi rejenere olan
aksonlar distal onarim hattin1 gegmek yerine bu dallar boyunca ilerleyebilir. Eger greft

ters konumlandirilir ise tiim rejenere olan aksonlar distale dogru ilerleyecektir (1, 52).

Insanda en sik kullanilan donér sinir, saf duyu siniri olan sural sinirdir. Stk
kullanilan diger dondr sinirler arasinda; medial ve lateral antebrakiyal kiitandz sinir,
posterior interosse6z sinirin distal segmenti sayilabilir (53). Sural sinirin
dezavantajlari; iist ekstremite i¢in kullanilacak ise ayri1 bir donor sahada olmasi ve
noral bag doku bilesen oraninin medial ve lateral antebrakiyal kiitandz sinir gibi iist

ekstremite sinirlerine gére daha verimsiz olmasi olarak sdylenebilir.

Periferik sinir rekonstriiksiyonunda vaskiilarize sinirlerin rolii kisithidir (54).
Radyasyon hasarina sekonder olgular gibi alict alanin ileri derecede fibrozisi ve

vaskiiler yetmezligi durumlarinda vaskiilarize sinir greftlerinin kullanimi literatiirde

yer almaktadir (10, 55, 56).

Ug¢-yan onarim

Proksimal sinir ucunun bulunamadigi sadece distal ucun bulundugu duyu siniri
yaralanmalarinda yapilmasi diisliniilebilir. Motor sinirlerde bu onarim teknigi
onerilmemektedir. Sonuglar1 primer onarim ve otolog sinir grefti uygulamalarina gore
daha kotiidiir (57). Bu onarimda miikemmel bir duyu restorasyonu saglanmasa da bir
miktar duyu kazanimi olacaktir, bununla birlikte distal kaynakli sinir agrist da

engellenebilir (10, 58, 59).

Sinir Allogrefti

Sinir allogreftlerinin, genis periferik sinir yaralanmasi durumunda, donér sinir
miktar1 yetmediginde kullanildig1 yayinlar mevcuttur (60). Alici immiinsiipresyonu

gerektiren bir yontemdir (61). Noral rejenerasyon tamamlandiktan sonra allogreftteki
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bilesenler alict orijinli olur (62). Hem immiinsiipresif hem de ndrorejeneratif
ozelliklerinden dolay1 periferik sinir allogreftleri ile tedavi edilen hastalarda en uygun
ajanin takrolimus oldugu diisiintilmektedir. Takrolimus aksonlarin sinir allogrefti
igerisinden gecis hizim1 arttirarak, immiinstipresif kullanim siiresini kisaltir ve
immiinsiipresif kullanimindan ortaya ¢ikacak komplikasyonlar1 azaltmaya yardimci
olabilir (63, 64).

Periferik sinir allotransplatasyonu oncesinde hem sinir allogreftleri hem de
potansiyel alict adaylar belirli islemlerden gegerler. Sinir allogreftleri, ABO kan
tiplendirmesi yapilmis ve seronegatif vericilerden alinir. Bu greftler 5°C’de soguk
saklama soliisyonunda en az 7 giin saklanir. Soliisyona penisilin G, deksametazon ve
inslilin takviye edilir. Alicida ise islemden Once takrolimus, azatiyoprin ve
prednizondan olusan immiinsiipresyon tedavisine baslanir. Firsat¢i enfeksiyonlar

engellemek i¢in antibiyotik profilaksisi yapilir (64).

Immiinsiipresyon sinir iyilesme bulgusu basladiktan 6 ay sonrasma kadar
devam ettirilir. Rejeksiyon akut ya da daha ge¢ donemde olabilir. Periferik sinir
allogreft rejeksiyonu yliizeyel flebit tablosuna benzer sekilde enflamasyon, kizariklik,

hassasiyet seklinde klinige yansir (1).

Kadavra kaynakli islenmis sinir allogreftlerinin klinik uygulamalari literatiirde
mevcuttur (Avance Nerve Graft; AxoGen, Inc, Alachua, FL) (65). Bu tip allogreft
deseliilarize insan sinir dokusu igerir, bu nedenle immiin yanit gelismez. Sinir
dokusunun mikroyapisinin korundugu belirtilmektedir. Bu greftler degisik cap ve

uzunlukta hazir bulunurlar (66).

2.5. Sinir Kondiiitleri

Yapilan deneysel ¢aligmalar gdstermistir ki otojen sinir greftlerine benzer
sekilde cesitli biyolojik ve sentetik iletici tiip yap1 kullanimai ile de néral rejenerasyon
icin uygun mikrogevre saglanmaktadir. Kullanilan biyolojik kondiiitlere amniyotik
membran, arter, ven, kas, tendon Ornek verilebilir. Sentetik materyaller ise
biyodegrade olabilen [kollajen, hyaliironik asit, jelatin, polikaprolakton (PCL),
polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA) vb.] ve degrade olmayan [silikon, plastik,
polivinil alkol (PVA) vb.] sinir kondiiitleri olarak siniflandirilabilir (67).



19

Ideal bir sinir kondiiiti; biikiilebilir olmali, uygulama esnasinda ya da
sonrasinda kollapsa ugramamali, inflamatuar cevabi az olmali, dokuya uyumlu olmali,
immiinreaktif veya sitotoksik etkili olmamali, akson rejenerasyonunu hizlandirmali ve
arttirmali, sterilizasyonu kolay olmali, enfeksiyon olusum riskini arttirmamali,
biyoaktif molekiillerin gegisine izin vermeli, kolay bulunabilir olmali ve rezorbe

olmalidir (68, 69).

Ancak sentetik kondiiitlerin viicutta rezorbe olmamasi, yabanci cisim
reaksiyonu meydana getirmesi ve kontrolsiiz inflamasyon gelistirmesi gibi
kisitlamalar1 6ne ¢ikmaktadir (70). Sentetik sinir kondiiitleri giinimiizde, kii¢iik ¢aplt
sinirler i¢in 3 cm’nin altindaki defektlerde, biiyiik ¢apli sinirler i¢in 5 mm’nin altindaki

defektlerin rekonstriiksiyonunda dnerilmektedir (1, 71).

Kondiiitler; rejenere olan aksonlari ¢evre ortamdan ayirarak rejenerasyonu
hizlandirirlar, makromolekiillerin liimen ile ¢evre doku arasindaki serbest
difizyonunu simirlarlar. Kondiitin boyutu, duvar gegirgenligi, luminal kompartmanin

yiizey 6zelligi, elektriksel igerik gibi 6zellikleri sinir rejenerasyonunu etkiler (68, 72).

Kondiiitin yapisal 06zelliklerindeki degisiklikler sonucu; ylizey igerigi,
rejenerasyon kapasitesi, gecirgenlik, biyodegradasyon gibi 06zellikler kontrol
edilebilir. Tek liimenli kondiiitlerde noérotrofinler daha hizli salinir. Cok liimenli
kondiiitlerde daha yavas ve uzun stireli salinir. Sinir rejenerasyonu i¢in daha optimal
olan, uzun siireli yavag norotrofin salinimidir. Kondiiitlerdeki liimen sayisindaki artis

Schwann hiicre yapismasi i¢in daha ¢ok yiizey alani saglar (73, 74).

2.5.1. Biyolojik Kondiiit Materyalleri
Amniyotik membran (AM)

Insan amniyon zari, yaklasik olarak 0.02 mm ile 0.05 mm kalmligindadir.
Baslica ii¢ tabakadan olugmaktadir: tek kath kiibik epitel, bazal membran ve stroma.
Zarm iki yiizii makroskobik olarak farklilik géstermektedir. Piirlizsiiz, parlak, saydam
ve yapiskan olmayan epitel yiizii, mat ve yapiskan olan ise stromal yiiziidiir. Insan
AM’sinin immiinojenik olmadigi kabul edilmektedir. AM nin elastik olmasi ve hiicre

yapismasini kolaylastirmasi nedeniyle, AM siklikla tercih edilen bir biyomalzemedir.
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Esnek yapist tip 3, 4, 5 ve 7 kollajen igeriginin yani sira, fibronektin, laminin 1 ve 5
icermesinden kaynaklanmaktadir. AM transplantasyonu ilk kez 1910 yilinda deri
grefti olarak gergeklestirilmistir. 1940’11 yillardan beri oftalmolojide en ¢ok kullanilan
greft materyalleri arasinda yer almaktadir. AM’nin gerek yapisal biitiinligii gerekse
elastisitesi; bu dokunun doku miihendisligi alaninda da kullanimin1 giindeme
getirmektedir (75). Sinir rejenerasyonu iizerine yapilan ¢aligmalarda insan AM’sinin
hem in vitro hem de in vivo ortamda noral rejenerasyonu destekledigi gosterilmistir
(76).

AM’nin; uygun boyut ve miktarda kolayca hazirlanabilmesi, immiinojenik
olmamasi, neovaskiilarizasyonu desteklemesi, biyouyumlu olmasi ve sinir rejenere
olduk¢a biyodegrade olabilmesi, kolay manipiile edilebilmesi ve sinir iyilesmesini
desteklemesi nedenleriyle AM, deneysel ve klinik ¢aligmalarda noral rejenerasyonu

arttirma amaciyla kullanilmaktadir (7, 77, 78).

Ven grefti

Periferik duyu sinirlerinde 3 cm’den daha az sinir defekti olan olgularda
kullanilabilir (79). Ven greftinin dezavantajlari; kivrilma ve kollaps riski, fibrotik
kontraksiyona ugramasi olarak sayilabilir. Kollaps, dejenerasyon ve fibrozis sonucu
sinir rejenerasyonu duracaktir. Ven kondiitlerinin kollapsini engellemek amaci ile ven
icerisine ¢esitli materayaller yerlestirilmesi denenmistir. Kas segmentleri, kolajenden
zengin adventisya kollaps1 engellemek icin arastirilan materallerden birkagidir.
Venlerin valv mekanizmasmin sinir rejenerasyonunu engelleyecegini soyleyen
yazarlar da bulunmaktadir. Sonuglar1 primer onarim veya sinir otogrefti kullanimina

gore daha kotii olarak literatiirde belirtilmektedir (10, 80, 81).

Kas grefti

Akut yaralanmalarda duyu sinirlerinde interpozisyonel greft olarak kas lifleri
kullanilabilecegine yonelik literatiirde ¢alismalar mevcuttur. istenen ¢ap ve boyutta
kondiiit olarak hazirlanabilirler, dezavantajlar1 arasinda ise sinir rejenarasyonunun kas

igcine dogru olmasi bulunmaktadir. Nadiren kullanilir (10, 82, 83).
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Tendon grefti

Deneysel ¢aligmalarda, rat siyatik siniri iizerinde defekt olusturulup cesitli
sekillerde tendon grefti kullanilmis ve sinir onarimlarinda tendon greftlerinin

kullaniminin yararli olabilecegi raporlanmistir (84, 85).

2.5.2. Sentetik Kondiiit Materyalleri
Degrade olmayan sentetik sinir konduitleri

Degrade olmayan materyaller bariyer gorevi gortirler ve ¢evre doku ile kondiiit
arasinda molekiil gegisini azaltirlar (86). Bu nedenle deneysel caligmalar da kondiiit
igerisine konulan materyaller degistirilerek farkli ¢alisma gruplart olusturulabilir.
Silikon tiip, polietilen, elastomer hidrojel, akrilik polimer ve por6z paslanmaz gelikten

tiretilebilirler (87, 88).

Bu materyaller iizerine pordz 6zellik kazandirma, mekanik gerginlik orani gibi
modifikasyonlar yapilarak istenilen kondiiit hazirlanabilir. Degrade olmayan
materayallerin dezavantajlari arasinda; yabanci cisim reaksiyonu, kronik inflamasyon,
skar dokusu formasyonu, biikiilmemeleri ve stabil olmamalari, kompresyon sonucu
noral dokuda hasar olugmasi sayilabilir. Bu dezavantajlarindan dolay1 uzun dénemde

ikinci bir ameliyat ile ¢ikarilmalar1 gerekebilir (89).

Silikon tiip, sinir onarmminda kullanilabilen inert bir materyaldir. Biiyiik
molekiilere karsi gecirgenligi olmayan, rijit yapida, rezorbsiyona ugramayan bir
maddedir. Cevre dokudan eksojen biiytime faktorlerinin gegisine izin vermez. Silikon
tiip etrafinda inflamasyon ve fibrotik reaksiyon gelisir ve bu durum noral
rejenerasyona zarar verir. Oksijen ve diger besleyici maddelere kars1 gecirgen degildir.

Kronik irritasyon nedeni ile uzun dénemde ¢ikarilmalar1 gerekebilir (90).

Biyodegrade olabilen sentetik sinir konduitleri

Degrade olmayan materyallerin viicutta yabanci cisim reaksiyonu olusturmasi gibi
dezavantajlar ve ikinci bir cerrahi islem ile ¢ikarilmalari ihtiyacini ortadan kaldirmak i¢in

biyodegrade sinir kondiiitleri arayisi igine girilmistir. Biyodegrade kondiiitlerin;
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biikiilebilir ve pordz yapilari, mekanik gerilmelere dayanikli olmalari, Schwann hiicreleri

ve biyoaktif molekiillerin baglanabilmeleri avantajlari arasindadir (80, 87).

Poliglikolik Asit (PGA)

Poliglikolik asit (PGA), doku miihendisligi uygulamalar1 ile {i¢ boyutlu
kompozisyonda elde edilen bir materyaldir. PGA uzun siiredir cerrahide; cilt alt1 sutiir
ve abdominal mesh olarak da kullanilabilen, eriyebilen sentetik bir materyaldir.
Viicutta ortalama olarak 90 giinde erir. Ticari olarak farkli cap ve uzunlukta kullanilan
formlar1 bulunmaktadir. Cevre dokudan oksijen difiizyonuna izin verir ve fibroblast
cogalmasina olanak tanir. iki katmanli olarak dizayn edilen kondiiitlerle ilgili yapilan

calismalarda i¢ katman olarak kullanilmistir (87, 91, 92).

Poli-L-Laktid Glikolik Asit (PLGA)

Poliglaktin veya 10:90 PLGA igeren vikril mesh literatiirde bahsi gegen ilk
biyodegrade sentetik kondiiitlerdendir (93). Biikiilgen yapidadir, 180° biikiilmeler
sonras1 dahi orijinal yapisina donebilir, sutiire edilmesi kolaydir, poréz yapidadir,
madde gegisine izin verir, istenen boyutta hazirlanabilir. PLGA’nin sinir
rejenerasyonuna irritan etkisinin olabilecegi belirtilmistir ve diger dezavantaji 1s1 ve

kimyasallara kars1 direngli degildir (72).

Kollajen

Kollajen, domuz derisinden enzimatik reaksiyon ile elde edilen tip 1 ve tip 3
kollajen igeriginden olugsmaktadir (94). Telopeptidleri enzimatik reaksiyon ile elimine
edilmis olsa da antijenik 6zelligi az miktarda devam edebilmektedir. Helikal yapidadir
ve viicutta alt1 ayda hidrolize ugrar. Gegirgen yapidadir ve oksijen ile besleyici

molekiillerin transportuna izin verir (72, 95, 96).

Jelatin

Kollajenin denatiire edilmesi sonucu elde edilir. Kollajenden farki, antijenik
degildir ve daha ucuzdur. Doku uyumu 1iyi, eriyebilen bir polimerdir. Biyodegrade

sentetik kondiiitler arasinda ilk denenen materyallerdendir (87, 97).
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Hyaliironik Asit

Ekstraselliiler matriks bilesenlerinden olan hyaliironik asit; fibrozisi azaltic1 ve
fibrin matriks olusumunu arttirict 6zelliktedir. Hyaliironik asit bazli sinir kondiiitleri;
rejenere olan aksonlarin migrasyonunu arttirir, sitotoksite riski azdir ve emilebilir bir

materyaldir (34, 98).

Aljinat
Aljinat, deniz yosunundan elde edilen bir kopolimerdir. Beta-d-mannuronik

asit ve alfa-l-glukuronik asitten olusur. Doku uyumu yiiksektir, viicutta biyodegrade

olur. Sinir rejenerasyonunu arttirdigi bildirilmistir (99, 100).

Polyester ve Kopolyester

Poli-L-laktik asit (PLLA), polilaktik asit- -kaprolakton, poli-L-laktid-ko-
glikolid, poli 1,3-trimetilen karbonat- -kaprolakton (TMC), poliesteriiretan (PU) ve
polikaprolakton (PCL) gibi polyester ve kopolyesterlerin sinir rejenerasyonunda
kullanilabilecegi bildirilmistir (87, 101-103).

2.6. Periferik Sinir Rejenerasyonunda Kok Hiicreler

Kok hiicreler; ¢ok hiicreli organizmalarda bulunan, mitoz bdliinme ile
cogalabilen, kendini yenileme 6zelligi olan ve cesitli 6zellesmis hiicre tiplerine

farklilasabilen hiicrelerdir (20, 104).

Gelisim basamagina gore, embriyonik olan ve embriyonik olmayan (yetiskin,
fetal ve kadavra kok hiicreleri) kok hiicre olarak siniflandirilir. Farklilagsma
potansiyellerine gdre ise totipotent, pluripotent ve unipotent kok hiicre olarak
adlandirtlirlar (105). Totipotent kok hiicreler, embriyonik ya da ekstraembriyonik
hiicre tiplerine farklilagabilen kok hiicrelerdir. Ekstraembriyonik dokular da dahil
olmak iizere tliim embriyoyu olusturabilirler. Pluripotent kok hiicreler; biitiin
embriyonik hiicrelere farklilasabilen ancak ‘totipotent’ veya ekstraembriyonik
hiicrelere doniisemeyen kok hiicrelerdir (106). Endoderm, mezoderm ve ektoderm

germ tabakalar1 olusumunu tetiklerler. Yetiskin kok hiicreler sadece bir germ



24

tabakasinda ¢ok yonlii farklilasma kapasitesine sahiptir. Unipotent veya progenitor
kok hiicre ise belirlenmis bir hiicre tipine farklilasabilir. Farklilasma potansiyeli,
embriyonik kok hiicreden oOzellesmis doku hiicrelerine dogru gelindik¢e azalma

gosterir. Yetiskin somatik hiicrelerin farklilasma kapasitesi yoktur (6, 107).

Periferik sinir onariminda kok hiicre ¢calismalarinin sayist son yillarda giderek
artmaktadir. Kok hiicre, progenitor hiicre veya Schwann hiicre benzeri farklilasmis
kok hiicreler ile yapilan hiicre terapilerinin, sinir rejenerayonunda yapisal veya

fonksiyonel yaklasimlarla etkinligi arastirilmaktadir (108, 109).

Schwann hiicreleri, periferik sinir rejenerasyonunda primer yapisal ve
fonksiyonel hiicre grubudur. Ancak kisa siire igerisinde yeterli sayida otolog Schwann
hiicresi elde etmek zordur, bu nedenle otolog Schwann hiicresi klinik uygulamalari
siirlidir. Rejenerasyon destegi igin Schwann hiicrelerinden bagka hiicre tiplerinin

kullanilmasi potansiyel klinik uygulamalar i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir (110-112).

