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OZET

Ozer H, Deneysel siyatik sinir yaralanmasinda poli(3-hidroksibiitirat) (PHB) ve
Chitosan kaph tiibiiler greftler ile birlikte mezensimal kok hiicre kullaniminin aksonal
rejenerasyona etkisi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Norosirurji Uzmanlk tezi,
Ankara, 2013. Periferik sinir yaralanmasinda altin standart tedavi hasar goren periferik sinir
uclarmin ug-uca onarimi veya hasarli uglar arasindaki mesafeyle, gerginligin fazla oldugu
durumlarda sinir grefti ile uglarin birlestirilmesidir. Greft ile onarimin dezavantajlari, verici
alanda motor-duysal kayip gelismesi, verici greft miktarinin say1 ve ¢ap olarak yetersizligi ve
yanlis eslesmedir. Bu dezavantajlarin giderilmesi amaci ile son yillarda entiibiilasyon

stratejileri ve kok hiicre uygulamalarindan yararlanilmaktadir.

Bu ¢aligmada entiibiilasyon amagli bakteryel polyester ve chitosan kapl tiibiiler greft
ile birlikte insan kaynakli mezensimal kok hiicrelerin kullaniminin aksonal rejenerasyon
iizerine olan etkilerinin arastirilmasi planlandi. Bakteryel polyesterler ve chitosanin
biyouyumlu, biyo¢dziiniir, nontoksik ve kolay sekil verilebilen yapida olmasi, biyolojik
sistemlerde kullanilabilmelerini saglamaktadir. Calismamizda bakteryel polyester ailesinin bir
iiyesi olan polihidroksibiitirat (PHB) ile tiibiiler yapinin i¢ yiizeyi, chitosan isimli
biyomateryalle bu tiibiiler yapmin dis yiizeyi kaplandi. Chitosan kaplama ile tiipiin kollapsinin
engellenmesi amaglanirken, polihidroksibiitirat (PHB) kapli i¢ yiizeyde aksonlarin

rejenerasyonunu kolaylastirabilmek i¢in nanoteknolojiden faydalanildi.

Bu calismada agirliklar1 225 ile 275 gr. arasinda degisen toplam 30 adet erkek
Wistar-Hannover albino rat kullanildi. Denekler otogreft, yapay tiibiiler greft, yapay tiibiiler
greft-kok hiicre grubu olarak {i¢ gruba ayrildi. Deneklerde 10 mm uzunlugunda defekte neden
olan deneysel siyatik sinir hasar1 olusturuldu. Hasar birinci grupta otogreft, ikinci grupta tiip
halinde, ii¢ boyutlu yonlendirilmis nanofiber yiizeyli PHB ve chitosan yapisindaki yapay
tiibiiler greft ile i¢i bos olarak ve tiglincii grupta PHB ve chitosan yapisindaki yapay tiibiiler
greftin icerisine insan mezensimal kaynakli kok hiicre konularak onarildi. Dordiincii ve
sekizinci hafta sonunda deneklerdeki fonksiyonel diizelme siyatik sinir fonksiyon indeksi ile
degerlendirildi. Biitiin gruplarda zaman ilerledikce istatistiksel olarak anlamli diizelme oldugu
saptandi. Sekizinci hafta sonunda yapilan histopatolojik incelemede {i¢ grupta da rejenere olan
aksonlar saptandi. Otogreft grubunda diger iki gruba gore, yapay tiibiiler greft-kok hiicre

grubunda ise yapay tiibiiler greft grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla



aksonal rejenerasyon oldugu tespit edildi. Deney sonucunda PHB ve chitosan modifikasyonu
ile hazirlanan tiibiiler greftlerin hem kendi baslarina hemde insan mezensim kaynakli kok
hiicre ile birlikte kullaniminin sinir rejenerasyona katki sagladigi gosterildi. PHB ve chitosan
yapisindaki tiibiiler greft ile birlikte mezensimal kok hiicrelerin kullaniminin, tek basina

kullanimina gore daha iy1 aksonal rejenerasyon sagladigi tespit edildi.

Anahtar Kkelimeler: PHB, chitosan, mezensimal kok hiicre, periferik sinir, aksonal

rejenerasyon



ABSTRACT

Ozer H, The effects poli (3-hidroksibiitirat) (PHB) and chitosan modificated
tubular graft and mezenchymal stem cell on axonal regeneration in experimental sciatic
nerve injury, Hacettepe University Medical Faculty, Neurosurgery Specialty Thesis,

Ankara, 2013

The gold standard in the treatment of peripheral neuronal injury is end to end
anastomosis of the nerve endings, but in case of tension or segmental neuronal tissue loss,
neuronal garfts must be used. Disadvantages of neuronal grafting are motor or sensory
neurological loss in the donor site, insufficient length and diameter of the neuronal graft and
aberrant pairing of the nerve fibers. For the reasons mentioned, entubulation strategies and

stem cell applications are being developed.

In this research, we investigated the effects of tubular grafts covered with bacterial
polyesters and chitosan and human mesenchymal stem cells on the axonal regeneration.
Biocomformability, bioresorbable, nontoxic and formability characteristics of bacterial
polyesters and chitosan makes them suitable for nerve grafting. In this study, the inner surface
of the tubular structure is covered with polyhydroxy butyrate (PHB), which is a member of
bacterial polyesters, and the outer surface is covered with chitosan. Chitosan cover is used to
prevent the collapse of tubular structure and the inner cover PHB used to facilitate the

neuronal growth.

Thirty Wistar-Hannover albino rats weighting 225-275 gr. were divided into three
groups, autorgaft, synthetic tubular graft and synthetic tubular graft plus stem cells. A ten
millimeter nerve segment was sectioned out from the sciatic nerves of the rats and autografts
form i1s used in the first group, the gap was grafted by tube shaped three dimensional directed
nanofiber surfaced PHB and chitosan formed tubular graft without any content in the second
group and tube shaped three dimensional directed nanofiber surfaced PHB and chitosan

formed tubular graft with human mesenchymal stem cells in the third group.

Functional improvement was assessed by sciatic nerve function index after four and
eight weeks. Statistically significant improvements were observed in all groups by the time.
Regenerated axons were seen in histopathological evaluation in all groups after eight weeks.

There were significant differences in axonal regeneration in auto graft group compared with



other two groups and in synthetic tubular graft-stem cell group compared with only synthetic
tubular graft group. PHB and chitosan modificated tubular grafts provided neuronal
regeneration alone or combined with hMSC. PHB and chitosan grafts with mesenchymal stem

cells provided better axonal regeneration than they used alone.

Key words: PHB, chitosan, mesenchymal stem cell, peripheral nerve, axonal regeneration
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1.GiRiS

Periferik sinir yaralanmalarinda aksonlarin devamliligin1 bozan herhangi bir hasar ya
da patolojik siirec; yol actig1 fonksiyonel kayip yaninda hasta, aile, toplum ve devlet iizerinde

bedensel, psikolojik ve ekonomik boyutta olumsuz sonuglar dogurmaktadir.

Ulkemizde periferik sinir yaralanmalarinm cerrahi tedavisi ve sonuglar1 hakkinda
yeterli veri bulunmamaktadir. Amerika Birlesik Devletler’inde yilda yaklasik 50.000 periferik
sinir cerrahisi gerceklestirildigi bilinmektedir (1). Yapilan klinik ve deneysel caligmalar
periferik sinir sistemi yaralanmalarinin cerrahi tedavilerinin sonuglarinimn santral sinir sistemi
yaralanmalarinin cerrahi tedavilerinin sonuglarindan daha iistiin oldugunu gostermektedir.
Bunun baglica nedeni santral sinir sisteminin rejenerasyon yeteneginin kisitli olmasidir.
Ozellikle son yillarda molekiiler ve hiicresel biyoloji, biyomiihendislik ve kdok hiicre
alanindaki oOnemli gelismelere paralel olarak periferik sinir rejenerasyonu hakkindaki
bilgilerimiz artmaktadir. Periferik sinir cerrahisinde amag rejenerasyon siirecindeki bir takim

eksikliklerin giderilmesi ve fonksiyonel sonuglarin tekrar kazanilmasidir.

Periferik sinirler mekanik, termal ve kimyasal nedenlerle hasarlanmaktadir.
Giliniimiizde travmaya maruz kalan hastalarin % 2,8’inde periferik sinir hasar1 olustugu ve bu
hastalarin ¢ogunlugunda uzun siireli fonksiyonel kayiplar ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (2).
Ekstremitelerin ag¢ik yaralanmalarinin % 5’inde ciddi periferik sinir hasar1 olustugu,
yaralanmanin siklikla iist ekstremitede ulnar veya median siniri alt ekstremitede ise peroneal
siniri etkiledigi bilinmektedir (3). Periferik sinir yaralanmasi omurilik yaralanmasina gore
daha yaygin bir yaralanma seklidir (4). Periferik sinir yaralanmalarinda cerrahi tedavinin
amact kesi proksimalinde kalan aksonlarin rejenerasyon sirasinda orijinal distal uglarina
ulagmalarin1 saglamak ve son organlar1 innerve edebilmelerine imkan tanimaktir (5).
Gilintimiizde periferik sinir yaralanmalarinda kabul edilen tedavi sekli: kesici tipteki
yaralanmalarda erken donemde ug-uca sinir onarimi, hasarli sinir ucglar1 arasinda biiyiik
bosluklar veya gerilim olustugunda ise greft ile onarimdir (6). Periferik sinir onariminda sinir
dokusunda gerginlik olusmasi istenilmeyen bir durumdur. Bu konuda yapilan ¢alismalarda
defekti kapatmak i¢in sinir ug¢larina ortalama % 10‘dan fazla gerilim uygulanmas: kan
akimmda % 50°‘ye varan azalmaya neden olacagini gostermektedir (7). Periferik sinir
onariminda basarisizlik hedef kas dokusunda motor ve duysal fonksiyon kayiplarina ve agrili

noropatilere yol agmaktadir. Periferik sinir yaralanmasinda altin standart tedavi kesilmis



periferik sinir uclarmin primer olarak ug-uca onarilmasi, bu yapilamiyorsa otolog duysal sinir
grefti kullanilarak sinir uglarmim birlestirilmesidir (8). Hasarli sinir uglarmin primer
onarmminda sinir trasesi lizerinde gerginlik olusmasi otogreft kullaniominda ise dondr sinir
alaninda fonksiyon kaybi, néroma olusumu, skar dokusunun gelismesi ve dondr sinir ¢apmin
genellikle tamir edilecek sinir capi ile uyumsuzlugu dezavantajlar olusturmaktadir (9,10).
Yine otogreft kullanilarak yapilan cerrahi tedavi sonrasi hedef organ reinervasyon oranlari
beklenildigi kadar yiiksek degildir. Travmatik hasar sonrasi periferik sinirde ortaya c¢ikan

doku kayb1 biiyiik miktarda oldugunda alinan sinir grefti yeterli olmamaktadir.

Giliniimiizde bahsedilen bu sorunlardan kag¢inmak i¢in farkli klinik ve deneysel
stratejiler gelistirilmistir. Bunlardan biri olan entiibiilasyon stratejilerinde biyolojik ve sentetik
olarak elde edilebilen bir takim tiiplerden yararlanilmaktadir. Entiibiilasyon stratejilerinde
iskelet kasi lifleri, arter, ven, amniyon tiipleri, fasya kiliflar1 gibi biyolojik yapilarla birlikte
silikon, plastik, poliglikolik asit, polietilen, polivinil yapisindaki sentetik tiiplerden
faydalanilmistir. Entiibiilasyon i¢in kullanilan bu materyaller igleri bos olarak veya sinir
rejenerasyonuna katki saglayan sinir biiylime faktorii ve rejeneratif sitokinlerle dolu olarak
kullanilabilmektedir. Bu maddeler kullanilan tiiplerden beklenen etkinligi artirmanin yanisira
daha uzun mesafeler icin greftleme yapilmasina olanak saglamaktadir. Bu teknigin amaci
periferik sinir yaralanmasida hasar goren sinir uglar1 arasindaki iletisimin tekrar saglanmasi
ve yeterli sayida aksonun tizerinde gelisip biiyiiyebilece§i hasarli alant dolduran ve lezyonun
her iki ucunu birbirine yaklastiran bir kdpriiniin saglanmasidir. Ayn1 zamanda tiipler rejenere
olan aksonlar i¢cin bir kanal olusturmakta aksonlarin tiip yiizeyine adhezyonlarmi
engellemekte ve rejenere olan aksonlar1 hedefe dogru uygun sekilde yonlendirmektedirler. I¢
yiizeyleri yonlendirimis nanofibriler membrandan olusan tiibiiler greftler aksonlarm dogru bir
sekilde hedeflerine ulasmalarin1 saglamaktadir. Noroma olusumunu da engelledikleri
bildirilmektedir. Mikrogevrede bulunan rejenerasyona etkili lokal biiyiime faktorlerininde bu

tiibiiler yapilarin i¢ine girebildigi gosterilmistir (169).

Otolog sinirlere alternatif olarak ilk defa arter ve ven greftleri Onerilmistir (11).
Deneysel caligmalarda 6nemli sonucglar alimmis olmasma ragmen bu teknikte biiyiik arter ve
venlere ihtiyag¢ duyulmasi, biyolojik greftlerin kollaps olmasi bu teknigin Oniindeki
engellerdir. Entiibiilasyon amaci ile biyolojik yapilardan en sik kullanilan ven greftleri teorik
olarak otojen olmanin avantajina sahip olsalarda ka¢milmaz olarak dondr alan morbiditesine
neden olmaktadir, 3 cm ve daha kisa greftlemelerde sonuglar iyi olsada uzun defektlerde

giivenilir degildirler (12).



Deneysel hayvan modelleri ile yapilan son donem arastirmalarda biyolojik tiiplere
alternatif olarak kullanilan sentetik tiiplerin canli dokuda ileri derecede inflamatuvar
reaksiyona sebep oldugunu ve fibrozis ile sinir rejenerasyonunu engelledigini gostermistir
(166). Grefte kars1 immiin cevap gelismesi ve toksisitesi de diger dezavantajlaridir. Bu tip
olumsuz reaksiyonel olaylar1 ortadan kaldirabilmek i¢in doku miihendisligi stratejilerinden
faydalanilmaktadir. Giiniimiizde doku miihendisligi teknikleri kullanilarak petrol bazli
bilesiklere alternatif olusturacak biyog¢Oziiniir, organizma i¢in biyouyumlu, nontoksik,
rejenerasyona yardimci, rejenerasyon siiresince bozulmadan biitiinliigiinii koruyabilen,
rejenerasyon sonrast ortamdan uzaklastirilabilen ve canli dokuda daha az inflamatuvar

reaksiyona sebep olacak materyaller gelistirilmistir.