Periferik sinir rejenerasyonunda kok hiicrelerin etkisi; Schwann hiicrelerine
farklilasmasi, norotrofik faktorler salgilamasi ve miyelin olusumuna katkida

bulunmasi olarak siralanabilir (104, 113, 114).

2.6.1. Kok Hiicre Kaynaklari ve Cesitleri

Periferik sinir onariminda kullanilan kok hiicre temelli tedavilerde ideal
kaynagin ozellikleri; vakaya 6zgii ve kolay ulagilabilir olmasi, non-invaziv veya
minimal invaziv hasat imkani, in vitro kiiltiirlerde hizlica gogaltilabilmesi, immiin
toleransinin olmasi, timdrijenik olmamasi, alici sinir dokuda yasayabilmesi ve integre
olabilmesi, kararli transfeksiyona ve eksojen genlerin ekspresyonuna yatkin olmasidir
(6,115, 116). Periferik sinir onariminda kullanilabilen bazi kok hiicre kaynaklari Sekil
2.8.’de gosterilmistir.

Embriyonik Kok Hiicreler (EKH)

Embriyonik kok hiicreler, pluripotent kok hiicreler olup blastokist evresinde
embriyodan elde edilirler (117). U¢ germ tabakasina da farklilasabilirler. Ziegler ve

ark. (118) tarafindan sinir rejenerasyonu igin gereken Schwann hiicrelerinin %60
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verimlilik ile EKH’den elde edilmesine yonelik protokol gelistirilmistir. EKH ile
yapilan  deneysel c¢alismalarda farklilasmis Schwann hiicrelerinin  sinir
rejenerasyonunu arttirdigi raporlanmustir. Yetiskin kok hiicrelerin tiretiminde de EKH
kullanilabilir. EKH’lerin avantajlarinin yaninda dezavantajlar1 da bulunmaktadir.
EKH’lerin kullanimi, teratom olusumu igin risk faktoriidiir. EKH’lerin iiretimi igin
kisith miktarda embriyo bulunmaktadir. En 6nemlisi; EKH ile klinik ¢aligsmalar

yapmak etik nedenlerden dolay1 kisitlanmustir (6, 119).

Noral Kok Hiicreler (NKH)

Noral kok hiicreler, noronlara veya glial hiicrelere farklilasma 6zelligi olan
hiicrelerdir. NKH’ler eriskin insan beyninde iki ana bolgede bulunmaktadir. Birincisi
hipokampus, ikincisi ise lateral ventrikiiliin subventrikiiler zonudur (120, 121). NKH
implantasyonunun akut ve kronik periferik sinir yaralanmasinda faydali oldugunu
belirten yayinlar bulunmaktadir (122, 123). NKH nin kisitlamalar1 ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Beyinden alinan NKH’lerin miktar1 yeterli olmayabilir ve beyinde
bulundugu her iki bolgeye de ulasilmasi zordur. Ticari murin C17.2 NKH’lerin
kullanildig1 siyatik sinir defekti olusturulmus sican modelinde yiiksek oranda

noroblastom olusumu goriilmiistiir (124).

K6k hiicre izolasyonu ve
in vitro ekspansiyonu

/’{’_’—~“\\

Sekil 2.8. Periferik sinir onariminda kullanilabilen bazi1 kok hiicre kaynaklari (104)
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Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH)

Mezenkimal kok hiicreler; yag dokusu, kemik iligi, umblikal kord, periferik
kan, amniyotik s1vi, tendon ve ligamentler, sinovyal membran, olfaktér mukoza, dis
pulpasi, sa¢ folikiilii, fetal dokular gibi bir¢ok dokuda bulunan multipotent kok
hiicrelerdir (114, 125, 126). Organizmada en fazla bulunan ve insan kok hiicrelerinin
en karakteristik Ozelliklerini tasiyan kok hiicrelerdir. Bag dokusunun biiyiik bir

cogunlugunu olusturan hiicrelerin dnciileridir.

MKH’lere farklilasma potansiyelleri, kolay elde edilebilmesi ve
immiinmodiilasyon o6zellikleri nedeniyle doku rejenerasyonunda fazlaca ilgi
duyulmaktadir (127). MKH’lerin dogas1 geregi yag, kemik, kas ve kikirdak dokular
gibi tim mezodermal yapilara farklilasabilme yetenegi bulunmaktadir. Uygun kosullar
altinda ise MKH; ndron, astrosit ve Schwann benzeri hiicreler gibi non-mezenkimal

hiicre gruplarina da farklilasarak sinir rejenerasyonunu destekleyebilirler (128, 129).

Gilinlimiizde, kok hiicre kaynagi aragtirmalari; adipoz doku, cilt, sag folikiilii ve
umblikal kord gibi non-invaziv veya minimal invaziv islemler sonrasi elde

edilebilecek kaynaklara odaklanmis durumdadir (104, 130).

Kemik iligi Kékenli Mezenkimal Kok Hiicreler (KIKMKH)

Mezenkimal kok hiicreler, ilk olarak kemik iliginde hematopoetik kok
hiicrelerden farkli fibroblastik hiicre toplulugu olarak fark edilmistir (131).
KIKMKH’lerin, in vitro ve in vivo aksonal filizlenme ve periferik sinir
rejenerasyonuna katkida bulunduguna yonelik bir¢ok yaym bulunmaktadir (110, 132,
133). Ancak KIKMKH’lerin klinik kullaniminda baz1 dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Tedarik islemi aci1 vericidir bu nedenle genel ya da lokal anestezi gerekmektedir.

Ayrica islem sonrasi az miktarda MKH elde edilmektedir.

Adipoz Kokenli Mezenkimal Kok Hiicreler (AKMKH)

Adiposit Kokenli Mezenkimal Kok Hiicreler, liposaksin ile yag dokudan elde

edilirler. AKMKH’ler hem minimal invaziv bir islem ile elde edilmeleri hemde her bir
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mililitre siv1 yag basina (0.25-0.375)x10° hiicre igerigiyle yiiksek miktarda elde
edilmeleri nedenleriyle avantajlidir (113, 134).

Yag dokudan elde edilen AKMKH’lerin fenotipik profili, KIKMKH’lerle
benzerlik gdstermektedir (135). KIKMKH ile kiyaslandiginda AKMKH’de, daha
iistlin proliferasyon ve farklilagabilme 6zellikleri bulunmaktadir (136). AKMKH; kas
atrofisini azaltir, miyelinizasyonu arttirir, aksonlarin diizenlenmesine yardime1 olur,
anjiyogenezi arttirtr ve inflamasyou azaltir (6). Schwann benzeri hiicrelere
farklilasabilir bu nedenle gegerli bir Schwann hiicresi alternatifidir. Schwann benzeri
hiicrelere farklilasmaktan ziyade, temel olarak NGF, VEGF ve BDNF salinimi ile
endojen Schwann hiicresi toplanmasini saglayarak sinir rejenerasyonunu arttirdigina

yonelik calismalar da vardir (137, 138).

Ulagim ve hasat kolayligi, daha iyi kok hiicre karakteristigi gostermesi
AKMKH’leri preklinik caligmalar igin en optimal segeneklerden biri haline

getirmektedir.

Fetal Kokenli Kok Hiicreler

Fetal dokular; yas, ¢cevre ve hastaliklarin neden oldugu genetik hasara maruz
kalmadigr i¢in en temel MKH kaynaklarindandir (139). Amniyotik sivi, amniyotik
membran, umblikal kord ve Wharton jeli gibi birgok fetal dokudan elde edilebilir.
Dogum sonrasi bu dokular birakildig: i¢in, kok hiicre kaynagi olarak invaziv isleme
gerek kalmadan fazlasiyla kullanilabilir. Elde edilen hiicreler kiiltiir ortaminda

cogaltilip noral fenotipe farklilagtirilabilir (6, 20).

Amniyon Doku Kokenli Kok Hiicreler (ADKKH)

Amniyotik s1vi veya amniyotik membrandan koken alan kok hiicrelere denir.
Hem MKH hem de NKH karakteristigi gosterirler ve noral dokulara farklilasabilirler
(6, 140). Yiiksek anjiyogenik potansiyelleri de bulunmaktadir. Implantasyon sonrasi
periferik sinir rejenerasyonunu arttirmakla beraber, intranéral vaskiilariteyi de

arttirdig1 gosterilen calismalar mevcuttur (141, 142).
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Umblikal Kord Kékenli Mezenkimal Kok Hiicre (UKKMKH)

UKKMKH’ler, proliferasyon ve farklilasma potansiyellerinden dolay1 hiicre
terapilerinde iyi bir aday olabilecegi diistiniilmektedir (130). Postnatal dokular dogum
sonrasi kullanilmadig1 i¢in kolay ulasilabilir durumdadir. UKKMKH transplantasyonu
sonrasi  timor olusumlart  raporlanmistir  (143). Deneysel ¢alismalarda,

UKKMKH’lerin periferik sinir rejenerasyonunu destekledigi bildirilmistir (6, 144).

Wharton Jeli Kokenli Mezenkimal Kok Hiicre (WJKMKH)

Wharton Jeli, umblikal kord igerindeki damarlar1 koruyan 6zel primitif bir
konnektif dokudur. WJKMH’lerin, Schwann benzeri hiicrelere farklilasma
potansiyelleri bulunmaktadir. Ayrica in vitro ortamda NGF, BDNF ve NT-3 gibi
norotrofik faktorlerin salinmasini saglayip aksonal biiyiimeyi baslattig1 gosterilmistir

(145, 146).

Cilt Kokenli Prekiirsor Kok Hiicreler (CKPKH)

Cilt kokenli prekiirsor kok hiicreler dermiste bulunan somatik multipotent
hiicrelerdir. Proliferasyon yeteneginin disinda, melanosit, kraniyofasyal kikirdak,
kemik, konnektif doku, vaskiiler diiz kas, endokrin hiicreleri, néron ve glial hiicrelere
farklilagsma 6zelligi de bulunmaktadir. Akut ve kronik sinir yaralanmalarinda, noral

rejenerasyonunu destekledigi bildirilmistir (147, 148).

Dis Pulpasi1 Kok Hiicreleri (DPKH)

Ciddi dis hasar1 sonrasi cevap olarak yeni odontoblast formasyonu ve dentin
tiretimi, dis pulpasinda mezenkimal kok hiicre oldugunu desteklemektedir. DPK
hiicreleri ilk defa 2000 yilinda izole edilmistir. Uygun kiiltlir ortaminda da noral
hiicrelere farklilastigir  gosterilmistir  (149). DPK hiicreleri; noral belirtegler
gosterebilir, norotrofik faktor olusturabilir, akson olusumu destekler ve fonksiyonel

olarak aktif néronlara doniisebilirler (150, 151).
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Kas Kokenli Kok-Prekiirsor Hiicreler (KKKPH)

Kas Kokenli Kok-Prekiirsor Hiicreler; kendini yenileme, proliferasyon ve
multipotent farklilasma gosteren iskelet kasindan elde edilen k&k hiicrelerdir. Insan
sinir onarimu iizerindeki rolii hakkinda heniiz sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Periferik sinir hasarlarina siklikla kas iskelet sistemindeki travma da eslik ettiginden
dolayi, KKKPH’lerin sinir rejenerasyonunun yaninda kas atrofisini de azaltacagi

diistiniilmektedir (6, 152).

Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicre (iPKH)

Indiiklenmis pluripotent kok hiicre, pluripotent olmayan bir hiicreden, baz1 genleri
liretmesi saglanarak veya disaridan faktorler verilerek, farklilasmanin  tersine
cevrilmesi sonucu elde edilen hiicredir (153). Ilk olarak Takahashi ve ark. (154) fare ve
insan fibroblastlarinda pluripotensi indiiklemek igin tanimlanmig transkripsiyon
faktodrlerinin bir protokoliinii yaymlamislardir. IPKH’lerin néral hiicrelere farklilasmasim
indiikleyecek yontemler de yaymlanmistir. Farklilagma siirecindeki azalmis verimlilik ve
artmis degiskenlige ragmen, iPKH’lerin hayvan modellerinde santral ve periferik sinir
sistemindeki hasarlarda rejenerasyon potansiyeli oldugu belirtilmektedir (155, 156). Etik
nedenler ve immiinsiipresyon ihtiyact olmamasi nedeniyle EKH’lerden {istiin olmasina
ragmen; orjinal somatik hiicreden gelen epigenetik hafiza, kromozomal anormallikler ve

timor olusumu agilmasi gereken problemlerdir (6).

2.6.2. Kok Hiicrelerin Etki Mekanizmasi
Schwann hiicre tipine farkhilasma

Kok hiicrelerin kendini yenileme 6zelligi sayesinde hasarli alana sayisiz hiicre
gonderiminde bulunabilir. K6k hiicreler hasarlanmis sinir alanina go¢ eder ve
sonrasinda proliferasyona baglar, mikrogevrenin uygun olmast durumunda da onarim

i¢in gereken hiicre tipine farklilagirlar (Sekil 2.9), (157).

Kok hiicreler; kimyasal uyari, biyolojik uyari veya gen transfeksiyonu ve noral

hiicrelerle ko-kiiltiiri igeren belirlenmis kiiltiir ortamlarinin uygulanmasi sonucu in


https://tr.wikipedia.org/wiki/Pluripotent
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Farkl%C4%B1la%C5%9Fman%C4%B1n_tersine_%C3%A7evrilmesi&action=edit&redlink=1
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vitro ortamda Schwann hiicresi ve diger noral fenotipteki hiicrelere farklilagmasi igin

de indiiklenebilir (6, 104).

Norotrofik Faktor Salgilanmasi

Kok hiicreler, noral hiicrelerin yagamasi ve ndrogenezin devami i¢in biyoaktif
norotrofik faktorler salgilayarak uygun mikrogevreyi olusturular (Sekil 2.9). NGF,
BDNF, GDNF, NT-3, VEGF, serebral dopamin noérotrofik faktér (CDNF) kok
hiicrelerin sentezleyip serbestledigi norotrofik faktorlerin bir kismuidir (6, 158, 159).

Miyelinizasyonun Desteklenmesi

Miyelinizasyon, periferik sinir yaralanmalarinda rejenerasyonun kalitesini ve
fonksiyonel déniisii belirleyen major faktorlerden biridir (Sekil 2.9). In vitro ve in vivo
ortamda birgok kok hiicrenin Schwann benzeri hiicre formunda miyelizasyonu

arttirdig1 gosterilmistir (129, 160).

Néronal L
Kok htcreler

hiicre govdesi ’

" Norotrofik
V.  faktorler

Schwann hicre benzeri
farklilasmis kék hiicreler

Miyelin

Miyelinli
Schwann hiicresi

Sekil 2.9. Kok hiicrelerin periferik sinir rejenerasyonunda etki mekanizmasi (104)
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2.7. Hiicre Tabaka Teknolojisi

Hiicre tabaka miihendisligi, Okano ve ekibi tarafindan Onerilen ve umut
vadeden doku miihendisligi tekniklerinden biridir. Sicaklik duyarlt modifiye kiiltiir
kaplar1 ile hiicreler 32°C’nin altindaki sicakliklarda 30 dakikadan daha kisa siirede
enzim ya da selatlayict ajan kullanilmasina gerek olmadan tabaka halinde elde
edilebilmektedir (161). Hiicre tabakasi hiicre dis1 matriks, iyon kanallari, biiylime
faktori reseptorleri ve diger 6nemli hiicre yiizey proteinlerini igeren bir tabaka olarak

tanimlanabilir.

Enzimatik yontemde hiicreler arasindaki hiicre-hiicre ve hiicre- ekstraselliiler
matriks (ECM) baglantilar1 parcalandigi i¢in hiicreler tek tek ve siispanse halde
ylizeyden kaldirilirlar. Hiicre tabakasi teknolojisinde ise hiicrelerin birbirleri ile
baglantilar1 ve ECM yapis1 pargalanmadan yiizeyden kaldirilabilirler, bdylece
enzimlere kars1 duyarli hiicreler (hepatosit, glial hiicreler vb.) farklilagmis fenotiplerini
koruyabilirler (162).

Hiicre tabakalar1 yalniz basina veya diger biyomalzemeler ile kombine edilerek
doku miihendisliginde kullanilabilir. Hiicre tabaka teknolojisi yaklasimu ile deri, kalp,
kornea, kemik ve kikirdak gibi dokularin rejenerasyonu igin yapilan pek ¢ok in vitro

ya da in vivo ¢aligma bulunmaktadir (163-166).

Hiicre tabakalarimin elde edilmesi i¢in, sicaklik duyarh kiiltiir kaplarinin
kullanimina ek olarak cesitli yontemler de gelistirilmistir. Bunlar; askorbik asit
uygulamasi, amniyotik membran, enzim takviyeleri, manyetik kuvvet uygulamasi,
elektrokimyasal-uyarili pH degisimi, elektrokimyasal polarizasyon, iyonik ¢éziinme,

151k etkisi, fibrin kapl yiizeyler, yiiksek hiicre yogunlugu ve serum etkisidir (164, 167).

Hiicre tabaka teknolojisinin doku miihendisligi ve rejeneratif ¢aligmalarda
sagladig1r pek cok avantaj bulunmaktadir. Hiicreler ECM, iyon kanallari, biiyiime
faktorii reseptorleri ve diger onemli fonksiyonel yiizey proteinlerini kaybetmezler.
Hiicre siispansiyonu enjeksiyonuna gére minimum hiicresel kayip olmasi dogrudan
hiicre enjeksiyonuna kars1 avantaj saglar. Hiicre tabakalarinin transplantasyonu hiicre
slispansiyonu enjeksiyonuna gore daha giiclii doku fonksiyonu, daha biitiin doku

rejenerasyonu ve daha giiglii terapotik etki saglamaktadir (164, 165, 168).
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Sunulan ¢aligmada; doku miihendisligi alaninda giincel bir yaklasim olan hiicre
tabaka teknolojisi (cell sheet technology) ile adipoz kdkenli mezenkimal kdk hiicre
tabakasi iiretip, rejeneratif tipta etkinligi bilinen amniyotik membran ile kombine
ederek tamamen biyolojik bir kondiiit iiretilmesi ve si¢anlarda siyatik sinir hasari
olusturularak periferik sinir iyilesmesi {iizerine etkinliinin degerlendirilmesi

amaglanmstir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu’ndan (tarih, 15.01.2019; karar no, 2019/01-06) ve Hacettepe Universitesi T1p
Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan (tarih, 5.06.2018;

karar no, GO 18/529-33) gerekli izinlerin alinmasini takiben Hacettepe Universitesi

Cerrahi Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

Calismanin yontemsel akis semas1 Sekil 3.1°de verilmistir.

3.1. Deney Gruplar

Gelistirilen kondiiitin islevselliginin belirlenmesi amactyla deney gruplari her

grupta 12 hayvan (n=12) olacak sekilde 6 grup olarak belirlendi (Sekil 3.2). Calisma

kapsaminda 72 adet yetigkin erkek Wistar sican kullanildi. Olasilik degerinin 0.05’ten

kiiciik olmas1 anlamli kabul edilerek 6rneklem biiytikligii belirlendi.

Grup 1- Sham kontrol grubu

Grup 2- Negatif kontrol grubu (siyatik sinir iizerinde defekt olusturulup

herhangi bir tedavi uygulanmayan)
Grup 3- Otolog sinir grefti kullanilan grup

Grup 4- Amniyotik membran (AM) ve adipoz kokenli mezenkimal kok
hiicre (AKMKH) tabakasindan olusturulmus kondiiit kullanilan grup

Grup 5- Poliglikolik asit (PGA) tiip kondiiit Neurotube® (Synovis Life
Technologies, St. Paul, MN) kullanilan grup (Sentetik ticari kondiiit)

Grup 6- Sadece AM’den olusturulmus kondiiit kullanilan grup
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3.2. Kondiiit Tasarimi

Dizayn edilen kondiiit dis tarafta amniyotik membran ve ice bakan tarafta
adipoz kokenli mezenkimal kok hiicre tabakasi olmak ilizere 2 ana katmandan
olusmaktadir. Adipoz kdkenli kok hiicre tabakasi elde edildikten sonra yiizeyden
destek membran yardimiyla kaldirilip, de-epitelize amniyotik membran {izerine
yerlestirilerek birlestirilmigtir. Hiicre tabakalarinin hiicre dis1 matris yapisi
etkilenmeden elde edilmis olmasi tabakanin yiiksek adezif 6zellikte olmasini
saglamaktadir. Ayn1 zamanda hiicrelerle birlestirme i¢in amniyotik membranin de-
epitelize adezif bazal membran ylizeyinin kullanilmis olmasi iki yapinin saglam bir
sekilde bir araya getirilmesini kolaylastirmistir. Tasarimin detaylar1 asagidaki

basliklar altinda agiklanmustir.

3.2.1. Amniyotik Membranlarin Hazirlanmasi

Kok hiicre tabakasiyla birlikte olusturulan biyolojik kondiiitin AM tabakasi
donmus-¢ozdiiriilmiis ve epiteli soyulmus olarak kullanilmistir. AM’lerin hazirlanma
asamalar1 Sekil 3.3’ te goOsterilmistir. Hepatit (HbsAg, anti-HCV), sifiliz (RPR) ve
AIDS (HIV) gibi bulasict hastaliklar agisindan seronegatif gebelerden sezaryen
sirasinda steril sartlarda alinan plasentalardan elde edilen amniyotik membranlar
antibiyotikli Dulbecco fosfat tampon c¢ozeltisi (D-PBS) igerisinde laboratuvara
nakledilmistir. Laminar akis altinda kan pihtilarindan temizlenen AM’ler 50 pg/mL
penisilin, 50 pg/mL streptomisin, 100 pg/mL gentamisin ve 2.5 pg/mL amfoterisin B
iceren D-PBS icerisinde 30 dakika bekletilmistir. Kiint diseksiyon ile koryondan
ayrilan AM’ler 3x4 cm boyutlarinda kesilmistir. Ardindan, her bir parga steril
nitroseliiloz kagit lizerine epitel tarafi yukariya gelecek sekilde yapistirilarak, 1:1
oraninda DMEM-HAM’s F12: gliserol ortaminda -80°C dondurucuda saklanmistir.
Kok hiicre tabakalariyla bir araya getirilmeden once oda sicakliginda ¢ozdiiriilen
AM’ler %0.25 Tripsin/EDTA i¢inde 37C’de 30 dakika inkiibe edilmis ve epitel
tabakasi hiicre kaziyici yardimiyla kaldirilmistir (169).
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Sekil 3.3. AM’lerin hazirlanmasi: A-B) Plasenta ve umblikal kord; C) AM; D) AM’

lerin kan pihtilarindan arindirilmast; E) De-epitelize AM tabakalari

3.2.2. Hiicre Tabakalarimin Elde Edilmesi

Hiicre tabakasi eldesinde daha oOnce izole edilmis ve karakterizasyonu
tamamlanmis AKMKH stoklar1 kullanilmistir (170). Hiicreler, laminar akish kabinde
(Bioair, Type II Laminar Flow Cabinet) %15 (v/v) fetal sigir serumu (FBS), %1 L-
glutamin, %0,2 (v/v) gentamisin, %0,2 (v/v) amfoterisin B ve %0,4 (v/v) P/S igeren
o-MEM kiiltiir ortaminda 6 gozlii hiicre kiiltiirii kaplarma 5x10* hiicre/cm?
yogunlugunda ekilmistir. Ekimin ikinci giinii 100 pg/mL L-askorbik asit 2-fosfat
(AA2P) (Cayman Chem., USA) uygulanmig ve 4 giiniin sonunda elde edilen hiicre
tabakalar1 D-PBS ile yikanarak yiizeyden soyularak kaldirilmistir ve basit pipetleme
yontemi ile yeni 6 gozlii kiiltiir kaplarina aktarilmistir (171).
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3.2.3. Biyolojik Kondiiitin Hazirlanmasi

Biyolojik kondiiiti hazirlamak i¢in yiizeyden kaldirilip yeni bir kiiltiir kabina
aktarilan hiicre tabakalarinin iizerine, steril nitroseliiloz kagida epitel tarafi yukariya
gelecek sekilde yerlestirilmis olan de-epitelize amniyotik membranlar yerlestirilmis
tabakalarin membranlara fiziksel olarak tutunmasi saglanmistir. Ardindan steril pens
yardimi ile kondiiit, destek membrandan tutularak hiicre tabakasi1 yukarida olacak
sekilde steril bir kiiltiir kabina alinmig, hiicre tabakalarmin amniyotik membrana
tutunmalar1 i¢in bir gece etiivde kiiltiire edilmistir. Tabakanin amniyotik membranlara
tutunmasinin ardindan, hazirlanan kondiiit steril bir makas yardimu ile sinir defektinin
boyutuna uygun olarak yaklasik 1 cm boyutlarinda olacak sekilde kesilmistir. Destek
membran yardimi ile defektin altina rahatlikla yerlestirilen kondiiit cerrahi islem ile

defekt bolgesine yerlestirilmistir.

3.24. Kok Hiicre Tabakasinin 5-bromo-2’-deoksiiiridin (BrdU)

Isaretlenmesi

Biyolojik kondiiit yapisinda yer alan hiicre tabakasindaki AKMKH varliginin
transplantasyon sonrasinda izlenmesi icin AKMKH’ler kiiltiiriin iiglincii glinlinde 5-
bromo-2’-deoksiiiridin (BrdU) (1mM BrdU in 1X Dulbecco’s PBS, BD Pharmingen, San
Jose, CA) antikoru ile isaretlenmistir. Kiiltiir ortami ile 1/30 oraninda seyreltilen BrdU
stok ¢ozeltisi, 0.22 um filtreden gegirilerek steril hale getirilmis ve her bir géze 1250 uL
olacak sekilde eklenmistir. Ug saatlik inkiibasyon (37°C) siiresinin ardindan BrdU iceren

hiicre kiiltiir ortam1 gozlerden ¢ekilmis ve hiicre tabakalari D-PBS ile yikanmuistir.

3.2.5. Biyolojik Kondiiitin SEM ile Goriintiilenmesi

Hiicre tabakalar1 D-PBS ile 2 kez yikanmis ve %2,5 (v/v) gluteraldehit ¢6zeltisi
ile 30 dakika fiksasyon islemi gerceklestirilmistir. Ardindan, 6rnekler 3 kez PBS ile
yikanmig ve analiz giiniine kadar 4°C’de %]1 P/S iceren PBS ortaminda muhafaza
edilmistir. Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) (Tescan, GAIA 3) analizinden 1 giin
once ornekler etanol serisiden (%10, %30, %50, %70, %90 ve %100, v/v) gegirilerek
dehidrasyon islemi gergeklestirilmis ve 5 dakika hekzametildisilazan (HMDS)
muamelesi yapilan 6rnekler 1 gece boyunca ¢eker ocakta kurutulmustur. Goriintiileme

oncesi Ornekler altin-palladyum ile kaplanmistir.
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3.2.6. Biyolojik Kondiiitin F-aktin/Cekirdek Boyamasi

AM iizerindeki kok hiicre tabakasini olusturan hiicrelerin morfolojilerinin
belirlenmesi amaciyla biyolojik kondiiitler immiin boyama yapilarak floresan
mikroskop (Olympus, ABD) ile goriintiilenmistir. Oncelikle biyolojik kondiiitlerin
tizerindeki kiiltiir ortam1 uzaklastirthip 2 kez D-PBS ile yikanmistir. Kok hiicre
tabakasini olusturan hiicrelerin fiksasyonu icin oOrnekler %4’lik (w/v) soguk
paraformaldehit ¢ozeltisi ile 30 dk oda sicakliinda inkiibe edilmistir. Ardindan, 3 kez
D-PBS ile yikanan 6rneklerin {izerine hiicre membran gegirgenligi arttirmak amaciyla
%0,1 (v/v) TritonX-100 ¢ozeltisi eklenmis ve oda sicakliginda 10 dakika inkiibe
edilmistir. Biyolojik kondiiitler 3 kez daha %10 Sigir Serum Albiimini (BSA) (w/v)
iceren PBS (PBSA) ile yikandiktan sonra hiicre iskeletini boyamak icin her bir géze
Alexa Fluor 488 Phalloidin (1:100) ve hiicre ¢ekirdegini boyamak i¢in 4,6-diamidine-
2’-phenylindole (DAPI) (1:1000) cozeltisi eklenerek 30 dakika karanlik ortamda
bekletilmistir. Goriintiileme Oncesi biyolojik kondiitler 3 kez daha PBS-A ile

yikanmis ve floresan mikroskop kullanilarak goriintiilenmistir.

- v TIRT R
"

12 13 14

D

Sekil 3.4. Sinir onariminda kullanilan sinir grefti ve kodiiit materyalleri: A) Sinir
grefti; B) De-epitelize AM ve lizerinde AKMKH tabakasi; C) PGA tiip
kondiiit; D) De-epitelize AM tabakalar1
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3.3. Cerrabhi islem

Sicanlar oda sicakliginda, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ortamda, ad-
libitum olarak beslendi. Hayvanlarin anestezisi ksilazin 10 mg/kg ve ketamin 90
mg/kg intraperitoneal yol ile saglandi. Tiim gruplarda cerrahi prosediirler siganlarin
sol arka uzuvlarina uygulandi, sag arka uzva herhangi bir cerrahi islem uygulanmadi
ve kontrol amaciyla kullanildi. Anestezi ve antisepsi tamamlandiktan sonra dorsal
transgluteal insizyon ve mikrocerrahi diseksiyon ile siyatik sinire ulasildi (Sekil 3.5),
(172). Sham kontrol grubunda siganlarin sol siyatik siniri goriiliip tekrardan cilt
onarimi yapildi, yani siyatik sinire herhangi bir islem yapilmadi. Negatif kontrol
grubunda siyatik sinir {izerinde, bu hayvan cinsi i¢in kritik boyut olarak kabul edilen,
1 cm defekt olacak sekilde diizgiin cerrahi kesiler yapilarak sinir doku eksize edildi ve
herhangi bir tedavi uygulanmadi. Grup 3’ te siganlarin siyatik siniri goriillip siyatik
sinirde 1 cm’lik defekt diizgiin cerrahi kesi ile olusturulduktan sonra sinir grefti
kullanilarak onarim saglandi. Defekt olusturmak i¢in eksize edilen 1 cm’lik sinir greft
olarak kullanildi. Grup 4’ te siyatik sinirde diizgiin cerrahi kesi ile 1 cm’lik defekt
olusturulduktan sonra AM ve AKMKH tabakasindan olusturulmus kondiiit
kullanilarak onarim yapildi. Diiz bir tabaka seklinde elde edilen iki katmanli yap1 in
Vvivo transplantasyon sirasinda sinir defektinin iki ucunuda kapsayacak sekilde sarildi
ve sinir 1yilesmesi sirasinda biyolojik bir kilavuz gorevi gérmesi planlandi. Grup 5’ te
siyatik sinirde diizgiin cerrahi kesi ile 1 cm’lik defekt olusturulduktan sonra PGA tiip
kondiiit kullanilarak onarim saglandi. Grup 6’ da siyatik sinirde diizgiin cerrahi kesi
ile 1 cm’lik defekt olusturulduktan sonra sadece AM kullanilarak olusturulmus
kondiiit ile onarim saglandi. Siyatik sinir ve cilt onarimlar1 sonrasinda siganlara giinliik
uygun bakim yapildi (Sekil 3.5), (173). Sinir onariminda kullanilan sinir grefti ve
kodiiit materyalleri Sekil 3.4.’te; deney gruplarinda siyatik sinir ve sinir onarimlarinin

makroskobik goriintiileri Sekil 3.6.’da gosterilmistir.



Sekil 3.5. Sicanlarda, siyatik sinir mikrodiseksiyonu asamalari: A) Siganlarin
operasyona hazirlanmasi; B) Insizyon hattmin belirlenmesi; C) Dorsal
transgluteal insizyon; D) Siyatik sinir; E) Cilt katlarinin siitiire edilmesi; F)

Yara bakimi
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Sekil 3.6. Deney gruplarinda siyatik sinir ve sinir onarimlarinin makroskobik
gortintiileri: A) Normal sinir; B) Sinir defekti; C) Otolog sinir grefti ile sinir
onarimi; D) AM ve AKMKH tabakasindan olusturulan kondiiit ile sinir

onarimi; E) PGA kondiiit ile sinir onarimi; F) Sadece AM ile sinir onarimi

3.4. Fonksiyonel Degerlendirme

Sicanlarin elektrofizyolojik Ol¢timleri intraperitoneal ketamin (90 mg/kg) ve

ksilazin (10mg/kg) anestezisi altinda gergeklestirildi (Sekil 3.7).
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3.4.1. Bilesik Kas Aksiyon Potansiyelleri (Compound Muscle Action
Potantials) (CMAPs)

Siganlar derin anestezi altinda iken hem sag hem sol bacaklarindan en az on
kez uyari verilip elektromiyografik 6l¢iimler alindi. Uyaran siddeti 12 mV olarak
belirlendi. Uyar1 elektrodu olarak HSTMO1 elektrodu, kayit i¢in ise Biopac EL254S
ve EL254 elektrotlari kullanildi. Bu elektrotlardan biri aktif, digeri referans ve ti¢lincii
elektrot ise toprak elektrodu olarak kullanildi. Siganlar anestezi altinda iken Ol¢lim
yapilacak bolge tiraslanip alkolle temizlendi. Sicanlarin ylizeye direkt temasinin
onlenmesi ve sicakligin sabit tutulmasi amaciyla altlarina 1sitict ped (30-35 °C)
yerlestirildi. Kayit i¢in gastroknemius kasinin orta bolgesine aktif elektrot, tendon
bolgesine referans elektrot ve kuyruga da toprak elektrodu yerlestirildi. Uyari
elektrodu lumbal 3—4 omurlar1 arasina gelecek sekilde yerlestirildi ve 1 Hz frekansh
0,1 ms stireli olarak verilen uyar1 sonrasinda elde edilen yanitlar Biopac (MP36)
studentlab pro yazilim programi kullanilarak kayit edildi (Sekil 3.8.). Analizler i¢in
ise en iyi 5 kayit segilerek hesaplamalar yapildi. Bu kayit sistemine aktarilan
verilerden; latans, tepeden tepeye genlik, egim ve genlik degerlendirildi (Sekil 3.9),
(174). Ayrica tepeden tepeye genlik indeksi (amplitude index), egim indeksi (slope
Index) ve genlik indeksi formiil 3.1.”e gore hesaplandi. Indeks hesaplamada kullanilan
formiilde E, deneysel uzuv verisi; N, normal uzuv verisini ifade etmektedir. Sifir ile -
100 aras1 elde edilen degerlerde, degerler negatif yonde ilerledik¢e fonksiyon kaybina
isaret etmektedir. Elde edilen veriler, gruplar arasindaki istatiksel fark acisindan

degerlendirildi (175).

(E-N) /N x 100 (3.1

Latans (Latency): Elektriksel uyar1 ile bilesik kas aksiyon potasiyeli

arasindaki zaman farki

Tepeden Tepeye Genlik (Amplitiide): Bilesik kas aksiyon potasiyelinde iki

tepe noktasi (en yiiksek potansiyel ile en diisiik potansiyel) arasindaki voltaj farki
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Egim (Slope): Bilesik kas aksiyon potasiyelindeki birim zamandaki voltaj
degisikligi

Genlik: Bilesik kas aksiyon potansiyelindeki maksimum pozitif deger ile

izoelektrik hat arasindaki voltaj farki

Sekil 3.7. Non-invaziv elektromiyografi: A) Kurulum diizenegi, elektrotlar ve 1sitict
ped; B) Anestezi altindaki siganin diizenege yerlestirilmesi; C) Non-invaziv

elektromiyografik dl¢tiim
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3.4.2. igne Batirma (Pin-Prick) Testi

Duyusal (sensory) iyilesmenin degerlendirilmesi i¢in uygulandi. Siganin derisi
ayak parmaklarindan baslayarak dize kadar sikildi ve 0-3 arasi skorlandi; hi¢ hareket
yoksa 0, diz seviyesinin iistiinde geri ¢cekme 1, diz ile ayak bilegi arasinda geri ¢gekme

2, ayak bileginin altinda geri ¢cekme 3 olarak skorlandi (176).

3.4.3. Parmak Ayirma (Toe-Spread) Testi

Motor islevin degerlendirmesi i¢in kullanildi. Sican kuyrugundan
tutuldugunda spontan ayak hareketleri degerlendirildi ve 0-2 arasi skorlandi: tam ayak
parmagi ektansiyonu ve abduksiyonu 2, abduksiyonu veya ekstansiyon 1, hi¢ hareket

yoksa 0 olarak skorlandi.