Periferik sinir rejenerasyonunda son donemde bu amacla bakteryel polyesterlerden
yararlanilmaktadir. Bakteryel polyesterler dogadaki degisik bakterilerin sitoplazmalarinda
iiretilen, canli dokuya uyumlulugu ispatlanmis, biyo¢dziiniir, termoplastik, piezoelektrik,
elastometrik, suda ¢Oziinebilen ve nontoksik olan biyomateryallerdir (13). Bakteryel
polyesterler icerisinde yer alan polihidroksialkanoatlar (PHA) grubunda 300’den fazla
mikroorganizma tarafindan iiretilen 80’den fazla monomer polyester mevcuttur (14).
Polihidroksibiitirat (PHB) bu grubun ilk bulunan iiyesidir. Kolay tiip sekli verilebilen bir
yapida oldugu icin entiibiilasyon stratejilerinde kullanilmaktadir. Ancak bu biyomateryalin
diisiik mekanik gilic ve yiiksek kirilganlik gibi dezavantajlar1 vardir (15). Bu calismada PHB
materyali ile daha once yapilan calismalarda ortaya ¢ikan sorunlar1 giderebilmek ig¢in tiip
seklindeki yapinin dis yiizeyinin bagka bir biyomateryal ile giliclendirilmesi planlandi. Bu
amacla kitinin deasetilasyonu ile elde edilen ikinci bir biyopolimer olan chitosan’dan
yararlanildi  (16,17). Chitosan biyouyumlu, biyo¢Oziniir, nontoksik, antifungal ve
antimikrobiyal 6zelliklere sahip bir biyomateryaldir. Kolaylikla istenilen sekil ve geometriye
(membran, silingerimsi yapi, fiber, mikro ve nanokiire, tiip gibi) sahip yapilara
dontstiiriilebilmektedir (18,19). Ayni zamanda chitosanin yara iyilestirme, serumdaki
kolesterol diizeyini azaltma ve bagisiklik sistemini aktive etmek gibi son derece Onemli
fonksiyonlar1 vardr (20,21). Kemirgenlerin ve kopeklerin siyatik sinir yaralanma
modellerinde chitosan onarim i¢in yapay koprii olarak kullamilmistir (22,23). Chitosan’dan
elde edilen tiip seklindeki biyomateryaller {izerinde yapilan Schwann hiicre transplantasyonu
arastirmalarinda chitosanin aksonal rejenerasyona katkisi oldugu gosterilmistir (24). Chitosan

biyopolimerinin periferik sinir yaralanmasinda kilavuz tiip olarak kullanimmi sonrasinda



ortaya ¢ikan diisiik mekanik direng, kollaps gibi sorunlar bir takim bilesenlerin eklenmesiyle

giderildi ve sinir kilavuzu olarak kullanim1 yayginlasti (25).

Calismamizda entiibiilasyon amagli kullanilan tiibiiler materyalin dis yiizeyi mekanik
direncin artirilabilmesi amaci ile chitosan kaplanirken i¢ ylizeyi de aksonal rejenerasyonu

kolaylastirilabilmek i¢in yonlendirilmis nanofibriler membrandan olusturuldu.

Son yillarda periferik sinir yaralanmalarinin tedavisinde entiibiilasyon stratejileri ile
birlikte kok hiicrelerin kullanildig1 ¢alismalarda 6nemli sonuglar elde edilmistir. Kok
hiicrelerin bakteryel polyesterler ile biyouyumluluk gosterdigi ve kok hiicrelerin bakteryel
polyesterler {izerinde agregatlar ve sferoidal kiimeler olusturduklar1 saptanmistir (26). Yine
noral kaynakli kok hiicrelerin bu bakteryel polyesterlerin nanofibriler ylizeyine tutunarak
bliylime ve farklilasma gosterebildikleri literatiirdeki calismalarda mevcuttur. Bu amagla
embriyonik, fetal ve eriskin mezensimal kaynakli kok hiicrelerden yararlanilmaktadir.
Mezensimal kok hiicreler kendini yenileyebilen ve kemik, kikirdak, yag, kas gibi multiple
mezodermal dokulara farklilasabilme yetenegine sahip olan hiicrelerdir. MSC’lerin potansiyel
avantajlar1 otolog dondérden temin edilebilmesi ve allojenik MSC’nin nonimmunojenik
olmasidir. MSC’lerin ayrica in vitro ortamda ndronal morfoloji kazanmalar1 ve ndronal ve
noroglial marker eksprese etmeleri sinir sistemi hasarinda kullanimmna olan ilgiyi
arttrmaktadir. Mezensimal kok hiicrelerin transplantasyonu ile bu hiicrelerin kendini
yenileme ve multipotansiyel 0Ozelliklerinden yararlanabilecegi disiiniilmektedir. Kok
hiicrelerin ayn1 zamanda hasarli hiicreler ile yer degisimi, noroproteksiyon veya endojen
hiicreler ile birlikte rejenerasyon olusturabilmek i¢in uygun bir mikrogevre olusumu sagladigi
bilinmektedir. Giiniimiizde insanlar {izerinde mezensimal kok hiicrelerin Parkinson
hastaliginda, beyin hasarinda, serebral infarktta ve spinal kord hasarinda transplantasyonuyla
ilgili calismalar literatiirde mevcuttur (27,28,29). Farklilasmanin yanmisira kok hiicrelerin
hasarli noronlara rejenerasyon siirecinde trofik destek saglamasi da bagka bir olasi
mekanizmadir (30). Kok hiicre tedavisinin bazi durumlarda kayip néronlarin yerini almaktan
cok ndronal koruma ve anti-inflamatuvar 6zellikleri ile tedaviye katkida bulundugunu gésterir
bilgiler elde edilmistir (31,32).

Bu c¢alismada olusturulan deneysel siyatik sinir hasar1 sonrasinda PHB ve chitosan
modifikasyonu ile hazirlanan bir biyomateryal olan tiibiiler greftlerin, tek basina veya
nanopartikiil ile isaretlenmis insan mezensim kaynakli kok  hiicreler ile birlikte

kullanilmasinin sinir rejenerasyonuna olan etkisi arastirildi.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1 PERIFERIK SINIR ANATOMISI

Sinir sistemi fonksiyonel ve morfolojik olarak bir biitiin olmasma karsin topografik
ilkeler ve etkiledigi organ gruplarina gore boliimlere ayrilir. Yerlesim 6zelligi dikkate alinarak
sinir sistemi: Merkezi ve Periferik sinir sistemi olarak iki boliime ayrilir. Beyin ve omurilik
merkezi sinir sistemini (MSS) olustururken bu iki yapiya baglanan ve g¢evrede bulunan
sinirleri (nervi craniales, nervi spinales), sinir aglarmi (plexus) ve reseptorleri kapsayan sinir
sistemi boliimiine de periferik sinir sistemi (PSS) denir. Bir periferik sinir tek tip liften
(duysal veya motor) olusabildigi gibi karisik liflerden de olusabilir. Periferden aldig1 uyarilar1
(agr, 151, 151k, ses) merkezi sinir sistemine tasiyan sinirlere duysal sinirler (n.sensorius),
merkezi sinir sisteminden aldigi emirleri periferdeki effektor yapilara (kas, bez) tasiyan
calistirict sinirlere motor sinirler (n.motorius, somatomotor veya visseromotor), ortak olarak

motor ve duysal liflerden olusmus sinirlere ise karma sinir (n. mixtus) denir (33).

Periferik sinirler somatik (motor ve duysal) ve otonomik (sempatik ve parasempatik)
lifler icerebilirler. Motor ndronlar omurilik 6n boynuzundadir. Somatik efferent sistemin
ikinci noronlarmi olusturur. Bu hiicrelerin aksonlar1 periferik sinirler igerisinde seyrederek
son organlar1 olan ¢izgili kas hiicrelerinde sonlanir. Duysal noronlar dorsal kok
ganglionlarinda hiicre govdeleri bulunan bipolar noronlar olup distalde reseptdr yolu ile
aldiklar1 uyarilar1 proksimalde omurilik igerisinde yer alan ilgili Rexed laminalarina tasir.
Sempatik sistem efferentleri merkezi sinir sisteminde ilgili alanlardan ¢ikarlar ve bunlar
paravertebral veya prevertebral ganglionlarda sinaps yaptiktan sonra son organlar iizerinde
sonlanirlar. Parasempatik sistem efferentleri merkezi sinir sisteminde ilgili alanlardan ¢ikarlar
ve son organlarimdan hemen 6nce yerlesmis olan ganglionlarda sinaps yaparak son organlar

iizerinde sonlanirlar (34).

Embriyolojik olarak periferik sinirler “ektoderm” tabakasindan geligir. Gestasyonun
ticlincii ve dordiincii haftalarinda noral krest hiicreleri “ndroektoderm”i olustururlar ve bu yap1
mezoderm i¢ine go¢ eder. Burada dorsal kok ganglionlarina, Schwann hiicrelerine ve diger
noroblastik hiicrelere doniisiirler. Spinal kord gelistikce bazal plaktaki motor néron aksonlar1

mezodermal tabakadan gelisen kas dokusu i¢ine dagilirlar. Dorsal kok gangliyonlarindan da



perifere dogru dagilim baslar. Fetal yasamin yaklasik dordiincii ayinda Schwann hiicreleri bu
dagilan axonlarin myelenizasyonuna baglar. Bazi motor ndronlarda ise bu myelinizasyon

stireci dogum sonrasi birinci yila kadar uzayabilir.

Periferik sinir sistemin yapitasini noron denilen ektodermal kokenli hiicreler
olusturmaktadir. Noronlar akson ve dendrit denilen sitoplazmik uzantilar: ile diger néronlar
ve gorev yaptigl son organlar arasinda fonksiyonel iletisim kurmaktadir. Dendritler sinaptik
terminaller olusturacak sekilde ndéron yiizeyini kaplamistir. Noronlarda genellikle bir adet
bulunan akson aksolemma denilen trilaminar bir membran ile sarilidir. Noronun cekirdegi,
endoplazmik retikulumu ve mitokondrisi disindaki organelleri aksoplazmada yer alir. Ayrica
aksoplazmada norotiibiiller ve mikrofilamanladan olusan bir transport sistemi vardir.
Transport hem akson distaline (anterograd) hem de norona dogru (retrograd) yonde
gergceklesmektedir. Anterograd tasinma aksonun yasamasi ve fonksiyon gormesi i¢in gerekli
maddeleri govdeden perifere tasirken, retrograd tasima aksonda olusan metabolik iiriinleri ve
fonksiyonlar1 biten preliziozomal maddeleri govdeye tasimaktadir. Yavas ve hizli transport
mekanizmalart mevcuttur (35). Noronlardaki iletinin temelini olusturan elektriksel aktivite
Na-K ATP’az pompalar1 yardimi ile olusan bir siirectir. Bu pompa kapilar1 aksolemmanin igi
ve dis1 arasinda elektriksel bir gradient farki yaratirlar ve sonugta olusan aksiyon potansiyeli
akson boyunca ilerler. Bu impuls néronun aksonla birlestigi konik bolgede baslamaktadir. Bu

bdlge miyelinsiz bir bolgedir ve daha fazla Na-K ATP’az pompasi igerir (36,37).

Periferik sinir icerisinde aksonlar Schwann hiicreleri (SC) ile ¢evrilidir ve bu hiicreler
periferik sinir sisteminin temel destek hiicreleridir. Schwann hiicreleri ekstraselliiler matriks
proteinlerini salgilayarak ¢evre diizenini saglarlar. Bu salgilar ince bazal lamina tabakasmni
olustururlar. SC ve bazal laminasi birlikte Biingner bandi olarak adlandirilir ve rejenere olan
aksonlar icin norotropik destek ve fiziksel rehber olusturur. Hatta dondr sinir grefti
hasarlanmis sinir ucu SCBL tabakasinda yer alan ve major bir glikoprotein olan laminin’e
yapisir. Calismalar gostermistir ki akson ve reinnervasyon olmaksizin SC yeni laminin
iretebilmektedir. Laminin’in sinir rejenerasyonunu ve adhezyonunu hizlandirdig:
gosterilmistir (38). Lamininin yanisira SC akson etrafinda ekstraselliiler matriks ve diger
hiicreler arasinda iletisim saglamak icin Tip IV ve Tip V kollajen, entaktin, heparin siilfat,
proteoglikan ve fibronektin salgilamaktadir. Bu maddelerden sadece laminin basal laminanin
i¢ tabakasinda yer alir ve rejenere olan akson ile dogrudan iliskilidir. Ancak SC myelin kilif
iiretebilmesi icin iceriden akson ile disaridan ise ekstraselliiler matriksle iliskide bulunmasi

gerekmektedir (laminin-reseptor-laminin-kollajen bagi). Lamininin diger hiicre tiplerinde



migrasyon, adhezyon, proteolizis gibi pek cok gorevi olduguda gosterilmistir. Periferik

sinirde laminine baglanan reseptor tiplerine rastlanmigtir (38).

Periferik sinir lifleri myelinli veya myelinsiz yapida olabilirler. Myelinli sinirlerde
myelin tabakast Schwann hiicreleri tarafindan yapilir. Myelinli aksonlarda myelinli béliimler
arasinda Ranvier bogumlar1 vardir. Bu bogum bdlgelerinde adhezyon molekulleri ve sodyum
iyon kanallar1 bulunur. Ranvier bogumlar1 elektriksel iletinin atlayarak aktarilmasindan
sorumludur ve boylece elektriksel iletinin akson boyunca hizlandirilmasini saglar. Bir sinirin
myelinizasyon miktar1 onun ileti hizina da etki eder. Kalin myelinli liflerde ileti hiz1 ince
liflere oranla daha fazladir. Schwann hiicreleri tarafindan tiretilen myelin elektriksel iletimin
akson boyunca yayilma hizini arttirir. Akson ¢ap1 arttikea tizerindeki myelin kilifta biiyiir ve
elektriksel iletim hiz1 artar. Miyelinsiz aksonda ileti hiz1 2 — 2,5 m/sn iken miyelinli sinirlerde
3 — 150 m/sn dir (40). Miyelinsiz ndronlarda Schwann hiicresi ¢ok sayida noronu sararken,
miyelinli sinirlerde tek bir noron sarilmaktadir. Schwann hiicreleri sayisal olarak artmamakla

birlikte yas ile hiicre voliimii genislemektedir.

Epingurium

s

/

< '\;agaNe

OrUm _e==g

Sekil 2.1 Periferik sinir anatomisi (Myckatyn T.M. ve ark. 2007)



Akson ve Schwann hiicrelerinden olusan periferik sinir lifleri birleserek fasikiil
denilen kii¢iik demetleri olusturmaktadir. Bu sinir lifleri fibroblast, mast hiicreleri, kapiller
kan damarlar1 ve kollajen6z ara maddelerden olusan ve endondryum denilen bir kilif ile
sartlidir. Endondryum fasikiil icerisinde yer alan aksonlarmn etrafini sardigir gibi fasikiil
icerisindeki interstisiyel boslugun tamamini doldurur. SC basal laminasi ¢evresindeki iki kat
kollajen lif tabakas1 ile endondryal kilifi olusturur. Kollajen lifler longitudinal yerlesimlidir ve
4:1 oraninda Tip I (biiylik interstisiyel mikrofibril) ve Tip III (endondryal retikiilin) ve az
miktarda da Tip IV ve Tip V kollagen bulunur. Biiylik myelinli bir lif etrafinda icten disa
Schwan hiicresi basal laminasi, sirkiiler ve oblik duran kollajen lifler (Plenk-Laidlaw kilif1) ve
en dista longitudinal kollagen lifler (Key-Retzius kilifi) bulunmaktadir. Endonéryumda
bulunan kapilerler siki baglantilar (tight junction) yapar ve kan-sinir bariyeri olusumuna
katilir, endondryal sivi proksimodistal basing farklar1 boyunca hareket edebilir. Travmaya
bagl olarak gelisen intraperindryal (endondryal) 6dem intrensek dolagimda bozukluklara yol
acabilir (41,42). Endonéryum ¢evreden izole iyonik bir ortam saglamada onemlidir. Periferik
siniri olusturan fasikiiller perindryum denilen bag dokusu ile sarilidir. Perindryum ¢ogunlukla
Tip III kollagen lifler ve daha az miktarda Tip I kollagen icermektedir. Fibroblast kaynakli
yassilagsmig poligonal hiicrelerden olusan lameller yapisi vardir. Lameller farkli 6zellikler
gosterirler. Fasikiil buiytikligii ile lamellerin sayist dogru orantilidir. Perindryum periferal
dallanmay1 takip eder ve son dala gelindiginde tek perindral hiicre ile lif ¢cevrilir (Henle kilift).
Yiizey lamelleri gecirgen Ozellikler tagirken derin lameller kan-sinir bariyeri igeren vaskiiler
yapilara ve Ozelliklere sahiptir. Perindryum kapillerleri basal membranlarinda siki baglantilar
ihtiva ederler. Ayni kan-beyin bariyerinde oldugu gibi kan-sinir bariyeri de osmotik ajanlarla
gecici olarak acilabilir. Perindryum normalde hafif derecede intertisiyel basing nedeniyle
cevresel bir gerginlik altindadir. Travmalar nedeniyle perindryum i¢ basmci 6nemli
derecelerde artabilir. Yiiksek basin¢g perindryumu belli alanlarda parcalayabilir ve sinir lifleri
bu alanlardan disar1 herniye olarak demiyelinize olabilirler. Perinéryum igerisinde bulunan
sinir hiicrelerini gerilmelere kars1 korur. Gerilme esnasinda yiikiin 6nemli kismini karsilar.
Gerilme ile perindryum kopmadan Once sinir liflerinin kopma olasilig1 yok sayilabilecek
kadar azdir. Perindryum hem mekanik bariyer hem de elektrolit dengesini saglayan bir
diffiizyon bariyeridir. Kan-beyin bariyeri periferik sinirin spinal korddan ayrildigi yerden
baslayan kan-noron bariyeri ile devam etmektedir. Bu olusumu distalde perindéryum ve

endotel tabakasi yapar. Gorevi noral beslenmeyi siirdiirecek mikrogevreyi olusturmaktir (43).



Periferik sinirin enine kesitinde en dista sinirin biitliniinii 6rten epindryum tabakasi yer
alir, yogun Tip 1 kollajen igerigi ile saglam bir yapidir ve sinir biitlinliigiinlin korunmasinda
en onemli gorevi listlenir. Sinire giren damarlar epinéryum tizerinde arteriyoller olustururlar
ve bu arteriyoller sayesinde sinirin beslenmesi saglanir. Epindral arteriyollerin endondral
kapiller yapilarla dogrudan anastomozlar1 vardir. Epindryumdaki damarlar kan-sinir bariyeri
icermez. Fasikiillere hareketlerinde ve dis travmalara kars1 destek gorevi olan koruyucu bag
dokusudur. I¢ ve dis olarak iki katmam vardir. I¢ katman daha ¢ok perindral araliklara
septalarla tutunurak stabilizasyonu saglarken dis katman yogun bag dokusu ile koruyucu kilifi
olusturmaktadir (44). Tiim bu yapilarin olusumunda Schwann hiicreleri tarafindan salinan
Desert Hedgehog (dhh) molekiilleri kilit fonksiyon gostermektedir. Cevre bag dokular
tarafindan dhh molekiillerinin algilanmasini takiben sinir liflerinin sarilmasi ile olusmaktadir.
Bir sinirin kesit alaninin %25-85 kadar kism1 bag dokudan olugmaktadir (45). Mezonéryum
artik birgok arastirmaci tarafindan da kabul géren en dis katmani olusturmaktadir. Periferik
sinir doku i¢erisinde mezondryum denilen gevsek areolar yag dokusu yastik¢igi icerisinde
seyreder. Bu tabaka siniri kiint darbelerden koruyan ve siniri diger dokulardan ayiran en
distaki dokudur ve epindéryum ile iliskisi oldugu disliniilmektedir. Mezondryum perindral
vaskiiler pleksusu tagimaktadir ve sinir fasikiiliiniin hareketle siirtlinmeden zarar gérmesini
engellemektedir. Periferik sinirlerin beslenme paterni Bridenbach ve Terzis tarafinda
arastirilmistir. Bu calismada periferik sinirler dominant pedikiiliin tek olmasi, olmamas1 veya
cok sayida olmasimna gore smiflandirilmistir (46). Bu vaskiiler pedikiiller mezonéryum i¢inde
seyreder ve valv benzeri yapilar tasirlar. Kan akimi bu damarlardan vazo nervorumlara

akmaktadir (47).

Sinirdeki fasikiil sayis1 sinir boyunca ve bireysel olarak farkliliklar gostermektedir ve
birbirleriyle baglantilar kurarak intranoral pleksuslar olusturmaktadirlar (48). Duyu sinirleri
Ozellesmis duyu reseptorlerinde, motor sinirler ise motor son plaklarda sonlanmaktadirlar.
Sherington bir sinir lifi ve innerve ettigi kas lifi grubunu motor iinite olarak tanimlamigtir.
Burada so6zii edilen alfa motor siniri olup her bir sinir lifi igin 10-1000 aras1 ekstrafiizal kas
lifi diismektedir. Araligin bu kadar genis olmasi kas grubunun goérev ve uyarilara yanit verme
hizina baghdir (49). Miyelinli alfa motor noronlar1 kasa girdigi lokalizasyonda motor {initenin
fonksiyon 6zelligine gdre ¢ok sayida dala ayrilir. Intramiiskiiler dallanmadan sonra sinir lifleri
miyelinsizdir. Bununla birlikte Schwann hiicreleri akson uglarini ¢evre bag dokudan ayirmaya
devam etmektedir. Akson terminalinde, aksolemma ile sarkolemma arasinda sinaptik bosluk

denilen bolgeler bulunmaktadir. Bu terminal uglar ¢ok sayida asetilkolin vezikiilleri ve
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mitokondriler icermektedir. Bu motor son plaklar aksonda olusan depolarizasyonun kasa

iletildigi fonksiyonel tinitelerdir (50).

Perferik sinir vaskiilarizasyonu ekstrensek dolasim ve intrensek dolasim olarak ikiye
ayrilir. Ekstrensek dolagim epindryal alandaki arteriol ve veniillerden olusur. Bu damarlar
sinirin dig kisminda mezondryumda yer alirlar ve sinire besin tasirlar ayrica intrensek
dolagimla baglantilar1 vardir. Sempatik uyaridan ve parsiyel CO2 basincindan etkilenirler.
Intrensek dolasim ise endondryal biiyiik kapillerlerden olusur. Epindryum, perindryum ve
endondryumda longitudinal ve oblik anastomozlar yaparlar. Prekapiller sfinkter olmadigindan
dolasimin yonii degisebilir. Best ve arkadaslar1 sicanda yaptiklar1 2 cm’lik siyatik sinir
greftleme calismasinda greftleme sonrasi endondryal perflizyonun 72 saat devam ettigini,

buna karsin epindryal perflizyonun ise 48 saat devam ettigini gostermislerdir. Bu ¢aligsma bize

epindryal perfiizyonun daima endondryal perflizyonu takip ettigini géstermistir (51,52).

2.2 PERIFERIK SINiR YARALANMASI
2.2.1 Klinik Degerlendirme

Periferik sinirler termal, kimyasal, mekanik nedenlerle hasar gorebilir. Periferik sinir
yaralanmasmin en sik nedeni travmadir. Trafik kazalari, atesli silah yaralanmalari, kesici-
delici alet yaralanmalar1 etyoloik faktorler arasindadir. Travmaya maruz kalan hastalarm %
2,8’inde periferik sinir hasar1 olusmakta ve bunlarin bir¢ogu uzun siireli fonksiyon kayiplari
ile sonuc¢lanmaktadir (2). Ekstremitelerin acik yaralanmalarmin % 5’inde ciddi tedavi
gerektiren periferik sinir hasari olustugu, yaralanmanin siklikla iist ekstremitede ulnar veya

median sinirde oldugu bildirilmistir. Alt ekstremitede ise en sik peroneal sinir hasar1 olusur

3).

Kronik basilarm yol agtig1 tuzak noropatiler (karpal tiinel sendromu, ulnar sinir tuzak
noropatisi v.b.) ikinci swrayr almaktadir. Tedavi amagli yapilan enjeksiyonlar sonrasi da
periferik sinirler hasarlanmaktadir. Bunlarin disinda elektrik hasar1 ve yaniklar, metabolik
nedenler (diyabet, iiremik noéropati, amiloidoz), toksik nedenler (ilaglar, alkol, kursun
zehirlenmesi), enfeksiydz hastaliklar (AIDS), tiimérler, radyasyon, herediter hastaliklar
etyolojik nedenler arasinda sayilabilir. Perioperatif basilar nedeniyle olan periferik sinir

yaralanmalar1 da hem alt hemde iist ekstremitelerde goriilebilmektedir (53).
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Periferik sinir igerisindeki tiim sinir lifleri ayn1 derecede yaralanmaya ugrayabilecegi
gibi yaralanmanin siddetine ya da tipine gore ayni sinir icerisindeki farkl lifler farkli derecede

yaralanmaya da ugrayabilir.

Periferik sinir tamiri sonucu iyilesmenin zamani ve basaris1 yaralanmanin derecesine
baghdwr. Klinik olarak kullanilabilir hasar derecelendirme sistemi sinir yaralanmasi sonrasi
sinirde gelisen miksoskopik degisikler ve hastanin klinigi ile iligkilidir. Periferik sinir
yaralanmalarinda ilk kez 1941 yilinda Cohen tarafindan onerilen ve 1943 yilinda Seddon
tarafindan bildirilen ndropraksi, aksonotmezis ve ndrotmezis tarzindaki lcli ve basit

siniflama yaygin sekilde kabul gormiistiir (Tablo 2.1) (54).

Seddon smiflamasina gore en hafif zararlanma tiirii ‘‘ndropraksi’” olup motor ve
duysal kayip olabilmekle birlikte Wallerian dejenerasyonu bulgusu yoktur. Tuzak
noropatilerinde goriilen hasar tipidir. Cok zor tespit edilebilen segmental demyelizasyon gibi
myelin yapilardaki degisikliklere ragmen bu tip hasarlanmada semptomlarin gecici olma
nedeni yaralanma yerinde lokal olarak iletimin kesintiye ugramasindan kaynaklanir.
Yaralanmanin proksimalinde ve distalinde sinir normal iletime sahiptir. ileti blogu sz
konusudur. Sinir devamliliginda kesilme yoktur. Saatler, giinler, haftalar veya aylar i¢cinde
diizelir. Konservatif tedavi yeterlidir. ‘‘Aksonotmezis’’ sinir ¢evresindeki mezensimal yapilar
olan perinéryum ve epindryum korunarak sinirin akson ve ¢evresindeki myelin kilifta
komplet kesilme oldugunda olusan hasardir. Trafik kazalarinda veya atesli silah
yaralanmalarinda daha yaygmn goriilen bir yaralanmadir. Akson ve myelinde yaralanma
noktasmin distalinde olusan Wallerian dejenerasyon komplet denervasyona neden olur. Akson
ve myelin kilift hasarhidir fakat ¢evreleyen doku kismen veya tamamen saglamdir. Waller
dejenerasyonu olusur fakat diizelme ¢evre dokulardaki hasara ve kasa uzakligina gore degisir.
Bu tip yaralanmanin trafik kazalari, atesli silah yaralanmalari, akut ezilme ve kronik
kompresyon gibi ¢ok sayida nedeni vardir. Bu tip yaralanmada iyilesme orani yiiksektir ¢linkii
sinir ¢cevresindeki hasarlanmamis mezensimal dokular bir kafes gorevi gorerek hedef organin
reinervasyonu i¢in aksonlarin filizlenmesine kilavuzluk eder. Aksonotmezis i¢in Sunderland
siniflamasina gore daha ayrmtili prognoz belirlenmesi yapilabilir. ‘‘Norotmezis’’ ise sinirin
ya tamamiyle kopmasi ya da aksonal rejenerasyonu olanaksiz kilacak sekilde nedbe dokusu
olusumunu tanimlar. Cerrahi tamir olmadik¢a diizelme olanaksizdir (55,56). Ciinkii
aksonlarin yeniden uzamasi i¢in kilavuzluk edecek mezensimal doku kaybi olmus ve skar
dokusu olugsmustur. Bu basit smiflama giinimiizde o6zellikle akut yaralamalarin

siniflandirilmasi, tedavisi ve takibi i¢in halen gegerliligini korumaktadir (57).
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Tablo 2.1 Periferik sinir yaralanmasinda Seddon ve Sunderland siniflamasi

Seddon Sunderland Patoloji Prognoz
Siiflamasi
Norapraksi Birinci derece Miyelin zarar1 Haftalar, aylar iginde
miilkemmel diizelme, iyi
prognoz, cerrahi tedavi
gerekmez
Aksonotmezis Akson kaybi Destek dokularin
o 5 korunmasina ve kasa olan
Degisik derecede bag doku mesafeye bagli  olarak
hasart iyiden kétiiye degisebilen
prognoz, cerrahi tedavi
genellikle gerekmez
Ikinci derece Akson kaybi Kasa olan mesafeye bagl
olarak 1yi progroz
Endondral tiipler saglam
Perindryum saglam
Epindryum saglam
Ugiincii derece Akson kaybi Koti prognoz
Endonoral tiipler hasarl Aksonlar  hatali  yone
. gidebilir
Perindryum saglam
i Cerrahi gerekebilir
Epindryum saglam
Dordiincii derece | Akson kaybi Kétii prognoz
Endonoral tiipler hasarl Aksonlar  hatali  yone
. gidebilir
Perin6ryum hasarli
i Cerrahi siklikla gerekir
Epindryum saglam
Norotmezis Besinci derece Akson kaybi Spontan 1yilik olmaz

Endonoral tiipler agir hasarl
Perindryum agir hasarl

Epindryum agir hasarl

Cerrahi gereklidir

Cerrahiden sonra prognoz
belirlenir
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Hasarin siddetine gore Sunderland’mn bildirmis oldugu 5 kategoriden olusan hasarm
siniflandirilmast sistemi, Seddon’in smiflandirma sistemi icinde degerlendirilebilir (58).
Sunderland smiflamasi Seddon siniflamasmin bir modifikasyonudur. (Tablo 2.1 ve Sekil 2.2)
Sunderland aksonometrik hasarlar1 alt derecelere ayirmistir ve glinlimiizde en ¢ok kullanilan

2.smiflandirma sistemidir (59).
Sunderland Siniflamasi

1. Birinci derecede olan hasar Seddon’in siniflandirmasinda noropraksi ile es degerdir.

2. Ikinci dercede olan hasar ise aksonotmezis karsiligidir.

3. Ugiincii derece sinir hasarinda aksonlarda bozulma ve parsiyel endonéryum hasar1 vardir
ve Seddon’n smiflandirmasinda aksonotmezis ile ile nérotmezis arasinda yer alir. Bu tip
hasar kronik kompresyon, akut ezilme yada gerilme sonucunda olusur. Bu hasar da
endondryumda ve Schwann hiicrelerinin bazal laminalarinda hasar vardir. Perindryum
intaktir ancak gelismekte olan filizlenmeler endondéryum ve Schwann hiicrelerinin
hasarlanmasi yiiziinden olusan skar dokusu boyunca ilerlemek zorundadir. Bu durumda
rejenerasyonun tam olmamasima ve rejenere olan sinir liflerinin yanhs distal reseptorlerle
eslesmesine sebep olabilir. Saglam kalmis perindryum yeniden biiyiiyen sinir liflerini
simirlar. Bu tip hasarda ki fonksiyonel iyilesme tam olmayabilir. Yeniden biiyiiyen sinir
liflerinin biiyiime hiz1 ikinci derecede (1-2 mm/ giin) oldugu gibidir. Ancak skar dokusu
boyunca ilerlemek zorunda oldugundan biiyiime hizi buna bagli olarak daha yavas
olmaktadir.