3.4.4. Gastrokinemius Kas indeksi

16. haftanin sonunda tiim siganlarin bilateral gastroknemius kaslar1 ¢ikarilarak
1islak kas agirliklar dijital hassas laboratuvar terazisi ile tartildi. Kas indeksi, opere

olan tarafin kas agirlig1 kontralateral taraf kas agirligina boliinerek hesaplandi (173).
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Tepeden
Tepeye Genlik
3 (mvV)

-

Latans (ms)

Genlik (mV)

\ﬁ_l
Egim (mV/sn)

Sekil 3.9. Elektrofizyolojik parametreler

3.4.5. Yiiriiyiis Yolu Analizi ve Siyatik Fonksiyonel indeks (SF)

Motor fonksiyon degerlendirmesi i¢in kullanildi. Siganlarin aymi dogrultuda
yiirlimelerini saglamak i¢in 8 cm eninde 40 cm uzunlugunda 12 cm yiiksekliginde sonu
karanlik oda ile biten bir yiiriiyiis yolu diizenegi hazirland1 (Sekil 3.10), (177).
Yiirtiylis yolu analizi yapilan yiiriime kulvari i¢ine kulvar ile ayn1 boyutta kesilerek
hazirlanan beyaz dosya kagitlari yerlestirildi, sicanlarin her iki arka ayaklar: miirekkep
emdirilmis 1stampaya bastirild1 ve hazirlanan kulvarda yiiriitiilerek ayak izleri alindu.
Kayitlar alinmadan Once hayvanlar birka¢ kez yiirliylis yolunda egitim amagh
yiiritiildii ve hayvanlar net bir sekilde kapali barinaga dogru yiiriimeyi 6grendikten
sonra ayak izleri alindi. Kagit seritlerdeki en uygun ayak izleri kullanilarak, topuk ve
parmak ucu arasindaki mesafe-basi uzunlugu (print lenght (PL)), birinci ve besinci
parmaklar aras1 mesafe-adim genisligi (toe spread (TS)), ikinci ve dordiincii parmaklar
aras1t mesafe- adim ortasi genislik (intermediate toe spread (ITS)) milimetrik cetvel
yardimi ile 8lgiildii (Sekil 3.11). Olgiimler ile elde edilen degerler De Medinacelli
tarafindan gelistirilen ve daha sonra Bain ve ark. (178) tarafindan modifiye edilen

formiil 3.2."ye yerlestirilerek SFI hesaplandi. Sifir ile -100 arasi elde edilen degerlerde,
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sifir normal fonksiyonu gosterirken, -100 tam fonksiyon kaybina isaret etmektedir.
Elde edilen SFi degerlerinde gruplar arasi fark olup olmadig: istatistiksel olarak

arastirildi.

Sekil 3.10. SFI hesaplamalari igin kullanilan: A) Yiirilyiis yolu diizenegi; B) Kagit

serit lizerinde si¢anlarin ayak izi
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4
v

TS

A

.
>

Normal Experimental

Sekil 3.11. SFI hesaplamasi i¢in ayak izlerinde bakilan parametreler (179)

SFi= -38.3 (EPLNPL) , 4005 (ETS-NTS) 4133 (EIT-NIT) .88 (3.2)
NPL NTS NIT

3.5. Histolojik Degerlendirme
3.5.1. Isik Mikroskobik Yontem

Deney gruplarina ait periferik sinir ve gastrokinemius kas dokulart 1sik
mikroskobik inceleme i¢in %10’luk nétral formalin soliisyonunda tespit edilerek tespit
islemi sonrasinda 24 saat akarsuda yikandi. Rutin histolojik takip islemlerinden
gecirilerek parafin bloklar elde edildi ve parafin bloklardan mikrotom ile (Leica SM

2000, Germany) rodajli ve polilizinli lamlar {izerine 4 pm kalinliginda kesitler alind1.

Hematoksilen-Eosin (H-E) Boyama Protokolii

Rutin histolojik islemlerden gegirilerek parafin bloklardan elde edilen 4 um
kalinligindaki longitudinal ve transvers periferik sinir kesitleri, deparafinizasyon
islemi i¢in 37°C’lik etlivde bir gece birakildiktan sonra deparafinizasyonun devaminda
etliv 1s1s1 57°C’ye ¢ikarilarak 1 saat bekletildi. Kesitler daha sonra 3 kez 20’ser dakika

ksilolde bekletilerek deparafinizasyon islemi tamamlandi. Rehidratasyon islemi icin
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azalan etil alkol serilerinde (%100, %90, %80, %70 ve %50) 10’ar dakika tutulan
kesitler, havada kurutma islemi tamamlandiktan sonra, 10 dakika akan musluk suyu
ile yikanip alkolden uzaklastirildi. Yikama islemi sonrasinda 10 dakika Harris
Hematoksilen boya soliisyonunda tutulan kesitler daha sonra akan musluk suyu altinda
10 dakika daha yikandi. Glasiyel asetik asit ile alkol karisim1 olan soliisyona 2-3 kez
batirilip ¢ikarilarak akan musluk suyu altinda tekrar 10 dakika yikama islemi
gergeklestirildi. Daha sonra 10 dakika Eosin boya soliisyonunda bekletilerek, tekrar
10 dakika akan musluk suyu ile yikamanin ardindan dehidratasyon islemi igin sirasiyla
%50, %70, %80, %90 ve %100’liik artan etil akol serilerinden hizlica gegirildi. 45
dakika ksilolde bekletilip lamlar kapama mediumu ile kapatildi. Hazirlanan
kesitlerden Leica DM 4000B (Germany) bilgisayar destekli 151k mikroskobunda elde
edilen goriintiiler, Leica LAS V4.9 programinda degerlendirildi.

Masson Trichrome Boyama Protokolii

Deney gruplarina ait gastrokinemius kas dokusu bloklarindan alinan 4 pm
kalinligindaki kesitler deparafinizasyon islemi i¢in, 37 °C’lik etiivde bir gece kaldiktan
sonra deparafinizasyonun devaminda etiiv 1sis1 57 °C’ye c¢ikarilarak 1 saat daha
bekletildi. Kesitler daha sonra, 2 kez 5’ er dakika ksilole alinarak deparafinizasyonlar
sonladirildi. Ardindan 2 kez 3 dakika %100’lik etil alkolden gecirildikten sonra
strastyla %90, %80, %70 ve %50 azalan etil alkol serilerinden gegirildi ve akan musluk
suyunda yikanarak boyamaya hazir hale getirildi. Kesitlere Masson Trichrome
boyama kiti (Kod: RRSK20-100, Atom Scientific, United Kingdom) uygulandi.
Weigert’in Demirli Hematoksilen soliisyonu ile 20 dakika ¢ekirdek boyamasi yapildi.
Suda hizlica yikanarak, %1’lik asit alkol soliisyonunda farklilastirilarak, tekrar
yikamaya alindi. Ponceau Fuchsin soliisyonununda 5 dakika boyama yapildi ve
ardindan distile suda ile yikandi. Fosfotungustik asit soliisyonu ile 15 dakika
mordantlastirilan kesitler ardindan % 2,5’lik asetik asit - % 2’lik Metil Blue Soliisyonu
ile 5 dakika boyandi. Suda yikama isleminin ardindan kesitler alkol serilerinden
gecirilerek ksilole alindi ve kapama mediumu ile kapatildi. Leica DM 4000B
(Germany) bilgisayar destekli 151k mikroskobunda elde edilen goriintiiler, Leica LAS
V4.9 programinda degerlendirildi.
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Gastrokinemius kas dokusuna ait kesitlerden x200 biiylitmede alian
goriintiilerden rastgele secilen 10 alanda kollajen lif alan yiizdesi Imagel software

(National Institutes of Health, USA) programi kullanilarak hesaplandi (180).

Luxol Fast Blue Boya Protokolii

Deney gruplarina ait transvers periferik sinir kesitlerine Luxol Fast Blue Boya
kiti uygulandi (Kod: RRSK345-100, Atom Scientific, United Kingdom). Kesitler
deparafinizasyon isleminin ardindan %95°lik alkole alind1 ve yikama islemi olmadan
60 °C’de Luxol Fast Blue soliisyonu ile 2 saat boyama islemi gergeklestirildi. %70
alkol ve ardindan musluk suyunda yikandi. Lityum karbonat soliisyonuna etkin
birakildi ve tekrar musluk suyu ile yikamaya alindi. 10-12 dakika Cresyl Violet
soliisyonu ile boyama yapildi. Tekrar musluk suyu ile yikandiktan sonra, Cresyl Violet
farklilastiricisi ile 4-8 saniye farklilastirildi. Dehidrasyon isleminin ardindan ksilolde

bekletilerek kapama mediumu ile kapatildi.

Boyama sonrasinda miyelinizasyon, Leica DM 4000B (Germany) bilgisayar
destekli 151k mikroskobunda, Leica LAS V4.9 programinda degerlendirildi. Gruplar
aras1 boliimlere ait ortalama miyelinli akson sayist x 40’lik objektif kullanilarak
rastgele segilen li¢ alanda ImageJ software (National Institutes of Health, USA)

programinda sayilarak gerceklestirildi (181).

3.5.2. Immiinohistokimyasal Analiz

Immiinohistokimyasal analizler igin periferik sinirlere ait parafin bloklardan
polilizinli lamlara 4 pm kalinliginda kesitler alindi. Kesitler, deparafinizasyon
isleminin ardindan azalan alkol serilerinden (%100, %96, %90, %80 ve %70) gegirildi.
Dehidrate edilen dokular alkolden uzaklastirilmak i¢in 2 kez 5’er dakika distile sudan
gecirilerek, sitrat tamponu (Thermo, UK) (pH 6.0) ile yiiksek 1sida retrival islemi
uygulandi. Dokular oda 1sisinda 20 dakika sogutulduktan sonra, 2 kez 5’er dakika
distile sudan gegirildi. Ardindan dokularin ¢evresi Pap pen (Patolab) ile sinirlandirilda.
Dokular 3 kez 3’er dakika PBS (Thermo, AP-9009-10, UK) (pH:7.4) ile yikandi. Daha
sonra, 10 dakika %3’liik hidrojen peroksite (Thermo, TA-125-HP, UK) etkin birakildi.
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Islem sonrasinda PBS ile lamlar yikandi ve immiinohistokimyasal yonteme Ultra
Vision Detection System Large Volume Anti-Polyvalent, HRP (RTU) (Thermo, TP-
125-HP, UK) kiti kullanilarak devam edildi. Yikanan lamlara 5 dakika UltraV block
uygulanarak, 6zgiin olmayan baglanmalarin engellenmesi saglandi. Bu islemden sonra
dokular yikanmadan direkt primer antikor asamasina gecildi. Kesitler uygun
diliisyonda S100 (1:100, Thermo, MS-296-P1, UK), NF-H (1:200, Bioss, bs-0708R)
ve CD-68 (1:300, Bioss, bs-0649R) primer antikorlar1 ile gece boyunca + 4 °C’de
inkiibe edildi. Bu uygulamadan sonra lamlar 3 kez 3’er dakika PBS ile yikandi.
Yikamanin ardindan 10 dakika biotinli sekonder antikor uygulanarak, tekrar PBS ile
yikama gerceklestirildi. Dokular 10 dakika streptavidin peroksidaz enzim
kompleksine etkin birakildi ve islem sonrasinda 3 kez 3’er dakika PBS ile yikandi.
Diaminobenzedin (DAB) substrati i¢eren kromojen DAB (Thermo, TA-125-HD, UK)
ile gbzle goriilebilir immiin tepkimenin ortaya ¢ikmasi saglandi. Zemin boyasi olarak
Mayer’in Hematoksilen’i (Thermo, TA-125-MH, UK) kullanildi. DAB ile boyanan
lamlar azalan alkol serilerinden gegirildi. 20 dakika ksilolde bekletildikten sonra
entallan ile kapatilan kesitlerin immiinohistokimyasal analizlerin goriintiilenmesi
Leica DM 4000B (Germany) bilgisayar destekli 151k mikroskobunda ve Leica LAS
V4.9 (Germany) programinda gergeklestirildi.

Deney gruplarina ait periferik sinirlerde S100, NF-H ve CD-68 antikorlarina
ait immunohistokimyasal analizler ImageJ programi (Java-based software program,
National Institutes of Health) ile S100 ve NF-H immun pozitif alan yiizdesi dl¢iilerek,

CD-68 pozitif hiicre sayimi yapilarak degerlendirildi (182).

BrdU Immiinboyama Yéntemi

Periferik sinirlere ait kesitlerde deparafinizasyon isleminin ardindan BrdU
pozitif hiicreler isaretlemek i¢in BrdU In-Situ Detection Kit (BD Pharmingen™)
kullanildi. Deparafinizasyonun ardindan BD™ Retrievagen A soliisyonu ile antijen
retrieval islemi gergeklestirildi. Kesitler 5 dakika 3’er kez PBS’de yikanip, daha sonra
anti-BrdU antikoru ile 1 saat inkiibe edildi. Ug kez 2’ser dk PBS’de yikanan kesitler,
Streptavidin-HRP ile 40 dakika inkiibe edildi. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra DAB

ile muamele edilen dokular su ile yikamaya alindi. Hematoksilen ile 30-60 saniye
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arasinda boyandiktan sonra tekrar yikanip dehidrasyonun ardindan ksilolde bekletildi.
Daha sonra kapama mediumu ile kapatildi. Leica DM 4000B (Germany) bilgisayar
destekli 151k mikroskobunda ve Leica LAS V4.9 (Germany) programinda goriintiileme
islemi gergeklestirildi.

3.6. istatistiksel Analizler

[statistiksel analiz ve hesaplamalar IBM SPSS Statistics 23 (IBM Corp, NA,
USA) programi kullanilarak yapildi. Istatistiksel degerlendirmede p<0.05 degeri
anlamli farklilik olarak kabul edildi. Tanimlayicr istatistikler; normal dagilima sahip
siirekli degiskenler ortalama ve standart sapma, normal dagilima sahip olmayan
stirekli degiskenler ortanca, 25.-75 persentiller ve kategorik degiskenler iginse
sikliklar, yiizde olarak ifade edilmistir. Siirekli degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk testi, histogram, kutu-¢izgi ve Q-Q grafikle degerlendirildi.
Ikiden fazla bagimsiz grup icin normal dagilim ve varyans homojenligi varsayimlari
saglandiginda tek yoOnlii varyans analizi (ANOVA) Tukey HSD ikiserli
karsilastirmalar ile; normal dagilim saglandigi, varyans homojenligi saglanmadig:
durumunda Welch ANOVA Dunnet T3 ikiserli karsilastirmalar ile; varsayimlar
saglanmadiginda ise Kruskal-Wallis varyans analizi Dunn-Bonferonni ikiserli
karsilastirmalari ile ele alinmistir. Gruplarin 6lgiimlerinin zaman igindeki degisimini
karsilastirabilmek i¢in iki yonli tekrarli 6l¢timlerde varyans analizi kullanilmistir.

Ordinal degiskenlerin zaman igindeki degisimi Friedman testi ile incelenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Genel Degerlendirme Bulgular:

Tedavi sonras: takip siirecinde farkli haftalarda; grup 2’den 2 sican, grup 4’ten 1
sican, grup 5’den 2 sican, grup 6’dan 4 sigan Oliim sonucu calisma dis1 kaldi ve
degerlendirmeye 63 sican dahil edildi. Grup 2, 3, 4, 5 ve 6’da cerrahi islem sonrasinda
tiim si¢anlarin sol arka uzuvlarinda paralizi gozlendi ve bazi sicanlarin ayak bilekleri ve
dizlerinde kontraktiir gelisimi izlendi. Gruplara gore degismekle beraber farkli
donemlerde paralizilerde kismi diizelme oldugu goriildii. Grup 2, 5 ve 6’da bakim
sirecinde bazi siganlarin birbirine saldirdiklari ve stresleri olduklari gozlendi. Bu
gruplardaki sigcanlarin bazilarinda otokanibalizasyon sonucu; uzuvlarinin bir kismi eksik,
bir kisminda ise siddetli enfeksiyon bulunmaktaydi. Bu si¢anlara yiiriiyiis analizi ve sfi,
igne batirma testi (pin-prick), parmak ayirma testi (toe spread) uygulanmadi ve
elektrofizyolojik incelemeye alinmadilar. Cerrahi sonrast 16. haftanin sonunda siganlar
sakrifiye edildi ve her iki arka uzuv siyatik sinir ve gastroknemius kaslart histolojik
inceleme i¢in alind1. Dikkat ¢eken bir diger nokta, PGA tiip kondiiit uygulanan grupta
sinir spesmenlerinin alinmast i¢in siyatik sinir ortaya kondugunda bir kisim siganda, sinir

defektinde rejenerasyonun makroskobik olarak gerceklesmedigi goriildii (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. 16 haftanin sonunda histolojik inceleme i¢in siyatik sinirin eksize edilmeden
onceki goriinimii: A) Pozitif kontrol grubu, normal siyatik sinirin
goriiniimii; B) PGA tiip kondiiit ile sinir onarimi yapilan grup, noral
rejenerasyonun gerg¢eklesmedigi dikkat cekmektedir (Siyah oklar proksimal

ve distal sinir ucunu gostermektedir).
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42. AM ve AKMKH Tabakasindan Olusturulan Biyolojik Kondiiitin

incelenmesi
4.2.1. AKMKH Isik Mikroskobi Degerlendirilmesi

AKMKH’lerin tabaka haline getirilmeden 6nceki 151k mikroskobu fotograflar
Sekil 4.2°de verilmistir. Isik mikroskobu incelemesinde kok hiicre morfolojilerinin

saglikli kok hiicre goriintimleriyle uyumlu oldugu goriilmektedir.

4.2.2. Biyolojik Kondiiitin SEM ile Goriintiilenmesi

AKMKH tabakast ve AM’den olusturulan kondiiitin morfolojisinin
incelenebilmesi i¢in, tabakalarin birlestirilmesinden sonra SEM goriintiileri alinmistir
ve fotograflar1 Sekil 4.3’te verilmistir. Fotograflar incelendiginde; diisiik
biiylitmelerde hiicre tabakas1 ve AM yapisi, daha yiiksek biiylitmeli goriintiilerde ise
hiicre tabakasinin AM’ye tutunma bolgeleri ve hiicre tabakasindaki ekstraselliiler

matriks artis1 goriilmektedir.

Sekil 4.2. AKMKH’lerin 151k mikroskobu fotograflari: A) 4 X, bar 500 um; B) 20 X,
bar 100 pm
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4.2.3. Biyolojik Kondiiitin F-aktin/Cekirdek Boyamasi

AM iizerindeki kok hiicre tabakasini olusturan hiicrelerin morfolojilerinin
belirlenmesi amaciyla biyolojik kondiiitler immiin boyama yapilarak floresan
mikroskop ile gériintiilenmistir. immiinofloresan boyama fotograflar1 Sekil 4.4’te
verilmigtir. Hiicre iskeletindeki aktin filamentleri yesil, ¢ekirdekler ise mavi renge
boyanmistir. Boyama fotograflarinda AKMKH tabakasinin tamamen AM ylizeyine
tutundugu goriilmektedir.