Sunderland Seddon’in  nérotmezisini dordiinci ve besinci derece olarak
degerlendirmistir.

4. Dordiincii derece sinir hasarinda epindryum hari¢ sinirin tiim boliimleri hasarlanmistir.
Bu tip hasarm en sik sebepleri esneme ve akut ezilmedir. Sinir i¢indeki skarlagma ileri
derecededir ve sinir liflerinin yeniden biiylimesini kisitlar. 3 ay sonunda birinci, ikinci ve
iiclincli derece hasarlarda iyilesme ile ilgili baz1 kanitlar belirir. Eger ii¢ ay sonunda
herhangi bir iyilesme s6z konusu degilse o zaman bu yaralanma dordiincii derece kabul
edilir. Bu durumda cerrahi miidahale gerekmektedir.

5. Besinci derece hasarda ise sinirin tamami kopmustur. Bu iki grubun cerrahi tedavi
olmaksizin iyilesmesi miimkiin degildir (60).

Altinct derece hasar yakin zamanda eklenmistir (61). Bu tip yaralanma mikst tip
yaralanmadir ve bazi fasikiiller veya liflerde birinci veya ikinci derecede, bazilarinda

da iigilincii, dordiincti, veya besinci derecede hasar olabilir.
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2.2.2 Dejenerasyon

Travmatik bir sinir hasarindan sonra morfolojik ve metabolik degisiklikleri de
kapsayan bir¢cok fizyopatololjik olay meydana gelir. Bu degisiklikler sinir hiicresinde hasarin
distali ve proksimalindeki aksonlarda goriiliir. Ayn1 zamanda kas, duyu reseptorleri ve

serebral kortekste de degisiklikler meydana gelmektedir.

Periferik sinir yaralanmasi sonrasinda aksonda hem proksimal hemde distal yonde
dejenerasyon gelisir, bu degisiklikler hiicre proliferasyonundan ziyade tek bir sinir
kompleksinin yapisini ve iletim islevini korumak amaclidir. Gelisen dejeneratif siire¢ ve
fizyopatolojik degisikler sinirin yaralanma bdlgesinin proksimalinde ve distalinde ayr1 ayri
incelenebilir (62). Ayrica merkezi sinir sisteminde de degisiklikler goriiliir ve bazi ndronlar
Olir (63). Hasarli bolgenin proksimal tarafinda sinir hiicre govdesindeki ve sinir
fibrillerindeki degisiklikler yarali segmentin hiicre govdesine yakinligma ve yaralanmanin
siddetine baglidir. Proksimal hasarlar daha fazla santral ndron kaybina yol agmaktadir. Ayrica
kutandz duyu afferenetleri gibi bazi noron grublarinin digerlerine gore periferik sinir hasarmna
daha duyarl olduklar1 gosterilmistir (64,65). Schwann hiicreleri yaralanma bdlgesinin yaninda
proksimal segment boyunca azalirlar, aksonlar ve myelin kiliflarin ¢ap1 goriilebilecek diizeyde
kiigiiliir. Bu proksimal hiicre azalmasi1 ya ¢ok az olabilir yada azalma geriye hiicre gévdesine
dogru yayilabilir. Ozellikle fonksiyonel baglantmin koptugu son organla yeniden baglanti
olusmazsa yaralanmanin belirgin bulgularindan biri olan proksimal segment aksonlarinin
caplarinda kiiciilme olusur. Buna bagli olarak sinir iletim hizi azalr. Rejenerasyon
doneminde aksonal capta artis olur ancak hi¢cbir zaman hasarlanmadan 6nceki boyutlarina
erismez. lyilesme doneminde aksonlarla hiicre govdelerinin iyilesmesi kesinlikle birbirine
bagimhidir. Fonksiyonel periferik baglanti olmadan higbir zaman hiicre gévdesi tamamen
tyilesmezken aksonlarin ¢apmin biiylkligii hiicre govdesinin iyilesmesine baghdir (66).
Yaralanma sonrasinda proksimal ugta en azindan ilk ranvier diiglimiine kadar retrograd bir
dejenerasyon gelisir. Aksonal yaralanmayi takip eden ilk 6 saat icinde sinir hiicresinde
degisikler meydana gelmeye baslar. Niikleusun perifere yerlesmesi ve stoplazma yapisinda
degismeler fark edilir. Hiicrenin kendisi, ¢cekirdek ve ¢ekirdekgik biiyiir. Hiicrenin periferine
Nissl graniillerinin gocii olur, endoplazmik retikulum piirtiikli bir yapiya doner ve daha sonra
parcalanip yayilir. Bu olaylar zincirine kromatolizis denir. Hasar gérmiis aksonun tamiri i¢in
gerekli olan aksonal yapisal komponentlerin iretilebilmesi i¢in salgilanacak olan

norotransmitterler hiicrenin metabolik fonksiyonunca saglanir. Bu siire¢ artmis RNA, protein
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komponentleri, lipidler, glikoz 6-fosfat dehidrojenaz ve hidrolitik enzimlerce saglanir (67,68).
Hiicre membran proteinleri ve Growth-Associated Proteins (GAP) biiylime faktorleri
sentezinde artis olur. Es zamanli olarak perindral glial hiicrelerin etkili proliferatif cevabi olur
ki cogu zaman kromatolizisin bir igareti olarak bilinir. Glial hiicre gelisimi muhtemel iyilesme

evresinde siniri korumak i¢in etkilenmis sinir ve kesilmis sinaptik baglantiya dogru gelisir.

Perinéryum dejenerasyonda dnemli rol oynar. Aksonlar igerisinde 6dem ve sismeyi
striiktiirel olarak oOnler ve ilerideki anastamotik zonda longitudinal oryantasyonu saglar
(69,70). Kesiden kisa bir siire ve Wallerian dejenerasyondan hemen once kesi alaninda
“‘kimyasal yanma’’ denilen hizli travmatik dejenerasyon olusur. Bu hasar sodyum ve
kalsiyumun igeri girmesine ve protein ile potasyumun masif kaybina ikincil gelisir ve rejenere
akson tomurcugunun ve biiylime konisinin hemen Oniinde yerleserek distale ulagmalarini
engeller (71,72). Aksonotmezisi takiben gelisen dorsal kok ganglion néronlarinda hiicre 6liim
insidanst % 20 ile % 50 arasindadir (73). Yaralanma duysal ve kranial sinirleri i¢eriyorsa ve
aksonotmezis proksimalde olusuyorsa siklikla hiicre 6liimii olur. Noronal hiicre dliimlerini
iceren yaralanmanin bu siireci tam olarak anlagilamamistir ancak yaralanma bélgesinin
mikrogevresinin i¢indeki sartlarin bu siirecte Onemli olduguna inanilmaktadir. Yapilan
calismalar merkezi sinir sistemindeki noronlarin periferik ¢evrede bir rejenerasyon
kapasitesine sahip oldugunu ancak periferik sinirin santral ¢cevrede rejenerasyon kapasitesini
kaybettigini gostermistir. Molekiiler caligmalar yapan yazarlar yaralanmadan sonra hiicrelerin

yasamini siirdiirmelerinde Schwan hiicrelerinin 6nemli rol oynadigini gostermislerdir (74,75).

Yaralanma sonrasi distal ugta meydana gelen degisikliklere Wallerian dejenerasyon
ad1 verilir ve yaralanma distalinde kalan aksonun tamamini etkiler. Aksonal dejenerasyon
myelin yikimi1 ve destek glial hiicre proliferasyonundan olusan bir siirectir. Once akson ve
ardindan cevresindeki myelin kilif dejenere olur. Akson ne kadar distalde kesintiye ugrarsa
Wallerian dejenerasyonu o kadar erken gelisir. Dejenerasyon sonrasinda proksimal ug¢ i¢in
tropizm olusturan bir alan olusmaktadir. Schwann hiicreleri Wallerian dejenerasyonda kilit rol
oynar. Yaralanmadan sonraki 24 saat icerisinde aktive olurlar. Nukleus ve sitoplazmalarinda
genisleme mitoz hizlarinda artis olur. Bu hiicreler dejenerasyon ve onarmm siirecinde yardim
eden bircok molekiiliin gen diizenlenmesini kontrol eden hiicreleri olusturmak i¢in hizla
boliiniir. Schwann hiicrelerinin ilk bastaki rolii dejenere olan akson ve myelinlerin
temizlenmesi ve bunlarin makrofajlara gecislerine yardim etmektir. Makrofajlar primer olarak
hemopoetik akstan hasarin oldugu bolgeye toplanirlar ve gecirgenligi artmis olan kapiller

duvarindan hasarli bolgeye gecerler. Daha sonra Schwann hiicreleri ve makrofajlar bir hafta
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ile birka¢ ay boyunca fagositoz ve hasarli bolgeyi temizlemek i¢in birlikte calisirlar.
Endondral yapisal hiicreler travmadan sonraki iki hafta igerisinde siiregelen bu degisikliklerde
merkezi rol oynamak i¢in 6nemli 6l¢lide cogalirlar. Bunlar kapiller gegirgenligi artiran ve
makrofajlarin gociinii saglayan histamin ve serotonin salgilarlar. Wallerian dejenerasyonda
ilk olarak olusan histopatolojik degisiklik, yaralanmadan sonraki saatler icinde olusan
aksonlarda ve myelinlerdeki fiziksel parcalanmadir. Yapisal olarak tiim norotiibiiliis ve
noroflamanlarda diizensizlik olusur ve aksonlarin kenarlari geniglemis kabarciklar gibi
diizensiz bir hal alir. Yaralanmadan 48 ile 96 saat sonra aksonal devamlilik kaybolur ve
impulsa iletiminin devami olanaksiz hale gelir. Myelinlerin parcalanmasi yavas bir sekilde
cogunlukla aksonlardan 36 ile 48 saat sonra olusur. Makrofajlardan salinan molekiiler tiriinler
Schwann hiicrelerini 6nce fagositoz sonrasinda da rejenerasyonda rol alacak sekilde aktive
eder. Bundan sonra inflamatuvar aracilarm rol aldig1 karmasik bir molekiiler haberlesme

mekanizmasi dejenerasyonun tamamlanmasini ve sonunda gelisecek rejenerasyonu diizenler

(76,77).

Ekstraseliiler matrikste bulunan néron kaynakli mitojenler ile SC farklilasir ve sayica
artar. Schwann hiicreleri sira halinde dizlirler ve etraflarmni basal lamina sarar, bu yapiya
endonoral tiip veya Biingner bantlar1 ad1 verilir. Bu kolonlar tomurcuklanan akson i¢in yolak
olustururlar. Wallerian dejenerasyon sirasinda iki ana protein salgilanir: NGF ve Laminin.
Schwann hiicreleri tizerinde NGF basal laminalarinda ise laminin i¢in reseptdr bulunmaktadir.
Kesiden sonra mRNA diizeyinde belirgin artma olur. Makrofaj tarafindan salinan 1L-1, NGF
sentezini uyarir. NGF reseptor kontrolii Schwann hiicrelerinde aksonal kontakt ile
saglanmakta kontakt olmazsa sayida artis, kontak kurulursa sayida azalma goriilmektedir (78).
NGF reseptorleri duyusal sinirlerde dnemli rol oynarken motor sinirler varlik yada yokluguna
duyarsizdir. Bu iletisim biiylime konisini harekete gegirir ve hiicre gévdesine ydnlenmesini
saglar. Boylece rejenerasyon i¢in ilk adim atilmis olur. Kesiden sonraki ilk birka¢ giinde
akson-glial hiicre etkilesimine aracilik ettigi disiliniilen bazi molekiiller yeniden
diizenlenmekte yada distal u¢ icinde yeniden tanimlanmaktadir (79). Kesiden ii¢ giin sonra
cogu Schwann hiicresinde L1 noral hiicre adhezyon molekiilleri ve N-CAM yeniden
goriilmektedir. L1’in  sinir  biliylimesinin  desteklenmesinde ©Onemli rol oynadig:
diisiiniilmektedir. in vitro ¢aligmalarda NGF’nin tersine biiyiiyen bir aksonu kendi ydniine
cevirebildigi gosterilmistir. Ayrica distal ugta bulunan Schwann hiicrelerinin NGF salgiladig1

ve bu maddenin de norotropik etkisi oldugu gosterilmistir.
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IL-1 (interlokin-1) ve TNF-alfa (tumor necrosing factor-alfa) inflamatuar siirecin
baslamasinda ve devam etmesinde, myelin debrisin ortadan kaldirilmasinda merkezi bir rol
oynamaktadir (80,81,82,83). IL-6 ve IL-10 mRNA miktarlarinda artislar saptanmis, bir
calismada SC tarafindan da IL-6 salgilandig1 tespit edilmistir (84,85,86,87). IL-6 ile
norotrofinler arasinda bir yolak oldugu in vitro caligmalar tarafindan desteklenmektedir
(88,89). 1IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, Interferon-gama, GM-CSF (granulocyte macrophage
colony stimulating factor) gibi baska pek ¢ok sitokin ve kemotraktanlarin bu siirecte rol aldig1
diistiniilmektedir. Bu molekiillerin bir kismi pro-inflamatuvar rol oynarken bir kismi anti-
inflamatuvar rol oynamakta, bir kism1 da norotropik faktorlerin salinmasmda inflamatuvar
sirecle olan baglanttyr saglamaktadir. Bu kaskadin sonucu Oncelikle Wallerian
dejenerasyonun tamamlanmasidir. SC’lerin aktive olmasi ve rejenerasyondaki kilit rollerini
iistlenebilmeleri i¢cin dejenerasyonun tamamlanmasi gereklidir. Bu siiregler hem es zamanh
hem de ardisik olarak gerceklesmektedir ve dejenerasyon, rejenerasyonun On sarti olarak

goziikmektedir.

Sonug olarak, proksimal sinir ucunun rejenerasyon sirasinda distal ugtan salinan
soluble target-derived noronotrofik faktorler tarafindan wuyarildigi, desteklendigi ve
yonlendirildigi anlagilmaktadir.

Fibroblast /J

Schwann cell —

Leukocyte

Proximal Distal

Sekil 2.3 Dejenerasyon siirecinde rol oynayan hiicreler ve inflamatuvar sitokinler
2.2.3 Rejenerasyon

Sinir kilifinin devamliligimnin korunmus olmasi halinde dejenerasyonu takiben sinir
hasarlandig:1 yerin distaline dogru giinde yaklagik 1 mm hizla rejenere olur. Aksonun kesintiye
ugrayan kismindan distale dogru rejenere olan kisim aksonun ilk haline gére daha ince

myelinlidir ve internodal araliklar daha kisadir.

Schwann cell rejenerasyonda merkezi rol oynamaktadir. Proksimal biiylime konisi i¢in

distal ucta meydana gelen tropizmin gerceklesmesi, gerek inflamatuvar siirece olan katkilari
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gerekse de basta NGF (nerve growth factor) olmak tizere norotropik faktorlerin salimimi ve
diizenlenmesindeki gorevleri son derece dnemlidir. SC yoklugu durumunda akson biiyiimesi
ya basarisiz olur ya da ¢ok azalwr. Fibroblastlar ve basal lamina kendi baslarma yeterli
degildir. Makrofajlar normal bir sinir lifinde % 5 oraninda bulunur. Schwann hiicreleri ve
makrofajlar myelin degredasyonu i¢in ortak calisirlar. Schwann hiicreleri makrofajlara
myelinin baz1 komponentlerini sunarken makrofajlarda Schwann hiicrelerine ya bir mitojen
olarak ya da remyelinizasyonda yeniden kullanim i¢in myelin kdkenli iiriinler sunar. Ayrica
makrofajlar hem ApoLipoprotein E debrisini temizler hemde kapiller endotel hiicre
davranislarini etkileyen TNF-alfa salinim ve sentezini tetikleyerek anjiojenezi artirir.

Makrofajlar Schwann hiicrelerine sunduklar1 mitojenler ile onlarm proliferasyonunu indiikler.

Dejenere olmus aksonlar yerlerine bos endonéral tiip birakirlar. Myelinli aksonlar
takip eden birka¢ giin i¢inde terminal tomurcuk ve kollateraller olusturarak endondral tiip
boyunca ilerler. Biiylime konileri bir yanda basal lamina ile diger yanda ise Schwann hiicresi
ile temastadir. Bu tomurcuklanmanin adina ‘‘rejenerasyon iinitesi’” ad1 verilir ve tek bir SC ve
basal laminasi1 birden ¢ok rejenerasyon iinitesini ¢evreleyebilir. Ikinci basamak ise
kompartmanlagmadir. Proksimal ug kiiciik fasikiillere ayrilir ve beraberinde SC, perindral
hiicreler ve endonoral fibroblastlar arasinda metaplazi geliserek mikrogevreyi ve kan-sinir
bariyerini tekrar saglamak amaclanir. Sinir kesisi sonrasinda kesinin en az 3.5 cm
proksimalinde endonodral fibroblastlar ve SC cevresel olarak uzarlar ve rejenerasyon
iinitelerini c¢evreleyerek kompartman halini alirlar. Bu mekanizma sinir tomurcugunun
aralarina girerek rejenerasyon yolu boyunca devam eder. Yapilan bir caligmada sinir
greftlemede kullanilan otogreftlerde kompartmanlasma tespit edilirken allogreftlerde
saptanamamistir. Bunun sebebinin yikilan kan-sinir bariyeri nedeniyle olusan antijen-antikor
reaksiyonu ve rejenerasyonda ertelenme olarak gosterilmistir (56,72,79). Bu donemde distal
ucta kesiden 3 giin sonra Biingner bantlarmin olusmasi i¢in hizli bir SC proliferasyonu ve
mitozu goriiliir. Tkinci mitoz sathasi ise myelin yapimindan hemen 6nce proksimal ve distal
uclar birbirlerine kavusunca gergeklesir. Bu karsilasmanin hizi insanda yaklasik Imm/giin,
siganda ise 3mm/giindiir (90,91). Biiylime konilerinin kaderi Biingner bantlarina ulasip
ulagmamalar ile ilgilidir, eger diizgiin temas olmaz ise biiylime konisi bag dokusu icerisinde
biiylimeye baslar ve burada kaybolur. Tek bir endondral tiipe ise birden ¢ok biiyiime konisi ve
buna bagli akson uglar1 girebilir. Endonéral tiipe ulasamayan aksonlarda ise apoptoz ve

degredasyon goriiliir. Distal ve proksimal wuglar SCBL tiipleri icinde birbirlerine
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dokunduklarinda sayica artarlar ve dolayisiyla biiyliime konisinin ¢api artar ve etrafi saran eski

SCBL tiipii kendini pargalayarak yeni SC proliferasyonu ile SCBL olusturulur (70,79,90,91).

Ayn1 aksondan ¢ikan terminal tomurcuklar ‘‘rejeneratif birim’’ olarak adlandirilir. Bu
gelisim icin yalnizca bir noral ¢ikinti ylizeyi iizerinde multiple ‘‘filopodia’ ya da
“microspike’’ larla tipik bir bliyiime konisine sahip olur (42,79). Bu filopodialar anten gorevi
goren c¢ikintilardir, bir hiicre yada partikiille temas edince yapisir ya da geri ¢ekilirler ve norit
biiylimesine rehberlik ederler. Kisa bir siire sonra biiylime konisinde lif formasyonu baslar.
Biiyiime konisinde iki tiir hareket goriiliir bunlar hizli, alev benzeri ekstansiyonlar ve daha
yavas lineer mikrospikelarin retraksiyonlaridir (39). Biiyiime konisi ile onlarin mikrogevresi
arasindaki iligki norit uzamasi ve formasyonu i¢in 6n kosuldur. NGF, laminin, fibronektin,

gibi kemotrofik molekiillere de yanit verir (42,56).

Schwann hiicre siitunlarina giren lifler efektér organa ulasincaya kadar biiylimeye
devam ederler. Her Schwann hiicre siitunu cesitli liflerden uzantilar alir. Mikst sinir
yaralanmalarinda duyu liflerinin rejenerasyonu motor son plaklara bagl siitunlara dogru
gelisirse kas fonksiyonu geri donmez (92). Motor lifler duyu son plaklarina bagh siitunlara
dogru gelisirse budama ile uzaklastirilir (93). Tek bir motor aksonun kollateralleri ayr1 bir
kas1 reinnerve edebilir ve tek bir duyu aksonunun kollateralleri ayr1 cilt alaninin duyusunu
alabilir. Kesilen aksonlar travmayi takiben ilk alti1 saat i¢cinde rejenere olmaya baglar.
Baslangictaki filizler genellikle rezorbe olur, kalici filizler birinci glinden sonra olusur. Bu
filizlerin distale ilerlemesi kesi alaninda geriler, buna skar gecikmesi denir. Bu gecikme

sicanlarda 48 saat kadar kisa olabilir fakat insanlarda birkac haftay1 bulabilir.

Bazi aksonlar onarim alanmi karsiya gecip distal uca ulasamazlar, kendi tizerlerine
kivrilarak Schwann hiicreleri ve bag dokusu ile beraber néroma olustururlar. Noromalar sinir
govdesi i¢inde kaldiklarinda ‘‘neuroma in continuity’’ adini alirlar ve yaptiklar1 basi ile
fonksiyonel rejenerasyon saglayacak aksonlar1 da engellerler. Bu sinir onarimlarindaki
basarisizliklarin en 6nemli sebeplerindendir. Kas hiicreleri noral inputun kaybina bagl olarak
bir hafta i¢inde atrofiye gitmeye baslarlar (94). Buna ek olarak akson motor hedefine 12 ay
icerisinde ulasmazsa fonksiyonel kas reinnervasyonu azalir (95). Zayif fonksiyonel geri

dontislin nedeni kasin atrofiye gitmesinden ziyade intramuskiiler sinir yolagindaki azalmadir.

Motor sinirden farkli olarak yillar sonra bile duyu sinirleri fonksiyonel duyuyu (iki
nokta diskriminiasyonu) yeniden kazananbilirler. Literatiir verileri gdstermektedir ki serbest

sinir sonlanmas1 Paccini korpiiskiilleri, Meisner korpiiskiilleri, Ruffini ve Merkel
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sonlanmalar1 gibi her tip duysal hasar tekrar reinerve olabilmektedir (94,96). Ancak
arastirmacilar tamirdeki gecikmenin 6 aydan daha fazla gecikmesi durumunda fonksiyonel

duyunun azalacagini belirtmektedirler (97).

Periferik sinir hasarmin merkezi sinir sisteminde duyu ve motor korteks {izerinde de
onemli sonuglar1 vardir. Aksonal yaralanma, sinir tamiri ve reinervasyona cevap olarak
somatosensoryel korteks reorganizasyona gider. Periferal rejenerasyon kortikal devrelerde
reaktivasyona neden olmakta bu da kortikal noronlarm duysal inputu degerlendirme
kapasitelerini korumalarini saglamaktadir. Sanes primer motor korteksteki fonksiyonel

reorganizasyonun sinir kesilmesine cevap olarak olustugunu gostermistir (98).

2.2.4 Rejenerasyonda EMG’ nin Yeri

EMG reinnervasyon ve denervasyon varligmin arastirilmasinda 6nemlidir. EMG bir
kasta normal innervasyonun olup olmadigini gosterir. Klinik semptom ve fizik bulgularla sinir
yaralanmasmin derecesini ayirt etmenin gii¢ oldugu akut yaralanmalarda denervasyon
boyutunun bilinmesi ve travmanin patern ve dagiliminin anlagilmasi agisindan travma sonrasi
2-3. haftalarda EMG ¢alismalarmin yapilmasi 6nemlidir. Denerve kas reinnerve olurken EMG
tyilesmenin spesifik fazlarin1 isaret eden karekteristik degisiklikler gdosterir. Sinir
rejenerasyonu, kas reinervasyonu ve normal kas aksiyon potansiyellerine doniis i¢in ihtiyag
duyulan zaman yaralanmanin siddetine, kas ve yaralanma bdlgesi arasindaki mesafeye
baghdir (99,100). Kas denervasyonundan sonra EMG elektriksel olarak 5-7 giin sessiz kalir.
Bu yiizden duysal ve motor sinir ileti ¢alismalarinda néropraksik yaralanmalar1 aksonotmetik

ve nérotmetik yaralanmalardan ayirt etmek i¢in yaralanma sonrasi en az 1 hafta gereklidir.

Denerve olan kasta sik olarak fibrilasyon potansiyelleri goriiliir ve yaralanma sonrasi 3
hafta icinde ortaya c¢ikmaktadir. Bu zamandan sonra EMG bulgular: sinir yaralanmasinin
derecesine ve rejenerasyonuna baglidir. Diisiik amplitiid, kisa siire ve polifazik motor {init
potansiyellerinin goriilmesi tamir ve reinervasyonun belirtileridir. Kasta palpe edilebilir bir
kontraksiyondan daha 6nce motor iinit potansiyeller goriilebilir. Rejenerasyon devam ederken
fibrilasyon potansiyelleri azalir, kiiciik amplitiidlii polifazik motor {iinit sikligi artar. Bu
potansiyeller rejenerasyonun ilk énemli belirtileridir ve motor iiniteye yakin yerlerden daha

kolay elde edilirler. Birkag¢ hafta sonra siire ve amplitiidleri artmaya baslar (99).
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Elektrofizyolojik ¢aligmalarda CMAP degeri reinnervasyon sonrasi kastan elde edilen
aksiyon potansiyelini gosterir. Durasyon ise aksiyon potansiyeli kaydedilmeye baslandigi
andan bitis degerine kadar gegen siireyi gosterir. Latans kasa uyar1 verilmesinden aksiyon
potansiyel degeri almana kadar gecen siiredir. Durasyon rejenere sinir dokusundaki myelinli
liflerin myelinsiz liflere oranim1 gdstermektedir. Latans siiresi ise rejenere sinir dokusunun
iletiyi kasa tasima hizini belirtir. Bu degerin uzamasi sinirde herhnangi bir yerdeki basi veya
blokaj yada myelin yoklugunu gosterir (51,71,101). EMG istemli motor fonksiyon
bulunmadan haftalar ve aylar dncesinden rejenerasyon delillerini gosterebilirken travma
sonrast erken donemde geriye kalan saglam motor {initelerin bulunmasini da saglamaktadir.
Ancak EMG kasm istemli kasilmasina ragmen siddetli denervasyon ile ilgili degisiklikleri
gostermeye devam edebilecegi i¢cin asla dikkatli bir norolojik muayenenin yerine
gecmemelidir. EMG sadece sinir liflerinin hedef kaslar1 yeniden inerve etmeye basladig:
andaki asamada rejenerasyonu kesfedebilmektedir. Sinir yaralanmasinda hedef kasa olan

uzaklik EMG’nin zamanlamasini degistirmektedir.

Noropraksik yaralanmada belirleyici olan sinir segmenti boyunca sinir iletisinin
gecikmesi veya tam olarak engellenmesidir. Noropraksik yaralanma sonrasi elde edilen EMG
sonuglar1 genellikle normal kalmaktadir. Distal sinir segmentinde sinir ileti cevabmin yoklugu
aksonotmetik yada norotmetik derecede yaralanma sonucu akson kaybini gostermektedir. Bu
tiir yaralanmalardan 2-3 hafta sonra EMG sonuglar1 anormaldir. Rejenerasyonda fibrilasyon
ve denervasyon potansiyelleri azalmakta ve motor potansiyeller ile yer degistirmektedir. Bu
durum rejenere liflerin adaleye eristigini ve akson-motor son plak baglantilarin yeniden
diizenlendigini gosterse de rejenerasyonun kalite ve boyutu hakkinda herhangi bir bilgi

vermemektedir.

2.3 PERIFERIK SINIR YARALANMALARINDA CERRAHI TEDAVi
2.3.1 Tarihge

Periferik sinir sisteminin varligi yazili olarak MO 460-370 yillarinda ilk Hipokrat
tarafindan tarif edilmistir (102). Galen MS 130-200 yillarinda periferik sinirin kesilmesiyle
duyu ve giic kaybr oldugunu goéstermis, tendon ile sinirin farkli iki yapit oldugunu
tanimlamistir (103). VII. Yiizyida Razes sinir lezyonlarmm tamir edilemeyecegini ifade

etmistir (104). Ibn-i Sina (980-1030) sinirlerin tamir amagclh dikilebilecegini bildirmistir.
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1776’da Cruikshank ve 1795’de Haigton hayvan caligmalarinda rejenere olan sinirlerde

parsiyel fonksiyonel iyilesme elde edilebilece§ini géstermislerdir.