SEM HV: 2.5 kV I SEM HV: 2.5 kV
View field: 1 W View fieid: 238 ym

SEMHV: 25kV  Date(m/dly): 11/27/19 SEM HV: 25KV Date(midly): 11/27/19 GAIA3 TESCAN|
: [

View fiold: 454 pm Det: SE 100 pm T W view fieia: 458 ym

M MAG: 457 x  Date(midly): 11/27/19 'M SEMMAG: 453 x  Date(m/d/

SEM HV: 25 kV
Fr W View field: 41.5 ym

Sekil 4.3. AKMKH tabakasi ve AM” den olusturulan kondiiite ait SEM fotograflari: A)
AKMKH tabakasi (siyah yildiz) ve AM (kirmizi yildiz); B-C-D) AKMKH
tabakasinin AM’ye tutunma bolgeleri (siyah ok); E) AKMKH tabakasi (siyah
yildiz); F) Ekstraselliiler matriksteki artig gosterilmistir (beyaz tiggen)
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Sekil 4.4. AKMKH tabakas1 ve AM’den olusturulan kondiiitin immiinofloresan
boyama sonrasi floresan mikroskop fotograflari. Hiicre ¢ekirdekleri mavi,
F-aktin filamentleri ise yesil renkte boyanmistir: A) AKMKH tabakasinin
tamamen AM ylizeyine tutundugu gosterilmeye calisilmistir; B) AKMKH
tabakasinin merkezindeki immiinofloresan boyama; C-D-E-F) AKMKH
tabaka kenarlarinin, AM ylizeyi ile tutunma immiinofloresan boyamasi. (A,
40 X, bar 500 um; B, C, D, F, 20 X, bar 100 um; E, 10 X, bar 200 um)
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4.3. Fonksiyonel Degerlendirme

4.3.1. Bilesik Kas Aksiyon Potansiyelleri (Compound Muscle Action
Potantials) (CMAPs)

Tiim gruplarin 4 haftada bir bilesik kas aksiyon potansiyelleri 6l¢iildii. Aksiyon
potansiyeli lizerinden; latans, tepeden tepeye genlik, egim ve genlik degerleri
incelendi. Ayrica tepeden tepeye genlik indeksi (amplitude index), egim indeksi (slope

Index) ve genlik indeksi hesaplandh.

Latans (Latency)

Izoelektrik hattaki parazitlenme sebebiyle bir kisim latans verileri dogru

toplanamamuistir, bu nedenle latans istatistiki degerlendirmeye alinmamustir.

Tepeden Tepeye Genlik (Amplitiide)

(7]
-
[ =
o

6,0

oMWl —-

50

40

30

Tepeden Tepeye Genlik (Sol) (mV)

Hafta

Sekil 4.5. Gruplara ait tepeden tepeye genlik (sol uzuv) zaman degisim grafigi

Gruplarin zaman igindeki deneysel uzuv (sol) tepeden tepeye genlik
degisimleri degerlendirildiginde (Sekil 4.5, Tablo 4.1); Grup 1, grup 2’den yiiksekti,
grup 5’den anlamli olarak diisiiktii (p<0.05). Grup 2, grup 4,5 ve 6’dan anlamli olarak
diisiiktii (p<0.001). Grup 3, grup 4,5 ve 6’dan anlamli olarak diisiiktii (sirasiyla;
p<0.01, p<0.001, p=001). Diger gruplar arasinda anlamli iligki yoktu.
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Tepeden Tepeye Genlik + Standart Sapma

4, Hafta 8. Hafta 12, Hafta 16. Hafta

1 3,65+1,17 423+1,03 3,18+ 0,61 3,50+ 1,44

2 2,54 £0,95 2,45+0,71 2,85+0,99 3,13+ 1,15

Grup 3 2,17+0,59 2,59 +1,31 2,58 £0,64 4,58 +1,06
4 3,92 +1,48 3,67 +1,69 4,67+ 0,88 4,28 + 0,89

5 437 +£1,66 551+£1,51 420+1,08 431 +0,56

6 4,76 £1,70 4,65+ 1,01 3,50 + 0,54 441 +1,11

Tepeden Tepeye Genlik Indeksi (Amplitiide index)

Tepeden Tepeye Genlik indeksi (%)

20,00 |

10,00 |

00 |

-20,00 |

-30,00 |

-40,00 |

-10,00 |

12 16

Hafta

®
-
=
o

DO W -

Sekil 4.6. Gruplara ait tepeden tepeye genlik indeksi zaman degisim grafigi

Gruplarin zaman icindeki tepeden tepeye genlik indeksi degisimleri

degerlendirildiginde (Sekil 4.6, Tablo 4.2); grup 2, grup 4 ve 5’ten anlamli olarak daha

diisiiktii (sirastyla; p<0.001, p=0.008). Grup 3, grup 4 ve 5’ten anlamli olarak diigiiktii

(swrastyla; p=0.003, p<0.05). Diger gruplar arasinda anlaml iligki yoktu.

Tablo 4.2. Gruplara ait tepeden tepeye genlik indeksi tanimlayici verileri

Tepeden Tepeye Genlik indeksi + Standart Sapma

4, Hafta 8. Hafta 12. Hafta 16. Hafta
1 -16,87+28,98 5,50+£22,10 -15,75+17,54 -13,66+15,88
2 -24,08+23,88 -42.72+15,60 -30,69+15,14 -19,95+32,19
Grup 3 -44,13+18,16 -13,57433,45 -25,71+14,14 -14,33+20,12
4 6,32+33,31 -0.58+22,71 13,36+30,33 -3,36+22,90
5 -2,98+41.34 15,43+38,91 -15,05+23,98 -12,34+13,79
6 1,26+16,98 -8,81+19,53 31,54+10,50 -18,89+25,59
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Grup

OO &= WwN -

12
Hafta

16

Sekil 4.7. Gruplara ait egim (sol) zaman degisim grafigi

Gruplarin

zaman

icindeki

deneysel

uzuv

(sol)

egim degisimleri

degerlendirildiginde (Sekil 4.7, Tablo 4.3); grup 1, grup 2 anlamli olarak ytiiksekti

(p<0.05). Grup 2, grup 4,5 ve 6’dan anlamli olarak diisiiktii (p<0.001). Grup 3, grup

4,5 ve 6’dan anlamli olarak disiiktii (sirasiyla; p=0.001, p<0.001, p=0.001). Diger

gruplar arasinda anlamli iliski yoktu.

Tablo 4.3. Gruplara ait egim (sol) tanimlayici verileri

Egim + Standart Sapma

4. Hafta

8. Hafta

12. Hafta

16. Hafta

Grup

o OB W N

4845.6 + 128127
3461,49 + 1237,87
3120,51 + 929,68
4888,29 + 1148,93
5066,74 + 1286,29
547717 + 1216,72

5217,17 + 1083,43
3314,11 + 710,27
3538,88 + 1253,93
4575.71 + 1365,69
5998,97 + 1140,63
5305,05 + 112741

423811 + 759,94
3705,05 + 1324,74
3910,83 + 754,47
593746 + 949,95
5146,23 + 1012,57
4948.93 + 434,39

4634,06 + 1250,67
4101,92 + 1336.,56
492533 + 1569,41
5566,71 + 1108,68
5620,03 + 474,45
5479,57 + 534,55
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Egim Indeksi (Slope Index)

20,00

10,00 |

,00

-10,00

Egim indeksi (%)

-20,00

-30,00

-40,00

Grup

M = WM =

Hafta

Sekil 4.8. Gruplara ait egim indeksi zaman degisim grafigi

Gruplarin zaman i¢indeki egim indeksi degisimleri degerlendirildiginde (Sekil

4.8, Tablo 4.4); grup 2, grup 1, 4 ve 5’den anlaml olarak diisiiktii (sirasiyla; p<0.01,

p<0.001, p<0.01). Grup 4, grup 3’ten anlamli olarak yiiksekti (p<0.01). Diger gruplar

arasinda anlaml iligki yoktu.

Tablo 4.4. Gruplara ait egim indeksi tanimlayici verileri

Egim indeksi + Standart Sapma

4. Hafta 8. Hafta 12. Hafta 16. Hafta
1 -8,89+14,18 5,75+20,26 -9,22420,60 -10,62+13,15
2 -22,54+17,86 -34,94+16,71 -31,54+12,68 -17,83+32,18
Gru 3 -38,26+24,56 -15,66+20,14 -17,35+15 -9,88420,48
P 4 43442476 1,12+13,04 10,94+22,70 -1,07£17,022
5 -6,83+26,29 5,64+22,02 -11,49+16,51 -6,90+9,52
6

-1,8349,51 -12,57420,45 -14,93+13,12 -15,59+11,90




61

Genlik
40| Grup
1
2
3
| 4
35 5
6
S
E ;
= 30|
[+
2
x
=
L
O 25|
:,0' /,,(5 Y A

Hafta

Sekil 4.9. Gruplara ait genlik (sol) zaman degisim grafigi

Gruplarin  zaman igindeki deneysel uzuv (sol) genlik degisimleri
degerlendirildiginde (Sekil 4.9, Tablo 4.5); grup 2, grup 1, 4, 5 ve 6’dan anlamli olarak
diisiiktii (sirasiyla; p<0.01, p<0.001, p<0.001, p=0.001). Grup 5, grup 3’de anlamli
olarak yiiksekti (p<0.01). Diger gruplar arasinda anlaml iliski yoktu.

Tablo 4.5. Gruplara ait genlik (sol) tanimlayici verileri

Genlik + Standart Sapma

4. Hafta 8. Hafta 12. Hafta 16. Hafta

1 2,95+1,02 2,76 £0,72 2,51+£0,76 2,55+1,22

2 1,96 £ 1,02 1,7 £ 0,49 2,03 +£0,75 1,9+0,73

Grup 3 2,3+ 1,04 1,93 £0,85 1,8 £ 0,33 3,1+0,70
4 2,66 = 0,80 2,44 +0,74 3,29+£0,38 3,11 +£0,42

5 2,8 +0,87 3,51 £0,88 3,25+0,92 2,69+0,29

6 3,04 £0,91 3,1+0,70 2,47 £0,84 2,72 +£0,78
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Sekil 4.10. Gruplara ait genlik indeksi zaman degisim grafigi

Gruplarin zaman igindeki genlik indeksi degisimleri degerlendirildiginde
(Sekil 4.10, Tablo 4.6); grup 2 anlamli olarak en diisiik gruptu (sirasiyla; p<0.001,
p<0.05, p<0.001, p<0.001, p<0.05). Diger gruplar arasinda anlamli iliski yoktu.

Tablo 4.6. Gruplara ait genlik indeksi tanimlayici verileri

Genlik indeksi + Standart Sapma

4. Hafta 8. Hafta 12. Hafta 16. Hafta

1 -13,74+22,46 -8,16£16,47 -7,44+15,71 -10,61£18,99

2 -28,66+19,15 -38,29+23,44 -33,92+15,18 -41,76+12,63

Grup 3 -21,66+18,52 -8,48+24,04 -27,24+15,13 -14,81+13,21
4 -,81£19,20 -9,22+20,46 4,57+£21,87 -9,27+5,46

5 -11,514+31,46 -2,21422,97 -0,80+25,19 -21,71£13,96

6 -3,06+13,48 -17,34+14,19 -30,17+15,79 -24,65+16,74
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4.3.2. igne Batirma (Pin-Prick) Testi
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Sekil 4.11. Gruplara ait igne batirma (pin-prick) testi sonuglari zaman grafigi

Tiim gruplarda 4 haftada bir igne batirma (pin-prick) testi yapildi. 4. hafta pin-
prick testinde; grup 1, grup 2 ve 3’ten anlamli olarak yiiksekti (sirastyla; p<0.001 ve
p<0.05).

8. hafta pin-prick testinde; grup 1, grup 4 hari¢ diger gruplardan anlamli olarak
yuksekti. Grup 4 ise ytkseliste olup, grup 2,3 ve 5’ten anlamli olarak ytiiksekti
(sirastyla; p<0.01, p<0.05, p<0.05).

12. haftada grup 1, grup 2 ve 4’ten anlamli olarak ytiiksekti, diger gruplar
arasinda anlamli iligki yoktu (sirasiyla; p<0.001 ve p<0.01).

16. haftada grup 1, grup2, 4 ve 5 ten anlaml olarak ytiksekti (sirasiyla;
p<0.001, p=0.01, p<0.01). Gruplara ait igne batirma (pin-prick) testi sonuglar1 zaman
grafigi Sekil 4.11°de verilmistir.
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4.3.3. Parmak Ayirma (Toe-Spread) Testi
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Sekil 4.12. Gruplara ait parmak ayirma (toe-spread) testi sonuglar1 zaman grafigi

Tim gruplarda 4 haftada bir parmak ayirma (toe-spread) testi yapildi. 4.
haftada grup 1 tiim gruplara gére anlaml olarak yiiksek bulundu. 8, 12, 16. haftalarda
grup 1, grup 3 hari¢ diger gruplara gore anlamli yiiksekti. Diger gruplar arasinda
istatistiki farklilik bulunmamaktaydi. Gruplara ait parmak ayirma (toe-spread) testi

sonuglart zaman grafigi Sekil 4.12°de verilmistir.
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4.3.4. Gastrokinemius Kas Agirhik Indeksi
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Sekil 4.13. Gruplara ait gastroknemius kas agirlik indeksi karsilastirmali grafigi

16. haftanin sonunda tiim si¢anlarin bilateral gastroknemius kaslar1 eksize
edildi ve gastroknemius kas agirlik indeksleri hesaplandi (Sekil 4.14). Gastroknemius
kas agirlik indeksleri degerlendirildiginde (Sekil 4.13, Tablo 4.7); grup 1; grup 2, 4,5
ve 6 ya gore anlamli olarak yiiksekken (sirasiyla; p<0.001, p=0.01, p<0.001, p=0.003);
grup 3 ile arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik yoktu. Grup 2, grup 3 ve 4’e gore
anlaml olarak diisiiktii (sirasiyla; p<0.001, p<0.05). Grup 3, grup 5 ve 6’ ya gore
anlamli olarak yiiksekti (sirasiyla; p=0.001, p<0.05). Grup 4 gastroknemius kas
indeksi grup 5’e gore anlamli olarak yiiksekti (p<0.05), grup 6 ya gore yiiksek olsa da

bu degerler istatistiksel olarak anlamli degildi.

Tablo 4.7. Gruplara ait gastroknemius kas agirlik indeksi tanimlayici verileri

Gastroknemius Kas Agirhk Indeksi

Ortanca  Persentil 25 Per;gntll Ortalama Minimum  Maksimum S;g?ﬁ:
1 98,90 96,64 103,25 97,97 79,41 107,27 7,22
2 18,62 16,17 20,07 18,72 13,42 27,23 3,96
Grup 3 70,69 65,44 74,54 70,32 56,81 85,06 7,54
4 34,04 29,46 45,18 37,68 26,84 65,57 11,66
5 19,67 17,82 21,14 19,84 11,11 29,31 5,56
6 29,06 22,94 35,33 32,75 20,53 66,85 15,05
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Sekil 4.14. Gastroknemius kas spesmenleri, (her grup i¢in fotografin sol kisminda sol

gastroknemius kasi, fotografin sag kisminda sag gastroknemius kasi
gosterilmektedir): A) Sham kontrol grubu gastroknemius kas spesmenleri,
her iki uzuv gastroknemius kasinin benzer hacim ve agirlikta oldugu
dikkat g¢ekmektedir; B) Negatif kontrol grubu gastroknemius kas
spesmenleri, opere edilen uzuvdaki gastroknemius kasinin belirgin atrofisi
dikkat ¢ekmektedir; C) Sinir otogreti ile onarim yapilan grup
gastroknemius kas spesmenleri; D) AM+AKMKH tabakasindan
olusturulmus kondiiit ile onarim yapilan grup gastroknemius kas
spesmenleri; E) PGA tiip kondiiit ile onarim yapilan grup gastroknemius
kas spesmenleri; F) AM’den olusturulmus kondiiit ile onarim yapilan grup

gastroknemius kas spesmenleri
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4.3.5. Yiiriiyiis Yolu Analizi ve Siyatik Fonksiyonel indeks (SFI) Bulgulari
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Sekil 4.15. Gruplara ait siyatik fonksiyonel indeks zaman grafigi

Tiim gruplarda 4 haftada bir yliriime analizi yapild1 ve sfi hesaplandi (Sekil
4.15, Tablo 4.8). 4. hafta sfi analizinde grup 1 diger gruplara gore anlaml yiiksekken,

grup 2 diger gruplara gére anlamli olarak diisiiktii.

8.hafta sfi analizinde; grup 1 diger tiim gruplara gore anlamli olarak ytiiksekti
(swrastyla; p<0.001, p<0.05, p<0.05 p<0.001, p<0.01). Diger gruplar arasinda anlaml
farklilik yoktu.

12. hafta sfi analizinde grup 1, tiim gruplara gore anlamli olarak yiiksekti
(strastyla; p<0.001, p<0.05, p<0.05 p<0.001, p<0.001). Grup 3, grup 2, 5 ve 6’ya gore
anlaml yiiksekti (p<0.05). Grup 4, grup 2, 5 ve 6 ya gore anlaml1 yiiksekti (p<0.05).

16. hafta sfi analizinde grup 1, tiim gruplara gore anlamli olarak yiiksekti
(strastyla; p<0.001, p<0.05, p<0.01, p<0.001, p=0,001). Grup 2, grup 3 ve 4’e gore
anlaml diisiikti (sirasiyla; p<0.01, p<0.01).

Her grubun kendi icinde haftalara gore degisiminin anlamlilig

degerlendirildiginde; grup 2 i¢in 4. ve 8. haftalar kiyaslandiginda anlamli olarak
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yiikselis goriilmekte (p<0.01). Grup 3 igin 4.-12., 4.-16. haftalar kiyaslandiginda
anlaml yiikselis goriilmekte (sirasiyla; p<0.01, p<0.001). Grup 4 i¢in, 4-12, 4-16 ve
8.-16. haftalar arasinda anlamli yiikselis bulunmakta (sirasiyla; p<0.01, p<0.001,
p<0.01). Grup 5 ve 6 i¢in 4.-16. haftalar arasinda anlaml artis goriilmekte (p<0.01).

Tablo 4.8. Gruplara ait siyatik fonksiyonel indeks ortalama degerleri

SFi Ortalama Deger + Standart Sapma

4. Hafta 8. Hafta 12. Hafta 16. Hafta
1 -9,62 + 7,04 -11,52 + 4,46 -9,71+5,41 -10,20 + 5,08
2 -90,90 + 3,28 -79,55 +£ 8,24 -85,52 +7,76 -81,41+6,75
Grup 3 -79,90 + 5,59 -72,66 + 8,46 -65,54 + 5,23 -59,48 + 7,87
4 -80,98 + 4,08 -73,69 + 5,24 -66,52 + 3,53 -61,39 + 5,88
5 -83,51 + 4,66 -79,18 + 5,06 -717,48+4,71 -71,58 + 9,30
6 -81,76 + 4,66 -7757 +4,16 -80,39 + 6,31 -67,51 + 8,46

4.4. Histolojik Bulgular
4.4.1. Gastrokinemius Kas1 Masson Trikrom Bulgular:

Gruplara ait gastrokinemius kas dokular1 Masson Trikrom ile boyandiktan
sonra kas lifi cap1 ve kollajen lif alan yiizdesini kapsayan histomorfometrik 6l¢timler
yapild1 (Sekil 4.17). Grup 1’ e ait gastrokinemius kas dokusunun Masson’s Trikrom
boyama sonrasinda enine kesitlerde, kas liflerinin normal morfolojiye sahip oldugu
izlendi. Grup 2’ de belirgin kas atrofisi ve artmis kollajen lif yogunlugu ile karakterize
fibrotik degisimler dikkati ¢ekti. Deney gruplarina ait gastrokinemius kas1 kollajen lif
alan yiizdesi verileri istatistiksel olarak karsilastirildiginda (Sekil 4.16, Tablo 4.9);
gruplar arasi en diislik kollajen lif alan yiizdesi grup 1’ de, en yiiksek deger ise grup 2’
de izlendi. Grup 3 kollajen lif alan ytlizdesi grup 4, grup 5 ve grup 6’ ya gore anlamli
olarak daha diisiiktii (sirasiyla; p=0.011, p<0.001 ve p=0.006). Grup 4 kollajen lif alan
ylizdesi ortalama degeri grup 5’e gore anlamli diisiiktii (p<0.05), grup 6’ ya gore de
daha diisiik olsa da bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi.