Insanda ilk sinir tamirini yapan hekimlerden biri Baudens olup 1836 yilinda median ve
ulnar siniri siitiire etmistir. 1873°de Hueter halen sinir tamirinde standart teknik olarak kabul
edilen epindral siitiir teknigi ile u¢ uca anastomoz teknigini basariyla uygulamis ve tarif
etmistir (105). 1917°de fasikiiler siitiir teknigi Langley ve Hashimoto tarafindan tarif
edilmistir (106). 1954 yilinda Seddon otogreft kullanarak tedavi ettigi genis bir seri
yayinlamistir. 1.ve 2. Diinya savaslar1 periferik sinir cerrahisinin gelismesinde en giiglii etken
olmuslardir. Savas doneminde pekcok periferik sinir yaralanmasina cerrahi tedavi uygulanmis
ve 1yl sonuglar alinmistir. Seddon, Sunderland, Lundborg, Millesiz, Terzis, Mackinnon ve

Dellon gibi hekimler sinir yaralanmas1 ve tamiri konusunda yogun olarak ¢alismislardir.

2.3.2 Cerrahi Zamanlama

Periferik sinir hasarinda cerrahi tedavinin =~ zamanlamas1 agisindan bazi  O6nemli
noktalar vardir. Myelinin yenilenmesi 8-12 haftalik siirede tamamlanir. Bu siiregte diizelme
olmamas1 akson hasarini gosterir. Aksonal rejenerasyon uygun kosullar altinda Imm/giin
hizinda ilerler. Denervasyon sonrasinda geri doniistimsiiz kas atrofisi 12-18 ay arasinda gelisir

ve SC ile endonoral tiiplerin canli kaldiklari siire 18-24 aydir.

Cerrahinin planlanmasina etki eden en 6nemli faktor hastanin basvurma zamanidir.
Genel olarak kiint travmalardan 2-4 hafta sonra tedavi yapilabilir. Bu dénem sinir
rejenerasyonu i¢in en uygun sartlarm olustugu zamandir. Eger hastaya bu siirede cerrahi
tedavi yapilmayacaksa hasta sinir rejenerasyonu ve hedef organin reinervasyonu agisindan
klinik ve elektrofizyolojik testlerle siki takibe alinir. 3 ay igerisinde iyilesme belirtisi olmazsa
ameliyat edilmelidir. Cam, bigak, jilet gibi kesici ajanlarla olusan temiz sinir kesilerinde hasta
ilk 24 saat i¢inde bagvurmussa ve uygun sartlar mevcutsa primer tamir yapilabilir. Bu
donemde endondral tiipler normal dlgiilerdedir ve anastomoz gerilme olmaksizin basarilabilir.
Skar dokusu heniiz yoktur. Yaralanmadan sonaki ilk 72 saat icerisinde yapilan sinir onarimi
akut tedavidir. Genellikle savas zamanindaki tecriibeler ge¢ veya sekonder tamirin uzun yillar
boyunca daha popiiler olmasma yol agmistir. Bu tiir ciddi yaralanmalar genellikle yumusak
doku veya diger organ yaralanmalar1 ile birliktedir. Bu yaralanmalarda cerrahinin geg

yapilmasmin nedenleri: yaranin temiz olmamasi, enfeksiyonun varhigi, cilt defektinin



24

mevcudiyeti, vaskiiler yaralanma ile birliktelik ve kemik kiriklarmin olmasidir (107). Bu
siirede sinirde olusan hasarin sinirlarida ortaya ¢ikar ki bu tedavide avantaj saglar. Atesli silah
yaralanmalar1 digindaki lezyonlarda tamirin zamanlamasi sinir kesisinin ciddiyetine, eslik
eden kontiizyona, sinir u¢larinin fragmantasyonuna, sinirin uzunlamasina hasarina, lokal doku
hasarini derecesi ve kontaminasyonuna bagli olarak degiskenlik gosterir. Bu faktorlerin biri
veya daha fazlasinin mevcudiyetinde ge¢ tamir Onerilmektedir. Geg¢ tamirin dezavantajlar
endonoral tiip ve fasikiillerin progresif olarak kiiclilmesi, ikinci bir ameliyat gerektirmesi,
retrakte sinir uclarinin fibrozisle kisalmasidir. 6 aydan sonraki yapilan cerrahi sonuclar

yeterince 1yi olmamakta, yaralanmadan 1 y1l sonra ise cerrahi tedavi 6nerilmemektedir (108).

Prognoz hastanin yasmna, yaralayici ajanin cinsine, yaralanan bolgede ek organ
yaralanmast olup olmamasina, enfeksiyonun varligina, cerrahi miidahaleye kadar gecen
siireye, yaralanan sinire, yaralanma seviyesine ve son organa olan uzakligma, ameliyat
strasinda sinirin anatomik biitiinligliniin devam edip etmedigine, anatomik olarak defekt varsa
defektin uzunluguna, intraoperatif yapilan testlere ve cerrahi teknik gibi bir¢ok faktore

baglidir (107,108).

Periferik sinir cerrahisinin temel ilkelerinden birisi, tam olmayan lezyonlarda cerrahi

yapilmadig1 zaman daha 1y1 sonu¢ alindigidir (109).

2.3.3 Cerrahi Teknik

Periferik sinir onariminda ug-uca onarim, eger defekt mevcut ise otojen sinir greftleri
ile onarim, vaskiilarize sinir greftleri ile onarim, otojen ven grefti kullanimi, sentetik tiiplerin
kullanimi, u¢ yan anastomozlar gibi pek c¢ok teknik tanimlanmistir. Yaralanmis periferik
sinirin onarim tekniginin planlanmasinda sinirin fonksiyonel 6nemi, duyusal ve motor
liflerinin orani, fasikiillerin sayis1 ve cap1 ile epinoral dokunun miktari, yaralanmanin tipi ve

sinirin yaralanma derecesi 6nemli rol oynar.

Seddon smiflamasina gore nérotmezis tipi yaralanmalar ve Sunderland siniflamasina
gore 4. ve 5. derece yaralanmalar hemen her zaman ayrica Sunderland smiflamasma gore 3.

derece yaralanmalar bazen cerrahi tedavi gerektirmektedir.

Cerrahi srrasinda sinir biitiinliigliniin korunmus oldugu durumlarda eksternal veya
internal noroliz dekompresyon amacli bir secenek olarak diisiiniilmelidir. Lezyon bolgesinde

sinir ortaya konduktan sonra Ozellikle gerilme veya basiya bagl yaralanmalarda biitiinliik
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bozulmamigsa c¢evre dokulara olan yapisikliklar ortadan kaldirililarak eksternal noroliz
yapilir. Eksternal noroliz skar dokusunun neden oldugu yapisiklik ve basi nedeniyle ortaya
cikan duysal ve motor defisitler yaninda skar dokusunun rejenere aksonlarm biiylimesini
geciktirebilecegi ve sinirin iyilesme hizini azaltabilecegi diisiincesi ile uygulanmaktadir.

Burada sinir dokusu ¢evre dokudan tamamiyla ayrilmaktadir.

Sinirin hasarlanma yerinde epindryumu deforme ise, devamliligi kaybolmussa ve
fibrotik bir tabaka ile sarilmigsa internal noroliz yapilmalidir. Fonksiyonel sinir fasikiillerini
fonksiyonel olmayan fasikiillerden ayirt etmek ve fonksiyonel olmayan liflerin yeniden
fonksiyonel hale getirilmesi i¢in internal noroliz uygulanmaktadir. Parsiyel sinir
yaralanmalarinda bir kisim saglam fasikiillerin yaninda yer alan skar ile ¢evrili fonksiyonel

olmayan ve nonkozaljik agriya yol acan lifler i¢in de uygulanmaktadir.

2.3.3.1 Primer Onarim

Burada biitiinliigii bozulmus sinir uglarmin ortaya konulmasi ve primer yaklastirilarak
onarilmalar1 s6z konusudur. Primer ug-uca onarim miimkiin olan durumlarda en iyi tedavi
sekli olarak kabul edilmektedir (109,110). Primer onarim i¢in yaranimn taze, temiz ve diizgiin
simnirli olmast 6nemlidir. Bu da genelde yaralanmadan hemen sonra ilk saatler icerisinde
yapilan akut cerrahilerde ve genelde kesici aletlerle olan yaralanmalarda rastlanan bir
durumdur (110). Primer onarimda dikkat edilmesi gereken nokta sinir iizerinde gerilim
olusmamasidir. Bu durum skar dokusu olusturmakta ve rejenerasyonu olumsuz etkilemektedir
(109). Calismalar defekti kapatmak icin sinir uglarmna ortalama % 8-10°‘dan fazla gerilim
uygulandiginda kan akiminda % 50°‘ye varan azalma olacagini gostermistir (7). Sinir
tamirinde basarisiz olunmasi hedef kas dokusunda fonksiyon kaybia, duysal patolojilere ve

agrili néropatilere neden olmaktadir.

Primer ug-uca periferik sinir onarimi epindral onarim (ndrorafi) ya da fasikiiler onarim
teknigi ile yapilabilir. Epindral onarim tekniginde kesik sinirin proksimal ve distal giidiikleri
cevre dokulardan serbestlestirilir. Epindral damarlar ya da uygun ¢aptaki fasikiil gruplar1 gibi
devamlilig1 olan anatomik yapilar karsilikli getirilir ve giidiikler epinéryumundan 8/0 veya
10/0 monoflaman atravmatik emilmeyen siitiirler ile 6nce 180 derece aralikla siitiirlenir.
Boylece sinir u¢larinin torsiyonu engellenir. Daha sonra 6nde ve arkada bu iki siitiirlin arasina

stitiirler konulur. Anastomozda gerilim yoksa iki u¢ tam karsilikl1 gelecek sekilde ve fasikiiller
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birbirinin iizerine binmeyecek sekilde miimkiin oldugunca az siitiir konmalidir (70). Bu tip

onarim oligofasikiiler veya monofasikiiler sinirlerde uygulanmalidir.

Sekil 2.4 Epinoral onarim (172)

Polifasikiiler sinirlerde ise fasikiiler onarim yapilmalidir. Fasikiiler anastomoz
fasikiillerin tek tek veya gruplar halinde anastomozudur ve proksimal fasikiiliin kendi distal
ucuna anastomozunu saglamak ag¢isindan epindral anastomoza gore daha avantajhidir.
Fasikiiler anastomozun bir diger avantaji sinirin tamaminin degil sadece hasarli fasikiiliin
tamirine olanak saglamasidir. Ancak bu teknikte sinir anatomisi iyi incelenmeli ve uygun
fasikiiller bulunarak bunlarin birlestirilmesi saglanmalidir. Fasikiiler onarim tekniginde
proksimal ve distal giidiikteki fasikiil gruplar: internal norolizis yapilarak diseksiyonla ortaya
cikarilir. Fonksiyonel devamlilig1 olanlar diseke edilip birakilirken fonksiyonel ve anatomik
devamlilig1 olmayanlarda normal fasikiiler yap1 ortaya ¢ikana kadar lezyon diseksiyonu
yapilir. Fasikiillerin uglarindan proksimal ve distalde epindral doku c¢evresel olarak 5-10 mm
cikartilmalidir. Anastomoza miimkiin oldugunca en uzak ve zor alanda olan fasikiilden
baslanip fasikiiller perinéryumdan 10/0 monoflaman emilmeyen siitiirlerle dikilir. Fasikiiler

onarimda fasikiil grubu etrafindaki perindryum tabakalar1 karsilikl siitiire edilir (110).

Sekil 2.5 Fasikiiler onarim (172)

2.3.3.2 Greft ile Onarim

Anatomik devamliligmni yitirmis veya anatomik devamliligi olsa da fonksiyonel

devamliligi olmayan sinirlerde olusan néroma veya hasarli sinir boliimii eksize edilip
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proksimal ve distalde ki kesik sinir ug¢larinin cerrahi sirasinda karsi karsiya getirilemedigi

veya primer onarim halinde gerilme olusacagi durumlarda greft kullanilmasi gereklidir.

Genellikle sinir uglar1 arasindaki agiklik 5 cm’den daha fazla oldugu durumlarda greft
kullanilmalidir. Sinir greftleri distal sinir ucu gibi davranir. Bir siire sonra sinir greftinde
Wallerian dejenerasyon olur, geriye aksonal rejenerasyon icin gerekli bag dokusu iskeleti
kalir. Bunun i¢cin Schwann hiicreleri canliligini siirdiirmeli ve yeterli revaskiilarizasyon
olmalidir. Greft icerisindeki aksonlar dejenere olur ancak Schwann hiicrelerinin bazi
greftlerde yasayabildigi gosterilmistir. Schwann hiicreleri dejenere olsa bile geride kalan bazal
lamina canlihgm siirdiiriir ve vaskiilarizasyon yeterli seviyeye geldiginde tekrar Schwann
hiicresi olugabilir. Schwann hiicreleri aksonal rejenerasyon icin gerekli sitokinleri salgilarlar.
Sinir greftinin damarlanmas1 posoperatif 3. giinde baslar. Ik zamanlarda greft materyali
proksimal ve distal sinir ucundan beslenir. Bir siire sonra ise ¢evre dokulardan difiizyon
yoluyla da beslenmeye baslar. Greftin uzunlugu ve ¢ap1 basariy1 etkiler ¢iinkii boyu uzun ve
cap1 5 mm’den daha genis olan greftlerin orta kisimlarinda ki revaskiilarizasyon yetersiz
olacagindan santral nekroz gelisebilir. Greftin yasamasi i¢in optimal ¢ap1 5 mm’den kiigiik
olmalidir. Ideal greft capr 2-3 mm’dir. Bu teknikte greftlenecek sinir uglar1 iyi ortaya
konulmali, eger olusmussa sinir ucglarindaki nedbe dokular1 eksize edilmelidir. Proksimal ve
distale dogru minimal saglam sinir dokusu eksizyonu yapmak kosulu ile nedbe dokulari
temizlenir. Fasikiiler anastomoz yapilacaksa ayrica epindryum bir miktar eksize edilmeli ve
fasikiiller ortaya konulmalidir. Burada da epinoral veya fasikiiler onarim s6z konusudur. Sinir
greftleri hesaplanan uzunluktan %10-20 daha uzun kesilmelidir. En uzak noktadaki ve
derindeki fasikiilden baslamak iizere 10/0 monoflaman emilemeyen naylon siitiirlerle greft
proksimal ve distal fasikiil grubuna siitiirlenir. Genellikle 1 yada 2 siitiir yeterli olur. Basarili
bir greftleme icin anastomoz gergin olmamali, greft uglari miimkiin oldugunca karsilikli

gelmelidir.