Tablo 4.9. Gruplara ait kollajen lif alan yiizdesi tanimlayic1 verileri
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Kollajen Lif Alan Yiizdesi (%)

Ortanca Persentil Persentil Ortalama Minimum Maksimum Standart
25 75 Sapma
1| 1,05 ,55 2,03 1,41 ,08 7,84 1,35
2| 5,50 3,14 7,51 5,41 1,25 12,42 2,57
Gru 3] 2,35 1,27 3,36 2,59 22 9,09 1,83
P 4| 3,51 2,68 4,24 3,59 1,02 7,36 1,31
5| 4,26 3,21 5,46 4,33 2,03 7,89 1,40
6| 3,57 2,40 4,66 3,74 1,32 7,76 1,58
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Sekil 4.16. Gruplara ait kollajen lif alan yiizdesi karsilastirma grafigi
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n's Trichrome, 200 X, bar 100 pu m).

kesit goriintiileri (Grup 1 (A), Grup 2 (B), Grup 3 (C), Grup 4 (D),

gastrokinemius kaslarina ait transvers
Grup 5 (E) ve Grup 6 (F). Grup 2’ de artis gosteren kollajen lif yogunlugu (4 ) izlenmekte Masso

Sekil 4.17. Deney gruplari
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Sekil 4.18. Gruplara ait kas lifi ¢ap1 karsilagtirma grafigi

Gruplar aras1 gastrokinemius kas lifi ¢ap Olclimleri istatistiksel olarak
degerlendirildiginde (Sekil 4.17, Tablo 4.10); grup 1 en yiiksek kas lifi capina sahipti
(p<0.001). Grup 2 ve grup 5 arasinda kas lifi cap1 agisindan istatistiksel olarak
herhangi bir farklilik izlenmedi (p>0.99). Grup 2; grup 3, 4 ve 6 ile karsilastirildiginda
grup 2 kas lifi ¢apinda diger gruplara gore anlamli diisiis s6z konusuydu (sirasiyla;
p<0.001, p<0.001 ve p<0.001). Grup 4 kas lifi cap1 grup 3’e gore anlamli olarak
diisiikken (p<0.001), grup 5 ve 6’ya gore ise anlamli olarak yiiksekti (sirasiyla;
p<0.001, p<0.001). Grup 5 ve 6 karsilastirilldiginda ise; kas lifi ¢apinin grup 6’da
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu dikkati ¢ekti (p<0.001).
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Tablo 4.10. Gruplara ait gastrokinemius kas lifi ¢ap1 tanimlayici verileri

Kas Lifi Cap1 (um)
Ortanca Persentil Persentil Ortalama Minimum Maksimum Standart
25 75 Sapma
1| 54,33 48,60 62,04 56,14 33,89 105,45 11,27
2| 37,25 33,78 41,01 37,45 20,59 88,17 5,67
Gru 3| 45,95 41,09 51,07 46,53 28,77 77,45 7,85
P 4| 44,72 39,60 48,82 4411 26,26 59,77 6,48
5| 36,41 32,45 40,77 37,05 21,96 53,68 5,93
6| 40,67 36,27 45,73 40,93 22,77 61,76 6,79

4.4.2. Periferik Sinir Hematoksilen-Eosin Bulgulari

Deney gruplarina ait periferik sinir dokularinin H&E boyama sonrasinda genel
durumu degerlendirildi (Sekil 4.19, 4.20). Grup 1’e ait longitudinal kesitlerde periferik
sinir yapisinin, diizenli sinir lifleri, Schwann hiicrelerine ait nukleuslar ve diizenli
akson yapilari ile tiim boliimlerde normal histolojik yapida oldugu izlendi. Aksonal

organizasyon biitlinliigiinii korurken, inflamasyon bulgusuna rastlanmada.

Grup 2’ ye ait H&E kesitlerinde, periferik sinir doku biitiinliigiiniin kayboldugu
dikkati ¢ekti. Distal boliimde sinir liflerinin diizensiz dagilimi, azalan akson
yogunlugu ve artan dejeneratif degisimler izlendi. Schwann hiicre proliferasyonu,
fibrotik alanlar, aksoplazmik vakuolizasyon, lifler arasinda dagilim gosteren

enflamatuar hiicre varlig1 ve konjesyon ile birlikte vaskulerize degisimler dikkati ¢ekti.

Grup 3’e ait H&E ile boyanmus kesitlerde, yer yer dejeneratif bulgularin devam
ettigi, Schwann hiicre proliferasyonunun yani sira bazi alanlarda diizenli akson
yapilarinin varligi izlendi. Grup 3 orta boliimlerine ait kesitlerde, grup 2’ye gore akson
yapisinin daha diizenli oldugu ve fibrotik alanlarin azaldigi goriildii. Grup 4’e ait
kesitlerde ise periferik sinir bolimlerinde grup 1’e goére dejeneratif histolojik
degisimlerin, konjesyonun ve bazi alanlarda fibrozisin goriildiigii, ancak akson ve
miyelin organizasyonunun yer yer diizenlendigi dikkati g¢ekti. Grup 2’ye gore
aksoplazmik vakuolizasyon ve enflamatuar hiicre yogunlugunun azaldig: goriildii.

Grup 5’e ait histolojik kesitlerde ise kontrol grubuna gore devam eden

dejeneratif degisimlerin yani sira, grup 3 ve 4 ile karsilastirildiginda, distal ve orta

boliimde aksonal biitiinliigiin kayboldugu sinir liflerinin ve Schwann hiicre nukleus
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yapisindaki degisimlerin devam ettigi izlendi. Distal boliime ait kesitlerde bazi
alanlarda yogun inflamatuar hiicre infiltrasyonu, fibrotik degisimler ve hemosiderin
varlig1 dikkati c¢ekti. Grup 2 ile karsilagtirildiginda aksonal vakuolizasyonun bazi

alanlarda azaldig1 goriildii.

Grup 6’ya ait periferik sinir dokusunun H&E boyama sonucu degerlendirilen
kesitlerde ise, proksimal bdliimde aksonal diizenlenim ve miyelin organizasyonunun
diger tedavi gruplart ile benzer oldugu izlendi. Distal boliimde dejenere akson yapilari

ve fibrotik doku varligi devam ediyordu.

\ \ vy

Sekil 4.19. Periferik sinir longitudinal kesitlerde proksimal, orta ve distal boliimlere
ait gortntiiler (1). Schwann hiicre nukleusu (%), dejenere aksonlar (=),
fibrotik doku (P), vakuolizasyon (»), konjesyon (»), inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu (=), izlenmekte (H&E, 400 X, bar 50 pum)
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Sekil 4.20. Periferik sinir longitudinal kesitlerde proksimal, orta ve distal boliimlere
ait gorintiiler (II). Schwann hiicre nukleusu (%), dejenere aksonlar (=),
fibrotik doku (P), vakuolizasyon (»), konjesyon (»), inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu (=), hemosiderin (—) goriillmekte (H&E, 400 X, bar
50 pm)

4.4.3. Periferik Sinir Boliimlerine Ait Miyelinli Akson Sayis1

Miyelinli akson sayisini degerlendirmek i¢in periferik sinir enine kesitlerine
Luxol Fast Blue ile boyama yapildi (Sekil 4.24). Gruplar aras1 proksimal boliime ait
kesitlerde ortalama miyelinli akson sayis1 degerlendirildiginde (Sekil 4.21, Tablo 4.11);
grup 1 de miyelinli akson sayis1 grup 2,4 ve 5’e gore anlamli olarak ytiiksekti (sirasiyla;
p<0.001, p=0.026, p<0.001), grup 6 ile arasinda istatistiksel anlamlilik yoktu ancak daha
yiiksekti (p=0.051). Grup 2’ ye ait miyelinli akson sayisi ile grup 5 arasinda istatistiksel
olarak anlamlilik yokken (p=0.647), diger gruplar arasinda grup 2’ de daha diisiik olmak

tizere anlamlilik mevcuttu. Grup 3, grup 5’e gore istatistiksel olarak anlamli daha
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yiiksek miyelinli akson sayisina sahipti (p<<0,001). Grup 4 ile grup 3, 5 ve 6 arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik yoktu (sirasiyla; p=0.664, p=0.27 ve p>0.99).

Tablo 4.11. Gruplara ait ortalama miyelinli akson sayisi1 (proksimal) tanimlayici verileri

Ortalama Miyelinli Akson Sayis1 (Proksimal)

Ortanca Persentil Persentil Ortalama Minimum Maksimum Standart
25 75 Sapma
1| 364,50 317,00 402,00 370,22 285,00 475,00 55,20
2| 128,00 108,00 159,00 134,61 95,00 192,00 31,05
Gru 3| 345,00 295,00 359,00 329,83 252,00 385,00 41,09
P 41 276,00 256,00 304,00 278,89 218,00 332,00 29,46
5| 206,50 165,00 218,00 205,06 137,00 355,00 49,25
6| 296,50 208,00 335,00 280,67 185,00 402,00 68,20
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Sekil 4.21. Gruplara ait ortalama miyelinli akson sayisi (proksimal) karsilastirma grafigi

Periferik sinir orta boliime ait miyelinli akson say1s1 degerlendirildiginde (Sekil
4.22, Tablo 4.12); grup 1’de grup 4, 5 ve 6’ya gore anlaml artis s6z konusuydu
(strastyla; p=0.001, p<0.001 ve p<0.001). Grup 1 ve grup 3 arasinda herhangi bir
anlamlilik izlenmedi. Grup 3, grup 5 ve 6 ile karsilagtirildiginda anlamli artis vardi

(swrastyla; p<0.001 ve p<0.001). Grup 4 miyelinli akson sayis1 ortalama degeri grup 5
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ve 6’ya gore anlamli olarak yiiksekti (sirasiyla; p<0.05, p<0.05). Grup 5 ve grup 6

arasinda da istatistiksel olarak anlamlilik izlenmedi.

Tablo 4.12. Gruplara ait ortalama miyelinli akson sayis1 (orta) tanimlayici verileri

Ortalama Miyelinli Akson Sayis1 (Orta)

Ortanca Per;gntll Perggntll Ortalama Minimum Maksimum Sé:g?ﬁ;t
1| 338,50 306,00 354,00 339,22 202,00 474,00 70,81
3| 255,50 242,00 279,00 261,06 220,00 342,00 28,52
Grup 4| 202,50 170,00 238,00 200,67 121,00 271,00 41,33
5| 125,50 114,00 152,00 132,33 105,00 175,00 21,89
6| 128,50 108,00 159,00 140,44 89,00 254,00 47,46
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Sekil 4.22. Gruplara ait ortalama miyelinli akson sayis1 (orta) karsilastirma grafigi

Gruplar aras1 distal boliime ait kesitlerde miyelinli akson sayisi
degerlendirildiginde (Sekil 4.23, Tablo 4.13); grup 1 ile grup 3 arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark izlenmedi. Diger gruplara ait distal boliimlerde grup 1’e gore
miyelinli akson sayisinda istatistiksel olarak anlamli diistis goriildii (p<0.001). Grup 2

miyelinli akson sayis1 distal boliimde anlamli olarak diistiktii.
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Grup 3 ile grup 5 ve 6 arasindaki miyelinli akson sayisi arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli idi (sirasiyla; p<0.001 ve p<0.01). Grup 3 ile grup 4
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik yoktu. Grup 4, grup 5’ e gore anlamli olarak
yuksekti (p<0.05), grup 6 ile arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik izlenmedi.
Grup 5’ e ait miyelinli akson sayis1 grup 6’ ya gore daha diisiik olsa da bu fark

istatistiksel olarak anlamli degildi.

Tablo 4.13. Gruplara ait ortalama miyelinli akson sayisi1 (distal) tanimlayici verileri

Ortalama Miyelinli Akson Sayisi (Distal)

Ortanca Persentil  Persentil Ortalama Minimum Maksimum Standart

25 75 Sapma

1| 347,50 268,00 368,00 330,56 247,00 472,00 60,93

2| 62,00 45,00 65,00 56,83 34,00 90,00 15,21
Grup 3| 245,00 206,00 257,00 228,00 141,00 284,00 43,51
4| 173,50 142,00 192,00 166,06 101,00 215,00 33,04

5| 104,50 87,00 115,00 104,72 75,00 152,00 20,44

6| 122,50 105,00 140,00 125,11 87,00 186,00 24,88

500,00
400,00
300,00

20000 * ;

100,00

Ortalama Miyelinli Akson Sayisi (Distal)

0o
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Sekil 4.23. Gruplara ait ortalama miyelinli akson sayis1 (distal) karsilastirma grafigi
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Grup 2

Proksimal

Grup 3

Grup 4

Grup 5

Sekil 4.24. Luxol Fast Blue ile boyanmis periferik sinir transvers kesitlerinde
proksimal, orta ve distal boliimlere ait goriintiiler (Luxol Fast Blue, 1000

X, bar 20 um)
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4.4.4. S100 Immiinohistokimyasal Bulgular

Periferik  sinir S100 immiinpozitif —alan yiizdesi gruplar arasi
degerlendirildiginde (Sekil 4.25, Tablo 4.14); proksimal boliimde S100 immiinpozitif
alan yiizdesi grup 1‘de grup 2, 5 ve 6 ya gore anlaml olarak yiiksekti (sirasiyla;
p<0.001, p<0.001 ve p<0.001). Grup 2’ de grup 3 ve 4’e gore anlamli olarak diisiiktii
(swrastyla; p<0.01, p<0.05). Grup 3, grup 5 ve 6’ ya gore anlamli olarak daha yiiksek
degere sahipken (sirastyla; p<0.01ve p<0.001), grup 4 ile arasinda anlamlilik yoktu.
Grup 4, grup 5 ve 6’ ya gore anlaml1 daha yiiksek S100 pozitif alan ylizdesine sahipti
(strastyla; p<0.05, p<0.001).

Tablo 4.14. Gruplara ait S100 immiinpozitif alan yiizdesi (proksimal) tanimlayict verileri

S100 immiinpozitif Alan Yiizdesi (%) (Proksimal)

Ortanca Per;gntll Per;gntll Ortalama Minimum Maksimum Sézr;crfgt
1| 3,00 2,65 3,48 3,06 2,01 4,36 ,60
2| 165 1,52 1,85 1,63 ,55 2,00 34
Grup 3| 2,55 2,15 2,97 2,44 1,51 3,15 51
41 2,46 1,80 2,49 2,33 1,08 3,91 71
5| 1,68 1,43 1,99 1,72 1,01 2,74 ,46
6] 1,30 1,07 1,35 1,29 ,58 2,09 41

3,00

2,00 *
1,00 = T

00

(Proksimal)

$100 immunpozitif Alan Yiizdesi (%)

1 2 3 4 5
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Sekil 4.25. Gruplara ait S100 immiinpozitif alan yiizdesi (proksimal) karsilastirma
grafigi
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Gruplar arasi periferik sinir orta boliimiine ait S100 immiinpozitif alan ytlizdesi

degerlendirildiginde (Sekil 4.26, Tablo 4.15); grup 1 immiinpozitif alan yiizdesi

gruplar arasinda en yiiksek degere sahipti. Grup 4 immiinpozitif alan yiizdesi grup

6’dan anlamli olarak yiiksekti (p<0,05), grup 3 ve 5’ den yliksek olmasina ragmen bu

artis istatistiksel olarak anlamli degildi.

Tablo 4.15. Gruplara ait S100 immiinpozitif alan yiizdesi (orta) tanimlayici verileri

$100 immiinpozitif Alan Yiizdesi (%) (Orta)

Ortanca Persentil 25 Persentil Ortalama Minimum  Maksimum kb
75 Sapma
1 2,91 2,48 3,45 2,90 1,55 4,43 74
3 1,33 1,19 1,72 1,43 ,49 2,26 ,48
Grup 4 1,44 1,17 2,09 1,66 57 3,99 79
5 1,04 71 1,84 1,35 ,35 4,43 99
6 ,98 52 1,12 ,94 ,15 1,99 53
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Sekil 4.26. Gruplara ait S100 immiinpozitif alan yilizdesi (orta) karsilastirma grafigi
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Gruplar arast distal boliime ait S100 immiinpozitif alan yiizdesi
degerlendirildiginde (Sekil 4.27, Tablo 4.16); grup 1 en yiiksek degere sahipti. Grup 2
distal boliimiindeki S100 immiinpozitif alan ytlizdesi grup 6 disinda (p=0.110), grup 1,
3,4 ve 5’e gore istatistiksel olarak diisiik izlendi (sirasiyla; p<0.001, p<0.001, p<0.001
ve p=0.005). Grup 4 grup 5 ve 6’ ya gore daha yiliksek S100 immiinpozitif alan

yiizdesine sahip olsa da bu deger istatistiksel olarak anlamli degildi.

Tablo 4.16. Gruplara ait S100 immiinpozitif alan yiizdesi (distal) tanimlayici verileri

S100 immiinpozitif Alan Yiizdesi (%) (Distal)

Ortanca Persentil 25 Per;gntll Ortalama Minimum  Maksimum Sézgi?;t
1 2,86 1,97 3,99 3,16 1,35 6,78 1,55
2 A4 27 57 A7 13 1,05 ,26
Grup 3 1,43 1,25 1,79 1,47 79 2,05 ,35
4 1,31 1,10 1,63 1,40 ,82 2,60 43
5 1,11 1,05 1,41 1,18 57 1,63 ,26
6 1,01 78 1,33 1,06 14 2,32 ,52

&,00

4,00

IR RN

00

$100 immunpozitif Alan Ylzdesi (%) (Distal)

Grup

Sekil 4.27. Gruplara ait S100 immiinpozitif alan yilizdesi (distal) karsilastirma grafigi
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Gruplarin periferik sinir kesitlerinde proksimal, orta ve distal bolimlere ait

S100 immiinboyama goriintiileri Sekil 4.28°de verilmistir.

:fié 3

Proksimal 8]

Sekil 4.28. Periferik sinir kesitlerinde proksimal, orta ve distal boliimlere ait S100
immiinreaktivitesi gosteren Schwann hiicreleri (») izlenmekte. (DAB-

Hematoksilen, 400 X, bar 50 pm)
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4.4.5. NF-H immiinohistokimyasal Bulgular1

Gruplar arasi periferik sinir proksimal bolim NF-H immiinpozitif alan ytlizdesi
degerlendirildiginde (Sekil 4.29, Tablo 4.17); Grup 1’de immiinpozitif alan yiizdesi
diger gruplara gore anlamli sekilde yiiksekti. Grup 3’de immiinpozitif alan yiizdesi
grup 2,5 ve 6’ya gore anlamh sekilde yiliksekken (sirasiyla; p=0.006, p<0.001 ve
p=0.001), grup 4 ile istatistiksel olarak bir anlamlilik yoktu (p=0.156). Grup 4
proksimal boliime ait, NF-H immiinpozitif alan yiizdesi ortalama degeri grup 5 ve 6’
ya gore yiiksek olmasina ragmen bu deger istatistiksel olarak anlamli degildi (sirasiyla;

p=0.489 ve p>0.99).

Tablo 4.17. Gruplara ait NF-H immiinpozitif alan yiizdesi (proksimal) tanimlayici verileri

NF-H immiinpozitif Alan Yiizdesi (%) (Proksimal)

Persentil Persentil . . Standart
Ortanca o5 75 Ortalama Minimum Maksimum Sapma
1 9,30 8,15 11,27 9,77 4,26 15,99 2,52
2| 2,58 2,11 3,33 2,67 1,34 3,78 ,70
Gru 3| 4,16 3,22 5,20 417 1,25 7,25 1,39
P 4| 3,01 2,18 3,55 3,06 1,55 6,91 1,13
5| 2,32 1,99 2,86 2,42 1,45 4,37 ,60
6| 2,65 2,10 2,96 2,59 ,83 5,09 ,86
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Sekil 4.29. Gruplara ait NF-H immiinpozitif alan yiizdesi (proksimal) karsilastirma grafigi
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Orta bolime ait NF-H immiinpozitif alan yiizdesi gruplar arasi
karsilastirildiginda (Sekil 4.30, Tablo 4.18); en yiiksek NF-H immiinpozitif alan
ylzdesi grup 1’ de izlendi (p<0.001). Grup 4 ile grup 5 ve 6 arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli1 degildi (sirasiyla; p>0.99 ve p>0.99). Grup 5 ve 6 arasinda istatistiksel

olarak anlamlilik izlenmedi (p>0.99).

Tablo 4.18. Gruplara ait NF-H immiinpozitif alan yiizdesi (orta) tanimlayici verileri

NF-H immiinpozitif Alan Yiizdesi (%) (Orta)

00

Persentil Persentil . . Standart
Ortanca o5 75 Ortalama Minimum Maksimum Sapma
1| 8,90 8,41 9,55 9,32 7,06 15,99 1,96
3| 2,67 2,05 3,22 2,57 ,95 3,97 ,89
Grup 4| 1,98 1,52 2,19 1,99 ,89 3,563 ,60
5| 1,88 1,55 2,16 1,89 A7 2,98 ,65
6| 1,85 1,59 2,04 1,93 ,68 5,62 ,86
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Sekil 4.30. Gruplara ait NF-H immunpozitif alan yiizdesi (orta) karsilastirma grafigi
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Distal boliime ait NF-H immiinpozitif alan yilizdesi degerlendirildiginde (Sekil
4.31, Tablo 4.19); anlamli en diisik NF-H immiinpozitif alan yiizdesi grup 2’de iken,
anlamli en yiiksek deger ise grup 1’°de izlendi. Grup 3 NF-H immiinpozitif alan yiizdesi
grup 5 ve 6’ya gore anlamli olarak yiiksekken (sirasiyla; p=0.001 ve p<0.001); grup 4
ile arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik yoktu. Grup 4’ e ait immunpozitif alan
yiizdesi grup 5 ve 6’ ya gore yliksek olsa da bu deger istatistiksel olarak anlamli degildi
(swrastyla; p=0.303 ve p=0.247). Grup 5 ve 6 arasinda istatistiksel olarak anlamlilik

izlenmedi.

Tablo 4.19. Gruplara ait NF-H immunpozitif alan yiizdesi (distal) tanimlayici verileri

NF-H immunpozitif Alan Yiizdesi (%) (Distal)

Ortanca Per;gntll Per;gntll Ortalama Minimum Maksimum S;Zg(rjr?art
1| 8,85 8,26 10,26 9,39 7,01 14,34 1,81
2| 1,17 1,01 1,57 1,14 ,15 1,98 ,52
Grup 3| 3,20 2,38 3,66 3,16 1,62 5,25 ,92
41 2,19 2,02 2,87 2,39 1,67 3,25 46
5 1,97 1,76 2,09 1,92 1,05 2,60 ,36
6] 192 1,60 2,15 1,91 13 2,99 ,61
15,00

10,00 I

5,00

NF-H immunpozitif Alan Yiizdesi (%)
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Sekil 4.31. Gruplara ait NF-H immiinpozitif alan yiizdesi (distal) karsilastirma grafigi
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Gruplarin periferik sinir kesitlerinde proksimal, orta ve distal boliimlere ait NF-

H immiinboyama goriintiileri Sekil 4.32°de verilmistir.

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Grup 5

Grup 6

Sekil 4.32. Periferik sinir kesitlerinde proksimal, orta ve distal boliimlere ait NF-H
immunreaktivitesi gosteren akson yapilart (—) izlenmekte (DAB-
Hematoksilen, 400 X, bar 50 pm).
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4.4.6. CD68 Pozitif Hiicre Sayis1

Deney gruplart arasindaki CD68 pozitif hiicre sayist periferik sinir
proksimalinde degerlendirildiginde (Sekil 4.33, Tablo 4.20); grup 1 tim gruplar
arasinda en diisitk CD68 immiinpozitif hiicre sayisina sahipti (p<0.001). Grup 4 grup
2’ ye gore istatistiksel olarak anlamli daha diisitk CD68 pozitif hiicre sayisina sahipken
(p<0.001), grup 3, 5 ve 6 ile arasinda bir anlamlilik izlenmedi. Grup 2, grup 6’ ya gore
daha yiiksek pozitif hiicreye sahipken (p=0.009), grup 3 ve 5 ile arasinda bir anlamlilik
yoktu (sirastyla; p=0.135 ve p=0.082).

Tablo 4.20. Gruplara ait CD68 pozitif hiicre sayis1 (proksimal) tanimlayici verileri

CD68 Pozitif Hiicre Sayisi (Proksimal)

Ortanca Persentil Persentil Ortalama Minimum Maksimum kb
25 75 Sapma
1| 1,00 2,00 ,00 1,03 ,00 3,00 ,89
2| 6,00 7,00 4,00 5,67 2,00 9,00 1,97
Gru 3| 4,00 5,00 3,00 4,03 1,00 8,00 1,79
P 4| 3,00 4,00 2,00 3,07 1,00 6,00 1,17
5| 4,00 5,00 3,00 3,90 1,00 8,00 1,73
6| 3,00 4,00 3,00 3,57 1,00 7,00 1,48
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Sekil 4.33. Gruplara ait CD68 pozitif hiicre sayisi1 (proksimal) karsilastirma grafigi
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Orta boliime ait CD68 immiinpozitif hiicre sayilar1 degerlendirildiginde (Sekil
4.34, Tablo 4.21); grup 1°de izlenen istatistiksel olarak anlamli en diisilk CD68
immunpozitif hiicre sayisinin devam ettigi (p<0.001), diger gruplar arasinda

istatistiksel olarak herhangi bir anlamlilik olmadig1 gozlendi.

Tablo 4.21. Gruplara ait CD68 pozitif hiicre sayisi (orta) tanimlayici verileri

Cd68 Pozitif Hiicre Sayis1 (Orta)

Ortanca Per;gntll Per;gntll Ortalama Minimum Maksimum Sézr;(i?;t
1| ,00 ,00 1,00 A7 ,00 2,00 ,63
3| 4,00 3,00 5,00 4,00 1,00 8,00 1,53
Grup 4| 3,50 3,00 4,00 3,70 2,00 8,00 1,37
5| 4,00 3,00 5,00 3,97 2,00 6,00 1,19
6| 3,00 3,00 5,00 3,50 1,00 6,00 1,31

CD68+ Hiicre Sayisi (Orta)

00
1 3 4 5 6

Grup

Sekil 4.34. Gruplara ait CD68 pozitif hiicre sayisi (orta) karsilastirma grafigi
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CD68 pozitif hiicre sayisi periferik sinir distalinde degerlendirildiginde (Sekil
4.35, Tablo 4.22); anlamli olarak grup 1°de en diisiik iken (p<0.001), grup 2’de en
yuksek sayrya sahipti (p<0.001). Grup 4 ile grup 5 ve 6 arasinda istatistiksel olarak bir

anlamlilik izlenmedi.

Tablo 4.22. Gruplara ait CD68 pozitif hiicre sayisi (distal) tanimlayici verileri

CD68 Pozitif Hiicre Sayis1 (Distal)

Ortanca Persentil Persentil Ortalama Minimum Maksimum Standart
25 75 Sapma
1| 1,00 ,00 1,00 73 ,00 3,00 ,83
2| 8,50 6,00 11,00 9,17 4,00 18,00 3,59
Gru 3| 4,00 3,00 5,00 4,07 2,00 8,00 1,34
P 4| 4,00 3,00 5,00 4,03 1,00 7,00 1,59
5| 4,00 3,00 5,00 4,27 2,00 8,00 1,48
6| 4,00 3,00 5,00 4,23 1,00 8,00 1,57
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Sekil 4.35. Gruplara ait CD68 pozitif hiicre sayisi (distal) karsilagtirma grafigi
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Gruplarin periferik sinir kesitlerinde proksimal, orta ve distal bolimlere ait

CD68 immiinboyama goriintiileri Sekil 4.36°da verilmistir.

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Grup 4

Grup 5

Grup 6

Sekil 4.36. Periferik sinir kesitlerinde proksimal, orta ve distal boliimlere ait CD68

immunreaktivitesi gosteren CD68 pozitif hiicreler (%) izlenmekte (DAB-

Hematoksilen, 400 X, bar 50 um)
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4.4.7. BrdU Immiinohistokimya Bulgular:

4. grup yapisinda yer alan hiicre tabakasindaki AKMKH varligiin
transplantasyon sonrasinda izlenmesi icin AKMKH tabakas1 BrdU ile isaretlenmisti.

Sakrifikasyon sonrasi sinir spesmenleri incelendiginde, 4. Gruba ait sinir

spemenlerinde BrdU pozitif hiicrelerin halen sebat ettigi goriildii (Sekil 4.37).

Sekil 4.37. BrdU immiinohistokimya boyamasi. Grup 4’e ait kesitlerde BrdU pozitif
hiicreler (kirmizi ok) (A-C) izlenirken, kok hiicre uygulanmayan grupta
BrdU negatif hiicreler goriilmekte (D). (DAB-Hematoksilen, 400 X, bar
50 pum)
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5. TARTISMA

Periferik sinir yaralanmalarinda, yetersiz sinir iyilesmesi sonucu kalict motor,
duyusal ve otonomik fonksiyon kayiplari olabilmektedir. Tedavide, tam kat sinir kesisi
oldugu durumlarda, sinir gerginlik olmadan onarilabiliyor ise u¢ uca onarim yapilir.
Ancak sinir proksimal ve distal kismi u¢ uca gelmedigi durumlarda sinir greftleri,
kondiitler ve allogreftler gibi bagka tedavi segeneklerine ihtiya¢ duyulmaktadir (1, 2,
183).

Sinir  dokusunda  kayip olan  periferik  sinir  yaralanmalarinin
rekonstriiksiyonunda tedavide altin standart yontem otolog sinir greftleridir. Otolog
sinir greftleri yapisal, kimyasal ve hiicresel bilesimi agisindan saglikli sinirlere en
yakin benzerligi saglamasina ragmen, optimal fonksiyonel iyilesme heniiz
saglanamamustir (3). Verici alanda fonksiyonel kayip, yara iyilesme bozukluklari,
enfeksiyon, anestezi, parestezi, ndroma olusumu, agr1 ve ek yara izleri olusturma gibi
dezavantajlarinin yani sira, alict ve greft sinir uglar1 arasindaki ¢ap uyumsuzluklari,
yabanci cisim reaksiyonu yaratan fazla dikis kullanilmas1 ve uzamisg ameliyat siiresi
otolog sinir grefti kullaniminin olumsuz yonlerindendir (4, 184). Ayrica, insan
viicudundaki donor sinirlerin sinirli mevcudiyeti nedeniyle de otolog sinir gretlerine

alternatifler gelistirme zorunlulugu dogmustur (185).

Allogreft ile tedavide; antijenik problemler 6ne c¢ikmaktadir. Uygun ilag
tedavisi ve proksimal sinir ucunun allogreft kilif igerisinde ilerlemesi siiresince alici
immiinsiipresyonu gerektirmektedir (60). Bu durum, sinir rekonstriiksiyonunda

allogreft tercih edilmeme nedenlerinden en 6nemlisi olarak sylenebilir (10).

Noral rejenerasyon i¢in biyolojik (amniyotik membran, arter, ven, kas vb.) ve
sentetik kondiiit [polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA), kollajen, silikon,
plastik vb.] kullanim1 da tedavi secenekleri arasindadir (186, 187). Ancak sentetik
kondjiiitlerin; yabanci cisim reaksiyonu meydana getirmesi ve kontrolsiiz inflamasyona
neden olmasi gibi kisitlamalar1 6ne ¢ikmaktadir. Sentetik materyallerden yiiksek
saflikta polimer kondiiit iiretmek fazlaca zaman gerektirmektedir ve maliyetli
olmaktadir. Sentetik kondiiitlerin elastisite ve sertlik karakterleri de yetersiz

olmaktadir (188, 189). Arter ve ven greftleri de bir tedavi yoOntemi olarak
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diisiiniilmekle birlikte otogreft tedavi ile karsilastirildiginda bu tedavilerin basari

oranlan diisiik seyretmektedir (190, 191).

Bu nedenle periferik sinir kayiplarinin tedavisinde morbiditesi daha az, daha
kolay ve daha iyi fonksiyonel sonuglar saglayacak bir yontem bulma calismalari
siirmektedir. Biyolojik skafold materyalleri, hiicre temelli tedaviler, ndrotrofik
faktorler ve ekstraselliiler matriks sinir rejenerasyonunu arttirmak igin periferik sinir

doku miihendisliginde arastirilan dort temel konudur (24, 188).

Uzun siiredir ana hedef, dogal sinir dokusunun geometrik tasarimina ve
molekiiler bilesimine benzeyen bir implantin gelistirilmesidir. Ilk baslarda proksimal
ve distal sinir uglarini birlestiren bos tiipler kullanilmis (192), sonraki ¢alismalarda
aksonal rejenerasyonu yonlendirmek i¢in mikro yapilandirilmig sinir yonlendirici
Ogeler (0rn; mikrokanallar, nano-lifler ve ekstraselliller matriks) eklenerek
gelistirilmistir (193). Yonlendirilmis yapisal bilesenlerin yani sira, kondiiitler sinir
bosluklari boyunca aksonal rejenerasyonu desteklemek icin bir dizi hiicre tipiyle
zenginlestirilmistir. Zenginlestirme Schwann hiicreleri, mezenkimal stromal hiicreler

veya adipositler gibi alternatif hiicre tipleri ile gergeklestirilmistir (190, 194).

Sinir rejenerasyonunda hiicre temelli tedavi yaklasimlarinda transplante
edilecek popiiler hiicre Schwann hiicreleri olmustur (195). Ancak Schwann hiicreleri,
zor hasat edileceginden ve Kkiiltiirde hizli ekspande edilememesi nedeniyle
rejenerasyon destegi i¢in Schwann hiicrelerinden bagka hiicre tiplerinin kullanilmasi
potansiyel klinik uygulamalar i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir (196). Alternatif olarak;
MKH’lerin, aksonal rejenerasyonu destekleyen Schwann hiicresi benzeri hiicreler
arasinda farklilagsma icin iyi bir aday olabilecegi diistiniilmektedir (110, 111).
MKH'ler, Schwann hiicrelerine kiyasla kolaylikla hasat edilebilir ve periferal sinir
rejenerasyonunu  destekleme gereksinimlerine gore ayarlanabilen bir hiicre

plastisitesine sahiptir (111, 197).

Yapilan pek cok calismada sican AKMKH’lerin periferik sinir onariminda
Schwann hiicreleri yerine alternatif hiicre kaynagi olarak kullanilabilecegi

gosterilmistir (5, 198).

Di Summa ve ark. 2010 yilinda siganlarla yaptigi ¢alismada, 10 mm bosluklu

siyatik sinir hasar1 olusturulduktan sonra; bos fibrin kondiiit, fibrin kondiiit ile birlikte
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AKMKH, KIKMKH ve Schwann hiicreleri ile tedavi uygulanmis. 2 hafta sonra
sicanlar sakrifiye edilmis ve kondiiitler proksimal ve distal segmentleri ile birlikte
analiz edilmek tiizere eksize edilmistir. Anti-S-100 ve anti-PGP 9,5
immiinohistokimyasal boyalar ile degerlendirme sonucunda, bos fibrin kondiiite gore
tim gruplarda daha iyi sinir iyilesmesi elde edildigi raporlanmistir. Bu calismada
AKMKH’nin sinir iyilesmesini anlamli 06lgiide arttirdigi ve Schwann hiicre

izolasyonunun yarattigi dondr alan morbiditesi limitasyonuna alternatif oldugu

belirtilmistir (199).

Calismamizda gruplarin periferik sinir proksimal bdlimiiniin  S100
immiinpozitif alan yiizdesi degerlendirildiginde; AM ve AKMKH tabakas1 kullanilan
grup, PGA tiip kondiiit ve sadece AM kullanilan gruba goére anlamli olarak daha
yiksek S100 pozitif alan yilizdesine sahip oldugu goriilmistiir. Sinir orta
(rejenerasyon) bolimiinde ise; AM ve AKMKH tabakasi kullanilan grup S100
immiinpozitif alan yiizdesi sadece AM kullanilan gruba gore anlamli olarak yiiksek
olup, sinir grefti ve PGA tiip kondiiit kullanilan gruplara gore anlamli olmasa da
yiiksek olarak bulunmustur. Bu sonuglar, AKMKH tabakasinin miyelinizasyonu ve

sinir rejenerasyonunu arttirdigini diistindtirmektedir.