Sekil 2.6 Greft kullanilarak fasikiiler onarim (otogreft kullanilmis) (172)
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Bu amagla otogrefiler, allogreftler, sentetik greftler, biyolojik greftler
kullanilmaktadir. Sinir otogrefti viicudun bir par¢asinda mevcut olan sinirin baska bir yere
tasinmasi ile yapilmaktadir. Greftin dogal dokusu aksonal rejenerasyon icin endondral tiip
olusturmaktadir. Ancak bu teknik greft alman yerde denervasyona neden olur. Sinir
allogreftleri ise bagka bir dondrden sinir dokusu teminidir. Allogreftlerin doku reaksiyonuna

yol agmas1 ve immiinosiipresif ila¢ kullanimi zorunlulugu en 6nemli dezavantajlaridir (173).

2.3.3.3 Norotizasyon

Primer onarim veya greft ile tamirin miimkiin olmadig1 yaralanmalarda saglam bir
sinir kesilir ve sinirin proksimal ucuyla hasarli sinirin distal ucu arasinda anastomoz yapilir.
Kesik sinirin proksimalinden gelmesi gereken akimm bagka bir sinirden saglanmasi islemidir.
Bu tiir cerrahide amag belirli kas gruplarma fonksiyon kazandirabilmektir. Fonksiyonlarda
ilerleme olmasi i¢in hedef organla dondr sinirin uyumlu hale gelmesi gerekir.
Norotizasyondaki distal elemanlar i¢in kullanilan dondr sinirler arasinda interkostal sinirler,

hipoglossal sinir, frenik sinir, uzun torasik, torakodorsal ve medial pektoral sinirler
bulunmaktadir (174).

2.4 PERIFERIK SINiR ONARIMINDA GREFTLER
2.4.1 Otogreft Kullanim

Periferik sinir yaralanmalarinda primer onarimin miimkiin olmadig1 durumlarda
otogreft kullanimi ilk tercih edilen yontemdir. Giiniimiize kadar venler (111,112), arterler
(111), kaslar (113), tendonlar (114) otogreft olarak kullanilmistir. Bugiin artik bu amacla
otolog sinir greftleri kullanilmaktadir ve greft kullanmay1 gerektiren sinir onarimlarinda
otolog sinir greftleri altin standart olarak degerlendirilmektedir (8). Deneysel olarak motor
sinir kullanildiginda rejenerasyonun daha iyi oldugu gdosterilmesine ragmen fonksiyon kaybi1
olmadan motor sinir dondrii elde etmek ¢cogu zaman miimkiin olmamigstir (115). Bu nedenle
duysal sinirler onerilmektedir. Otojen sinir grefti kaynaklar1 arasinda sural sinir, medial ve
lateral antebrakial kutandz sinirler, C4 duysal dallari, biiyiik aurikiiler sinir, terminal posterior
interossedz sinir ve lateral kutandz femoral sinir yer alir. Otogreft kullaniminda dondr sinir
alaninda fonksiyon kaybi, néroma olusumu, skar dokusu gelisimesi ve dondr sinir ¢apinin
genellikle tamir edilecek sinir capi ile uyumsuzlugu dezavantajlar olusturmaktadir (9,10).

Travmatik hasar sonrasi periferik sinirde ortaya ¢ikan doku kaybi biiyiik miktarda ise alinan
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sinir grefti yeterli olmamaktadir. Yine otogreft kullanilarak yapilan cerrahi tedavi sonrasi
hedef organ reinnervasyon oranlar1 beklenildigi kadar yiiksek olamamis ve tam bir

fonksiyonel iyilesme saglanamamistir.

Vaskiilarize sinir greftleri ayirt edilebilir vaskiiler pedikiilii olan sinir greftleridir.
Siklikla sural veya ulnar sinir kaynakli bu greftler agir cilt defektinin oldugu, az kanlanan
yerlerde ve biiylik defekt varliginda Onerilmistir. Vaskiilarize sinir grefti kullanilan
anastomozlarda prognozun daha iyi oldugu ve sinir biliylime hizinin maksimum oldugu

bildirilmistir (175).

2.4.2 Sentetik Greftler

Pek cok organik olmayan materyal sinir grefti olarak arastirilmistir. Bunlarin arasinda
en popiiler olanlar1 silikon, cam lif yapili greftler, poliglikolik asit (PGA), poly(D,L-lactide-¢-
caprolactone), poly(2-hydroxyethylmethacrylate-co-methylmethacrylate) (pHEMA) ve
trimetilenkarbonat-kaprolakton en ¢ok bilinenleridir. Pek ¢ogu ticari olarak {iiretilmektedir.
Bir kismi hi¢ absorbe olmayan, bir kismi da tam absorbe olamayan bu materyallerin
gorevlerini tamamladiktan sonra basi olusturmamalar1 i¢in ¢ikarilmalar1 gerekebilir. Degisen
derecelerde yabanci cisim reaksiyonu olusturmalar1 ve artmis inflamatuvar yanita yol agarak
fibrozis ile sinir rejenerasyonunu engelleyebildikleri gosterilmistir. Grefte kars1 immiin cevap

gelismesi ve toksisitesi de dezavantajidir.

Silikon bir prospektif klinik ¢calismada mikrosirurjik sinir onarimu ile karsilastirilmistir
(116). 5 yillik takip sonrasinda tiip ile yapilan tedavide soguk intoleransinin daha kotii olmasi
disinda aralarinda anlamli fark bulunmamistir. Bagka bir randomize prospektif caligmada ise
PGA tiipleri dijital sinirlerde kullanilmis, iki nokta ayirimi testi ile yapilan takiplerde 4
mm’den kiiciik defektlerde daha belirgin olmak iizere standart sinir onarimina gore daha iyi
sonuclar elde edilmistir (117). Yine de bu materyaller ile insan iizerinde yapilmis klinik

calisma sayis1 oldukca azdir.

2.4.3 Biyolojik Greftler (Dogal Materyaller)

Bu smifta canli organizmalarda bulunan maddeler yer alir. Bu grubun en 6nemli

iiyeleri arasinda kollajen (fibr6z yapisal protein), jelatin (kollajenden elde edilir), chitosan
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(polisakkarit), aljinat (polisakkarit), polihidroksibutirat (bakteryel polyester) ve bunun

kopolimerleri bulunmaktadir.

2.4.4 Dolgu Maddeleri

Periferik sinir onariminda yapay greftlerin kullanilmasi ile birlikte bu tiiplerin i¢lerinin
doldurulmas1 kavrami da ortaya ¢ikmustir. Bu mekanik anlamda uzun greftlerde gerekli
olmaktadir. Periferik sinir rejenerasyonunda dogal siireglerin anlasilmaya baslamasi ile
birlikte sinir rejenerasyonuna katki saglamak amac ile pek ¢ok farkli madde tiip greftlerin
icerisine konulmus ve sinir rejenerasyonuna katkilar1 arastirilmistir. Hiicre olarak Schwann
hiicreleri yogun arastrma konusu olmakla birlikte elde edilmelerindeki zorluk pratik

kullanimlarini sinirlamaktadir.

Kok hiicre, in vitro yonlendirilmis kok hiicre ve fibroblastlar {izerinde yogun arastirma
yapilmaktadir. Yine dogal yapisal maddeler olarak kollajen, fibrin, laminin, agaroz, sentetik
maddeler olarak poliamidler, catgiit ve poliglakton bu amagla kullanilmakta ve
arastirilmaktadr. Sinir rejenerasyonunun dogal siirecinde kesin mekanizmalar1 ortaya
konulmamis olsa da dnemli rolleri oldugu bugiin artik bilinen nérotropik maddeler olan NGF
(nerve growth factor), FGF (fibroblast growth factor), GGF (glial growth factor), CNTF
(ciliary neurotrophic factor), VEGF (vascular endothelial growth factor), BDNF (brain
derived neurotrophic factor), NT-3 (neurotropin 3) greft tiiplerinde dolgu malzemesi olarak

arastirilmaktadir (118).

2.5 DOKU MUHENDISLIGI

Doku miihendisligi organ ve doku fonksiyonlarinin iyilestirilmesi, korunmasi ve
onarmmini saglayacak biyolojik yapilarin gelistirilmesi izerine mithendislik ve yasam bilimleri
prensiplerinin uygulanacagi interdisipliner bir alan olarak tanimlanir (119). Doku
miihendisligindeki esas yaklasim dogal ekstraseliiler matriksi taklit etmektir. Ekstraseliiler
matriks biyokimyasal uyaranlar ile ve topografik yapisi ile hiicrelerin hareketleri lizerinde

belirgin bir sekilde etkilidir.
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2.5.1 Doku iskelesi

Doku iskelesinin morfolojisi, bilesenleri, topografisi ve biyokimyasal yapist doku
onarmmini saglayabilir ve bu tip doku iskeleleri ayn1 zamanda aksonal uzama i¢in modifiye
edilebilir. Doku iskelesi olugmasi istenen yeni doku i¢in bir yasam alani olarak fonksiyon
goriir. Doku iskelesi olusturmak i¢in kullanilacak materyalde biyouyumluluk, hiicre
biiylimesini destekleyebilme, hiicreleri organize etme ve yonetme, yeni doku olusumuna izin
verme ve toksik olmayan iirlinlere parcalanarak canli dokudan temizlenebilme gerekli
ozelliklerdir. Ayrica hiicre gogii, metabolit temini ve atiklarin uzaklastirilabilmesi icin
porozite, lizerinde olusabilecek mekanik kuvvetlere dayaniklilik, inflamatuvar yanit
olusturmama ve li¢ boyutlu doku gelisimini destekleme gibi pek ¢ok 6zelligi barindirmalar1
beklenir (120).

Doku iskelesi arastirma ve uygulamalarinda yiizey modifikasyonu énemli bir yer tutar.
Bu 6zellik hiicre yerlesmesi, hiicre biiylimesinin desteklenmesi, hiicre organizasyonu ve
yonlendirilmesi i¢in dogrudan etkilere sahiptir. Polimerik ya da degredable tiim sinir tiipi
modellerinin temel sorunu biyolojik gecirgenligin saglanamamasidir. Bu biyolojik gecirgenlik
salman norotrofik faktdrlerin difflizyonuna izin verebilmeli, buna karsilik fibr6z dokunun

infiltrasyonunu engelleyebilecek kadar da secici olmalidir.

2.5.2 Nanoteknololji ve Nanotip

Nanoteknoloji, nanometre boyutlarinda malzemelerin anlasilmasi ve kontroliinii
amaclar (International Nanotechnology Intiative). Bu malzemeler farkli fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 6zelliklere sahiptirler. Biyolojik dogal dokularin yapisal 6zelliklerini taklit etmek
ancak nanomateryaller ile miimkiin olabilmektedir. Nanomateryallar farkli ve essiz 6zellikleri

ile ¢esitli dokularin 1yilestirilmesine yardimci olmaktadirlar (121).

Nanofiber, nanometre boyutlar1 ile Olgiillen 100 nanometre civarinda capa sahip
liflerdir. Canli dokularm bir c¢ok ekstraseliiler ve intraseliiler yapisal elemanlar1 i¢in
nanofiberler bir temel olustururlar. Ornegin dsDNA 1,5 nm, hiicre yap1 iskeletleri 30 nm
boyutlarindadir. Ekstraseliiler yapilar icin de nano boyutlardaki elemanlar temel yapitasidir.
Nanofiber iiretmek i¢in bugiin en sik kullanilan ve ayni1 zamanda en basit yontem elektrospin

yontemidir.
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Elektrospin mikrondan nanometreye kadar siirekli fiber iiretilebilen basit bir
yontemdir. Elektrospin teknigi ile elde edilen doku iskeleleri kardiyovaskiiler, kas-iskelet
sistemi ve kok hiicre c¢alismalar1 gibi ¢cok ¢esitli doku miihendisligi alanlarinda kendine
kullanim alanlar1 bulmustur. Elektrospin doku iskeleleri yiiksek yiizey alani/hacim oranina
sahiptir bu da biyoaktif ajanlarin etkili bir sekilde salimlarina olanak verir ve ayn1 zamanda
hiicreler ile biyoaktif ajanlarin en yiiksek oranda temas etmelerini saglar. in vivo elektrospin
sinir doku iskeleleri ile aksonal uzama ve kismi fonksiyon iyilesmesi gosterilmistir. Bu

bulgular elektrospin fiberlerin noral doku tamirinde kullanilabilecegini gostermektedir .

Kapasitor, bilgi teknolojileri igin transistor ve diyotlar, bataryalar ya da yakit hiicreleri
gibi enerji iletimi, ¢evrimi ve depolama sistemleri ve havalandirma yapilar1 i¢in yapisal
kompozitler gibi pek ¢ok alanda da nanoteknoloji bazli nanofiber malzemeler kullanim

alanina sahiptir.

2.5.3 Chitosan

Chitosan, yeryliziinde seliilozdan sonra en bol bulunan ikinci biyopolimer olan kitinin
deasetilasyonu ile elde edilen bir biyopolimerdir (16,17). Kitin dogada deniz kabuklular: ile
kabuklu boceklerin kabuk yapisinda bol miktarda bulunmaktadir. Kitinin kimyasal yapisi
seliilozla ¢ok benzemektedir aralarindaki en oOnemli farklilik seliiloz molekiillerinin 2
numarali karbon atomunda yer alan hidroksil gruplarinin yerinde asetil gruplart NHCOCHj.
yer almasidir. Kitin biyopolimerinden chitosan elde debilmek icin yiiksek sicakliklarda ve
alkali kosullar altinda deasetilasyon islemi gerceklestirilir ve bu islem hicbir zaman
sonlanmaz. Bu nedenle chitosan yapilarinin en tipik 6zelliklerinden biri deasetilasyon derecesi
ad1 verilen kitin yapisinda asetil gruplarinin uzaklastirilabilme oranmi temsil eden degerdir.
Ote yandan chitosan biyopolimeri bazi fungal yapilardan da izole edilebilmektedir (122).
Chitosan biyopolimeri biyolojik uyumluluk 6zelliginin yami sira biyolojik bozunabilme,
nontoksik olma, antifungal ve antimikrobiyal olma gibi Ozelliklerinden dolay1 basta
biyomedikal uygulamalar olmak {izere daha bir¢ok degisik uygulamada kullanilmaktadir.
Chitosan’mn kullanilabilirligindeki bu zenginligin bir diger nedeni de chitosanin kolaylikla
istenilen sekil ve geometriye (membran, siingerimsi yapi, fiber, mikro ve nanokiire, tiip gibi)
sahip yapilara dontistiiriilebilmesidir (18,19). Chitosan biyopolimerinde yer alan yiiksek yiik
yogunlugundan dolay1 polikatyonik 6zelligi s6z konusudur ve ayrica hidroksil ve amino

gruplar1 gibi reaktif gruplara sahiptir. Literatiirde yer alan arastirmalara gore chitosanin yara
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tyilestirme, serumdaki kolesterol diizeyini azaltma ve bagisiklik sistemini aktive etmek gibi

son derece Onemli fonksiyonlar1t mevcuttur (20,21).

Kimyasal ve biyolojik aktiviteye sahip olan chitosan biyopolimerinin istenilen sekil ve
geometride islenebilmesi i¢gin kullanilan en yaygin yontem chitosan polimeri iizerinde yer alan
fonksiyonel gruplar aracilig1 ile bifonksiyonel ¢apraz baglama ajanlar1 (6rnegin; formaldehit,
glutaraldehit, etilenglikol diglisidileter gibi) ya da NaOH tripolifosfat gibi alkalin yapilar
kullanilarak capraz baglama teknigi olmustur (123). Bir diger ¢apraz baglama yontemi ise
chitosanin polikatyonik yapisi dikkate alindiginda beraberinde polianyonik bir yap1 (6rnegin;
aljinat biyopolimeri) kullanilarak gergeklestirilen ¢apraz baglama islemidir (124).