Orbay ve ark. 2011 yilinda farklilastirilmis ve farklilastirilmamis AKMKH nin
sinir rejenerasyonuna etkilerini degerlendirdikleri ¢alismada, sicanlar denek olarak
secilmis ve 10 mm sinir defekti olusturulmus. Silikon kondiiit, silikon kondiiit ile
kollajen jel, sinir grefti, silikon kondiiit ile farklilastirilmis AKMKH, silikon kondiiit
ile farkhilagtirlmamis AKMKH ile sinir onarimlari yapilmis. SFI ile yapilan
degerlendirmede, 3. ve 6. ayda farklilastirilmis ve farklilagtirilmamis AKMKH
uygulanan gruplarda istatistiki farklilik saptanmazken, 6. ayda AKMKH uygulanan
gruplar diger gruplara gore daha iyi fonksiyonel iyilesme gostermistir. Sinir ileti
hizlarma bakildiginda, farklilastirilmis ve farklilagtirilmamis AKMKH uygulanan
gruplar aras1 farklilik goriilmemis. Histolojik incelemede miyelin organizasyonu ve
miyelin rejenerasyonu degerlendirilmis; miyelinli akson yogunlugu orta bolim ve
distal boliimde AKMKH uygulanan gruplarda diger gruplara gore istatiksel olarak
anlamli daha yiiksek bulunmus olup, kendi aralarinda anlamli farklilik bulunamamugtir
(200).
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Calismamizda; gruplar arasi miyelinli akson sayisini karsilagtirmak amaciyla
yapilan Luxol Fast Blue boyama sonrasinda, orta boliime ait miyelinli akson sayisi;
AM ve AKMKH tabakasi kullanilan grupta ortalama degeri PGA tiip kondiiit ve
sadece AM kullanilan gruplara gére anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Periferik sinir
distal boliime ait miyelinli akson sayisinin, AM ve AKMKH tabakasi kullanilan grupta
ortalama degeri PGA tiip kondiiit kullanilan gruptan anlamli olarak yiiksek oldugu

gorilmistiir.

Klein ve ark. 2016 yilinda otolog AKMKH ’nin sinir rejenerasyonuna etkisini
degerlendirmek tlizere sicanlarla yaptig1 ¢alismada, 10 mm bosluklu siyatik sinir hasari
olusturulmus. AKMKH ile ekim yapilmis tip 1 kollajen sinir kondiiiti ve ekim
yapilmamis tip 1 kollajen sinir kondiiiti gruplari kullanilarak gruplar arasi
karsilastirma yapilmis. Gruplarin sinir ileti hizlar1 hesaplanmis ve S100
immunreaktiviteleri degerlendirilmis. AKMKH ile ekim yapilan grupta sinir ileti
hizlarinin ve S100 immiinreaktivitelerinin anlamli olarak yiiksek bulundugu

raporlanmustir (201).

Calismamizdaki gruplarin fonksiyonel sonuglarina bakildiginda; igne batirma
(pin-prick) testi 8. hafta sonuglart AM ve AKMKH tabakasi ile hazirlanan kondiiit
grubu, PGA tiip kondiiit ve otolog sinir grefti ile yapilan onarimlardan anlamli olarak
daha yiiksekken; 16. hafta sonunda istatistiksel fark saptanmamustir. Sfi analizinde
AM ve AKMKH tabakasi ile hazirlanan kondiiit grubu 12. haftanin sonunda PGA tiip
kondiiit ve sadece AM kullanilan gruba gore istatistiksel olarak anlamli daha 1yi sonug
gostermigtir. 16. haftada da degerlerde yiikseklik saptansa da istatistiksel anlam
bulunamamistir. Bu sonuglar, AM ve AKMKH tabakasi kullanilan grupta

rejenerasyonun daha hizli olduguna isaret etmektedir.

Perkiitan non-invaziv elektrofizyolojik testler; siganin cilt kalinligi, yag orani,
elektrotlarin konuldugu yer, tirasin kalitesi dahil olmak {izere bir¢ok parametreden
etkilenebilmektedir. Bu nedenle elektrofizyolojik verileri standardize hale getirmek ve
ndral iyilesmeyi zamana gore takip edebilmek icin her siganin deneysel uzvunun bilesik
kas aksiyon potansiyellerini, saglam taraf ile kiyaslaylp indeks degerler elde

edilebilmektedir (175). Bu ¢alismada indeks degerler daha yorumlanabilir bulunmustur.
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Calismamizda tiim gruplarin 4 haftada bir bilesik kas aksiyon potansiyelleri
dl¢iilmiis ve sinir rejenerasyonunun zamana gore degisimleri incelenmistir. [zoelektrik
hattaki parazitlenme sebebiyle bir kisim latans verileri dogru toplanamamistir bu
nedenle sinir ileti hizlar1 hesaplanamamistir. Sinir ileti hizim1 yorumlamamiza
yarayacak bir diger parametre mV/sn degerlerini verdigi i¢in egim ve egim indeksi
olarak diistiniilmiistiir. Her iki parametrede de en diisikk degerler negatif kontrol
grubunda elde edilmistir. Diger elektrofizyolojik verilerimiz degerlendirildiginde de

negatif kontrol grubu diger gruplardan diistik olarak bulunmustur.

AKMKH kullaniminin bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Yag dokusunda bir¢ok
dokuya gore daha fazla kok hiicre popiilasyonunun bulunmasi sayesinde elde
edilebilirliginin daha kolay olmasinin yaninda AKMKH’lerin nérotrofik faktorler
salgilamasi, miyelin olusumunda rol alabilmesi, alict Schwann hiicrelerini,

rejenerasyona yardimci olmalari i¢in uyarmalari bu avantajlar arasinda yer almaktadir

(5, 202, 203).

Kok hiicrelerin transplantasyonu sirasinda enjeksiyon ya da mikroenjeksiyon
yontemlerinin kullanilmas1 hem kok hiicrelere hem de intra-ndral mimariye travmatik
bir yontemdir. Ayn1 zamanda enjeksiyon yontemleri anormal kok hiicre dagilimlarina
neden olup, sinir iyilesmesi i¢in gerekli olan optimal 3 boyutlu geometrik yapinin
olugsmasina engel bir durumdur (6, 108). Uygun kosullar saglandiginda AKMKH ile
hiicre tabakasi yapist elde edilebilecegi bilinmektedir. AKMKH kullanilan bazi
caligmalarda 6 gozlii hiicre kiiltiir kaplarinda 2x10° hiicre/gdz yogunlukta AKMKH
ekimi yapilmis ve 48 saatlik kiiltiir sonunda hiicre tabakalari elde edilmistir (204, 205).
Yu ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢aligsmada kiiltiir ortamina askorbik asitin kararl bir formu
olan askorbat-2-fosfat ilave ederek 7 giin igerisinde hiicre tabakasi elde etmisler ve
askorbik asitin pluripotensi genlerinde artisa neden oldugunu belirtmislerdir (206).
AM biyobozunur bir doku oldugundan diger ¢alismalarda kullanilmis olan sentetik
kondiiitlerde rastlanan bazi komplikasyonlarin (yabanci cisim reaksiyonu, artmis
inflamatuar reaksiyon vb.) gelismedigi goriilmiistiir. AM’nin; uygun boyut ve
miktarda kolay hazirlanabilmesi, immiinojenik olmamasi, neovaskiilarizasyonu
desteklemesi, biyouyumlu olmasi ve sinir rejenere olduk¢a biyodegrade olabilmesi,
kolay manipiile edilebilmesi ve sinir iyilesmesini desteklemesi nedeniyle deneysel ve

klinik ¢aligmalarda noral rejenerasyonu arttirma amactyla kullanilmaktadir (7, 77, 78).
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Mohammad ve ark. Sprague-Dawley tiirii siganlarin siyatik sinirleri iizerinden 1
cm’lik defekt olusturduktan sonra amniyotik membrani kondiiit olarak kullanmis ve
amniyotik membran; sinir otogreftleri ve silikon kondiiitlerle karsilastirmistir. Sicanlarin
periferik sinir rejenerasyonunu 2,4,10 ve 17. haftalarda siyatik fonksiyonel indeks ve
histomorfolojik testlerle degerlendirilmistir. Amniyotik membran kullanilan hayvan
grubu ile otogreft kullanilan grup karsilastirildiginda 4. ay akson sayimlarinin birbirine
¢ok yakin oldugu gorilmistir. Amniyotik membran kullanilan grupta sinir

rejenerasyonunun silikon tiip kullanilan gruba gére daha iistiin oldugu belirtilmistir (77).

Li ve ark. 2012 yilinda Sprague-Dawley tiirii si¢anlarin siyatik sinirleri
tizerinde 6-8 mm’lik defekt olusturduktan sonra, siganlari iki gruba ayirmis. Bir grubu
AM kondiiitten, diger grubu AM kondiiit icerisine UKKMKH enjekte ederek
olusturmus ve sinir rejenerasyonuna etkisini degerlendirmis. 8,12,16 ve 20. haftalarda
yapilan sfi ve gastroknemius kas agirlik indeksi, kok hiicre enjekte edilen grupta daha
yiiksek bulunmus. H&E boyama sonrasinda kok hiicre enjekte edilen grupta sinir
liflerinin daha diizenli oldugu belirtilmis ve gastroknemius kas cap1 daha yiiksek
bulunmus (207).

Calismamizda, H&E boyama sonrasinda periferik sinir genel histolojik yapisi
ve aksonal organizyon degerlendirildiginde; sinir defekti olusturulan grupta gériilen
ileri derecede dejenerasyon bulgulari ile karsilastirildiginda, AM ve AKMKH tabakasi
kullanilan grupta dejeneratif histolojik degisimlerin yani sira, rejenere sinir lifleri ve
aksonal organizasyonda iyilesme izlenmistir. Gastrokinemius kas dokularinin
histomorfometrik dlgiimlerine bakildiginda; gastroknemius kollajen lif alan yiizdesi
ortalama degeri AM ve AKMKH tabakasi kullanilan grupta, PGA tiip kullanilan gruba
gore anlamli diigiik bulunmus olup, sadece AM kullanilan gruba gore de daha diisiik
olmasma ragmen fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Kas lifi cap1
degerlendirmesinde ise; AM ve AKMKH tabakas1 kullanilan grup, otolog sinir grefti
kullanilan gruba gore daha diisiik iken, PGA tiip kondiiit ve sadece AM kullanilan
gruba gore anlaml olarak yiiksek bulunmustur. 16. haftanin sonunda gastroknemius
kas atrofilerinin degerlendirilmesinde; AM ve AKMKH tabakasi kullanilan grupta kas
agirhik indeksi, PGA tiip kondiiit kullanilan gruba goére anlamli olarak yiiksek
bulunmustur. Sadece AM kullanilan gruba kiyasla kas agirlik indeksinde istatistiki

fark saptanmasa da yiiksek olarak bulunmustur.
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Proinflamatuar sitokinler araciligiyla inflamasyonda ©nemli role sahip
makrofajlar CD68 ile belirlenmistir. CD68 pozitif hiicre sayisinin degerlendirilmesi
sonucu, sinir defekti olusturulan grupta en fazla sayida iken diger gruplarda azalan
yogunluk, makrofaj infiltrasyonunun sinir hasar derecesi ile korelasyonunu
gostermektedir. AM ve AKMKH tabakast kullaniminda, endondral makrofajlarin
aktivasyonunun dejeneratif alanlarda miyelin debris uzaklagtirllmasinda ve hasar

stirecindeki roliinii ortaya koymaktadir.

AM’nin sinir defektlerinde kondiiit olarak kullaniminin yani sira, sinir onarim
hatlarinin tizerine sararak koruyucu bariyer olarak kullanildig1 ¢aligsmalarda literatiirde

mevcuttur.

Meng ve arkadaslar1 insan amniyotik membraninin sinir iyilesmesi iizerindeki
etkilerini incelemek amaci ile Sprague-Dawley tiirli sicanlar {izerinde siyatik sinir
tizerinde 1 cm’lik defekt olusturup otolog sinir grefti ile onarim yapmistir. 32 adet
sican randomize olarak 2 gruba ayrildiktan sonra 1. grup sinir onarim hatti insan
amniyotik membrani ile sarilmis, 2. grup insan amniyotik membrani ile sarilmamustir.
Sicanlar morfolojik ve fonksiyonel olarak degerlendirildikten sonra insan amniyotik
membrani kullanilarak yapilan onarimda adhezyon ve skar formasyonunun daha az
oldugu belirtilmistir. Yazarlar ayrica 6zellikle erken donemde insan amniyotik

membrani kullaniminin fonksiyonel iyilesmeyi arttirdigin1 yazmaktadir (7).

Li ve arkadaglarmin 2013 yilinda 32 hasta {izerinden yaptiklart klinik bir
calismada, radial sinir hasar1 olan hastalarda AM ve UKKMKH kullanilarak periferik
sinir iyilesmesine etkisi degerlendirilmistir (78). Calisma, radius kemik kirig1 sonrasi
sinir biitiinliigiiniin devam ettigi, ama sinir hasar1 olusmus hastalar iizerinden
yapilmustir. Calismada sinir biitlinliigiiniin bozuldugu, defektif (bosluklu) sinir hasari
tipi bulunmamaktadir. Caligma 2 grup icermektedir; 1. grupta radial sinir noroliz
(sinirin ¢evre dokulardan ve yapisikliklardan serbestlenmesi) edildikten sonra hasarl
goriinen kisim amniyotik membran ile sarilmis ve umbilikal kord kaynakli
mezenkimal kok hiicreler enjekte edilmistir. 2. grupta ise radial sinire sadece noroliz
uygulanmistir. Gruplar 12 hafta sonunda kas giicii, dokunma ve agri1 duyular
tizerinden karsilastirildiklarinda 1. gruptaki iyilesmenin daha fazla oldugu

goriilmektedir.



99

Calismamizda; doku miihendisligi alaninda giincel bir yaklagim olan hiicre
tabaka teknolojisi (cell sheet technology) ile elde edilen AKMKH tabakasi ve AM’nin
kombinasyonuyla iiretilen, tamamen biyolojik 2 tabakali sinir kondiiiti kullanilmistir.
AKMKH’ler tabaka seklinde iiretilip daha sonra AM ile birlestirilmistir. Kok hiicre
tabakasinin ECM igeriginin yapiskan 6zelligi ve AM’nin esnek yapist iki tabakanin
kolaylikla birlestirilmesine olanak saglamistir (Bkz. Sekil 4.3). Elde edilen 2 tabakali
biyolojik kondiiit in vivo transplantasyon sirasinda alici dokuya kolaylikla
yerlestirilebilmesini saglamistir. Ek olarak hiicre tabakasi seklinde yapilan uygulama
sayesinde kok hiicreler transplantasyon Oncesi tripsin gibi enzimatik uygulamalar
kullanilmadan  yiizeyden kaldirildigi  i¢in  hiicrelerin  zarar  gdrmedikleri
ongoriilmektedir. Kok hiicre tabakasi sayesinde, dogal dokularda oldugu gibi hiicreler,
uygulama sirasinda birbirleriyle iletisim halinde kalmislardir. Ayrica siispanse halde
kondiiit igerisine verilen hiicrelerin dolasima katilarak hedef iyilesme bolgesinden
uzaklagmasi sdz konusu olabilirken, in vitro da amniyotik membran ile hiicre
tabakasinin bir araya getirilmesiyle transplantasyon sonrasi hiicreler noral

rejenerasyon bolgesinde kalmiglardir.

Calismamizda; 4. grup yapisinda yer alan hiicre tabakasindaki AKMKH
varliginin transplantasyon sonrasinda izlenmesi icin AKMKH tabakasi BrdU ile
isaretlenmisti. Sakrifikasyon sonrasi sinir spesmenleri inclendiginde, 4. gruba ait sinir
spemenlerinde BrdU pozitif hiicrelerin halen sebat ettigi saptanmistir (Bkz. Sekil
4.37). Bu sonug 16 haftanin sonunda kok hiicre tabakasinin hedef bolgede kaldigini ve

bu hiicrelerin ¢ogaldigini immiinohistokimyasal olarak gostermektedir.

Periferik sinirler, defekt olustugunda sinir ucglarinda meydana gelen
tomurcuklanma (neuronal sprouting) yoluyla iyilesme gostermektedir (9, 208). Bu
nedenle sinir defektlerinin onarimlarina iliskin deneysel ¢alismalar ve gelistirilen sinir
kondiiitleri temelde bu prensibi dikkate alarak tasarlanmaktadir. Bu kapsamda kritik
boyutlu sinir defektinin (tercih edilen hayvan tiirii igin siyatik sinir modelinde 1 cm.)
olusturulmasint takiben mutlaka sinirin iyilesmesine ve ilerlemesine olanak
saglayacak sekilde, luminal yapisi olan yani ortasinda bosluk igeren bir kondiiit
olmalidir. Calismamizda da amniyotik membran ve kok hiicre tabakasi ile tamamen
biyolojik bir kondiiit tasarlanmis olup, merkezinin bos olmasi ve luminal yapinin

olusturulmasi dikkate alinmustir.
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AM ve AKMKH tabakasi kullanilarak olusturulan kondiiitin periferik sinir
yaralanmalarinda klinik uygulamalarda da kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
Periferik sinir yaralanmasi ile basvuran hastadan, Oncelikle adipoz kokenli
mezenkimal kok hiicreler izole edilip, kok hiicre tabakasi ile amniyotik membran
birlestirildikten sonra hastaya implante edilerek sinir onarimi yapilabilir. Klinik

kullanimina 6rnek olabilecek senaryo Sekil 5.1°de gdsterilmistir.

Sl

Adipoz Doku Adipoz Kokenli Amniyotik Membran

Mezenkimal Kok Hiicre
Tabakas!

Sinir Konduiti

Sekil 5.1. AKMKH tabakas1 ve AM den olusturulan sinir kondiiitin periferik sinir

yaralanmalarinda kullanimina ydnelik klinik senaryo

Calismamizda kullanilan kondiiitin literatiirdeki diger calismalardan farka;
‘hiicre tabaka teknolojisi (cell sheet technology)’ ile elde edilen ‘adipoz kiokenli

mezenkimal kok hiicre tabakasr’ ile kondiiitin i¢ tabakasinin olusturulmus olmasidir.

Literatiirde mevcut olan ve kok hiicrelerin kullanildigi ¢alismalarda kok
hiicreler sentetik/dogal olarak hazirlanmis kondiiitler igerisine siispanse halde
ekilmistir. Bilgimiz dahilinde, su ana kadar sinir kondiiitlerinin gelistirilmesinde hiicre
tabakalarinin tek basina ya da amniyotik membran ile birlikte kullanildig: herhangi bir
arastirma caligmasi ve/veya klinik uygulama bulunmamaktadir. Calisma, bu yenilikg¢i

yaklasimiyla kondiiit tasariminda ncii niteligi tagimaktadir.
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6. SONUC

Sonug olarak; adipoz kokenli mezenkimal kdk hiicre tabakasi ve amniyotik
membrandan olusturulan biyolojik kondiiitin, periferik sinir rejenerasyonunda olumlu
etkileri gbzlenmistir. Analizler sonucunda, adipoz kokenli mezenkimal kok hiicre
tabakas1 ve amniyotik membran kullanilan grup; rejenere akson sayisi, miyelin
formasyonu ve denerve kas atrofisinin restorasyonunda PGA tiip kondiiit ve amniyotik
membran kullanilan gruptan iistiin bulunmustur. Adipoz kokenli mezenkimal kok
hiicre tabakasi ve amniyotik membrandan olusturulan biyolojik kondiiitin klinik
uygulamalarda sinir otogreftine alternatif bir tedavi yontemi olarak kullanilabilecegi

distiniilmektedir.
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