Sekil 2.7 Chitosan’in biyokimyasal yapisi

Sekil 2.8 Selliiloz, Chitosan ve Kitin’in biyokimyasal yapilarinin karsilastirmasi
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Chitosan biyopolimerinin periferik sinir yaralanmalarinda kilavuz tiip olarak
kullanimin1 sinirlayan neden diisiik mekanik dirence sahip olmasiydi. Ancak bir takim
bilesenlerin eklenmesiyle mekanik direngleri arttirildi ve sinir kilavuzu olarak kullanimlari
yayginlast1 (25). Biyouyumlu ve biyog¢6ziinebilir 6zellige sahip olmas1 disinda toksik olmayan
chitosan kemirgenlerin ve kopeklerin siyatik sinir yaralanmasinda onarim i¢in yapay koprii
olarak kullanild1 (22,23). Ek olarak chitosandan elde edilen tiip seklindeki yapilar iizerinde
Schwann hiicre transplantasyonunun periferik sinir yaralanmasinda faydali oldugu gdosterildi
(24).

2.6 POLIHIDROKSIALKANOATLAR

Polihidroksialkanoatlar (PHA) cok cesitli mikroorganizmalar tarafindan azot, fosfor
gibi temel besinlerin smirli konsantrasyonlarinda ve karbon kaynagmin fazlaliginda enerji
depo materyali olarak sentezlenen hidroksialkanoat polimerleridir (125,126). Bu polimerler,
dogrusal, kisa zincirli C-hidroksi yag asiti monomerleri i¢eren, zarla g¢evrili hiicre i¢i depo
materyali olup tekrarlanan hidrofobik birimlerden meydana gelmis uzun polimerlerdir. Bu
hiicre i¢i depo materyalinin insandaki yag ve bitkilerdeki nisasta gibi rol oynadigi

bilinmektedir.

PHA 300°den fazla farkli mikroorganizma tarafindan tretilmektedir ve 80’den fazla
sayida monomer ¢esidi vardir. Biyouyumlu ve biyo¢dziiniir olmalari, nontoksik olmalar1 ortak
ozellikleridir (13). PHA‘larin immunolojik a¢idan insan dokusunda yavas¢a degrade olmasi
viicut i¢inde implant olarak kullanilabilecegi anlamina da gelmektedir. PHA iiretimi sirasinda
seker ve yaglar gibi tekrarlanabilen kaynaklar spesifik mikroorganizmalar tarafindan fermente
edilerek PHA polimerleri olusturulmaktadir. Farkli monomer kombinasyonlarinin
coklugundan dolayr PHA o6zellikleri degisiklik gostermektedir. Ancak PHA ailesinin biitiin

iiyeleri asagidaki karakteristik 6zellikleri gosterir;

Diiz ve dallanmis, doymus ve doymamis yapilari, alifatik ve aromatik yan gruplari

vardir

Biyolojik olarak yikilabilir

Su buharini ge¢irmez

Yiksek UV-direnci



e Nontoksik
e Biyouyumlu

e Piezoelektrik

e Optik agidan aktif *

e PHA‘lar termoplastik veya elastomerik materyallerdir

e PHA bakterilerde karbon ve enerji deposu olarak kullanilir
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e Yetersiz N, P, Mg ve fazla karbon bulunan sartlarda iiretimi olur. Nutrientler

dengelendiginde depolimeraz ile degrade olurlar.

o (*Simdiye kadar sadece PHB ve kopolimerleri i¢in tespit edilmistir.)

Tablo 2.2 PHA iireten bazi1 organizmalar

Actinomyces Ferrobacillus Pseudomonas
Alcaligenes Halofax Protomonas
Aeromonas Hyphomicrobium Ralstonia
Azosprillum Methylobacterium Rhizobium

Bacillus Methylocystis Rhodococcus
Beijernickia Methylosinus Rhodopseudomonas
Chlorogloea Micrococcus Rhodosprillum
Chromatium Mycoplasm Streptomyces
Clostridium Nitrobacter Thiobacillus

Derxia Nocardia Vibrio

PHA’lar aerobik ortamda karbon ve oksijene kadar, anaerobik ortamda ise metana

kadar yikilabilmektedir (127). Bu ozellikleri biyolojik sistemlerde kullanilabilmeleri i¢in

avantaj olusturmaktadir. Yapilarindaki yan zincirlere gére monomerler ayirt edilir. Ornegin

polihidroksibutirat yan zincir olarak metil, polihidroksiheksanoat yan zincir olarak propil

tasimaktadir. Monomerlerin  birlestirilmesi

ile olusturulan kopolimerlere,

kullanilan

monomerlerin 6zelliklerine gore farkl kimyasal ve fiziksel 6zellikler verilebilmektedir (128).
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i I
~E O—CH—(CH,)— C%
100- 20000

n=1 R= hydrogen poly (-3-hydroxypropionate)

methyl poly (-3-hydroxybutyrate)

ethyl poly(3-horoxyvalerate)

propyl poly (-3-hydroxyhexanoate)

pentyl poly (-3-hydroxyoctanoate)

nonyl poly (-3-hydroxydodecanoate)
n=2 R= hydrogen poly (-4-hydroxybutyrate)
n=3 R= hydrogen poly (-5-hydroxyvalerate)

Sekil 2.9 PHA’nin genel yapisi

2.7 PHB (POLI 3-HIDROKSIBUTIRAT)

Polihidroksibiitirat (PHB) monomerler arasinda ilk tanimlanan ve en g¢ok
bilinenleridir. PHA ailesinin en basit iiyesidir. ilk kez Lemoigne tarafindan 1920'li yillarda
topraktan izole edilen Bacillus megaterium bakterisinde bilinmeyen bir materyalin

parcalanmas1 sonucu rastlanilan 3-hidroksi biitirik asit, poli-3-hidroksibiitirat homopolyesteri

(PHB) olarak tanimlanmastir.

-
e
-
-
g
#
-

~o S OH

- ]

Poli-(R)-3-hidroksi biitirat (P3HB)

Sekil 2.10 PHB polimeri

Alcaligenes eutrophus bakterisi kuru agirliginin %90’ indan fazla PHB biriktirebildigi
icin PHB {iretimi amaciyla kullanilmaktadir. Hiicre i¢inde olusumu Alcaligenes eutrophus ‘un
salgiladig1 enzim ile asetil koenzim A’nmn dimerleserek asetil koenzim A‘ ya doniisiimii ile
baslar. Daha sonra karbonil grubu indirgenerek 3-hidroksi biitirik asite doniisilir. 3-hidroksi
karboksilik asidin kondenzasyon polimerizasyonu bakterinin lrettigi PHA ‘synthase’ veya

‘polymerase’ adi verilen bir enzimle hiicre i¢inde baglatilarak PHB sentezi gergeklesir (129).
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PHB tamamen yikilabilir polyester yapida, optik aktiviteye sahip piezoelektrik, ¢ok iy1
bariyer olusturabilen bir materyaldir (130). PHB biyouyumludur, iyi oksijen gegirebilir, suda
¢coziinmez, hidrolitik yikilmaya direnclidir, tamamen yikilmasi 24-30 ay almaktadir (155).

Tohill ve arkadaslar1 PHB ve MSC kullandig1 ¢alismalarin’da kok hiicrelerin Schwann
hiicrelerine doniislip sinir rejenerasyonuna katkida bulundugunu gostermislerdir (131).
Young ve arkadaglar1 periferik sinir hasar1 olusturulan tavsanlarda PHB’den elde edilen koprii
greft materyali ve glial growth factor birlikte kullanimmin common peroneal sinirde aksonal

ve schwann hiicre rejenerasyonunu belirgin olarak arttirdig1 gostermislerdir (170).

Polihidroksibiitirat (PHB) tiip sekli verilebilen yapida olmasi, biyouyumlu olmasi,
hidrolitik yikilmaya direngli olmasi, nontoksik olmasi, bir siire sonra viicuttan yikilarak
uzaklastirilabilmesi nedeni ile greft olarak kullanilmaktadir. Fakat diisiik mekanik giic ve
yiiksek kirilganlik gibi dezavantajlar1 vardir (15). Polihidroksibiitirat kullanilarak hazirlanan
greftlerin i¢ ylizeyi yOnlendirilmis nanofibriler membrandan olugmustur. Yonlendirilmis

nanofibriler membranlarin aksonal rejenerasyonu kolaylastirdiklar: bilinmektedir.

Literatiirde mezensimal kok hiicreler (bone marrow stromal cell, BMSC veya
mesenchymal stem cell, MSC) ile bakteriyel polyesterlerin iliskisini inceleyen ¢aligmalar
mevcuttur. MSC’lerin bu yapilarla biyouyumluluk gosterdigi ve iizerlerinde agregatlar ve
sferoidal kiimeler olusturduklar1 saptanmistir (26). Yine noral kok hiicrelerin bu bakteryel
polyesterlerin nanofibriler ylizeyine tutunup, biiylime ve farklilasma gosterebildikleri tespit

edilmistir.

2.8 ERISKIN MEZENSIMAL KAYNAKLI KOK HUCRELER

Kok hiicreler multipotent olup birden fazla hiicre tipini olusturabilmesi ve kendisini
yenileyerek sinirsiz sayida ¢ogalabilmesi ile diger oncli hiicrelerden ayrilir. Embriyonik,
Fotal, Erigkin kok hiicreler gibi farkl cesitleri vardir. Eriskin kok hiicreler mezensimal, noral,
epitelyal, yag dokusu kaynakli olabilir (132). Sinir sistemi kendisini yenileme kapasitesi
oldukga sinirlt olan hiicrelerden olustugu icin pek ¢ok hastalikta fonksiyonel tam bir iyilegsme
saglanamamaktadir. Bu yiizden sinir sistemi lizerinde en yogun kok hiicre arastirmasi yapilan
alanlardan birisi olmustur. Sinir sistemi diisiiniildiigiinde kok hiicre uygulamalarinin tedaviye
olan katkis1 iki farkli mekanizma ile olabilir; kok hiicrelerin farklilasarak kaybedilen dokunun

yerini almas1 veya kaybedilen dokunun geride kalan hiicreler ile yenilenebilmesi i¢in destek
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saglanmasidir (133). Kok hiicrelerin hasarli néronlara rejenerasyon siirecinde trofik destek
saglamas1 dikkate deger bir konudur (30). Kok hiicre tedavisinin bazi durumlarda kayip
noronlarm yerini almaktan ¢ok ndronal koruma ve anti-inflamatuvar 6zellikleri ile tedaviye

katkida bulundugunu gosterir bilgiler elde edilmistir (31,32).

Kemik iligi stromal hiicreleri veya mezensimal kok hiicreler (MSC) plastisiteleri
nedeni ile doku ve organ rejenerasyonu i¢in en ilgi g¢ekici hedeflerden birisidir (134).
Glinlimiizde insanlar iizerinde mezengimal kok hiicrelerin Parkinson hastaligi, travmatik
spinal kord hasari, beyin hasar1 ve serebral infarkt’ta transplantasyonuyla ilgili ¢alismalar
mevcuttur (27,28,29). MSC ‘lerin in vitro ortamda ndron ve astrosit benzeri morfolojik
farklilagsma gostermeleri, noronal ve noroglial marker eksprese etmeleri in-vivo ortamda
gelisen embriyonun sinir dokusuna nakil yapildiginda belirgin derecede noronal farklilagsma
gostermeleri bu alana duyulan ilginin artmasina neden olmustur (135,136). Yetiskin
organizmada bu farklilasma gosterilememis ve MSC ile ilgili farklilasmanin yeniden ele
alimmasi gerekli olmustur (137,138). Bu sonuglar farklilasma oldugunu kesinlikle reddetmese
de bu hiicrelerin fonksiyonel diizelmeyi desteklemesi i¢in daha farkli mekanizmalarin
oldugunu diisiindiirmektedir. MSC ‘ler birgok norotropik faktdor ve sitokin iiretir, baska
fenotiplere doniisebilir, inflamasyonu baskilar, doku tamirinde gorevli bliylime faktorlerinin
iretimini tetikler (139,140,141). Tim bu oOzellikler birlikte degerlendirildiginde (akson
rejenerasyonunun desteklenmesi, noronal koruma, immiin yanitlarin diizelmesi, myelin
olusumunun desteklenmesi, anjiogeneze katki saglanmasi, ndronal iyilesme i¢in uygun
mikrogevre olusturulmasi, olasi lokal farklilasma) MSC ‘ler i¢gin fonksiyonel iyilesmeye katk1

saglayabilmeleri amaci ile birden fazla mekanizmaya sahip olduklar1 diisiiniilmektedir.

Sekil 2.11 MSC’lerin doku hasarinda olasi yarar mekanizmalarn
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Mezensimal kok hiicrelerin (MSC) sahip olduklar: cesitli biyolojik 6zellikler nedeni
ile néronal, embriyolojik ve hematopoetik kok hiicrelere gore ¢esitli avantajlar1 vardir ve bu

nedenle uygulamalarda 6ncelikli olarak diistinebilirler (142,143).
Bu avantajlar:
1- Kolayca izole edilebilmeleri ve kiiltiir ortaminda ¢ok sayida ¢ogaltilabilmeleri

2- In vitro pasajlama sirasinda genetik anormailliklere yatkimliklarmm daha az olmasi

nedeni ile diger kok hiicrelere gore daha diisiik oranda kanser riski tagimalar1

3- Rejeksiyonu Onlemek i¢in immiinsiipresif tedaviye gerek olmadan otolog olarak

verilebilmeleri

4- Hipoimmiinojenik olmalar1 nedeni ile allojentk MSC uygulamalarma olanak

saglamalar1
5- Intravendz yolla verildiklerinde hasarlanmis dokuya yerlesebilmeleri
6- Etik olarak en uygun kok hiicre ¢esidi olmalaridir.

Kemik iligi MSC’leri en bol bulunduran en giivenilir ve buna bagl olarak da klinik
uygulamalar i¢in en siklikla kullanilan MSC kaynagidir. Kemik iliginde bulunan MSC’ler
kemik iligi stromasina hematopoetik kok hiicrelerin yasamalar1 ve farklilagabilmeleri icin
cesitli biiylime faktorleri ve sitokinler salgilamaktadirlar (144). Kemik iligi disinda MSC’lerin
yag dokusu, periosteum, synovial membran, synovial sivi, iskelet kasi, dermis, umbilikal kord
kani, plasenta, karaciger, dalak, timus gibi ¢ok cesitli organ ve dokularda bulunduklar1
bilinmektedir (145,146,147,148). Tanimmi geregi MSC’lerin kemik, kikirdak ve yag dokusuna
dontistiigii bilinmektedir. Bunun disinda MSC’lerin hem mezensimal, hem de mezensimal
olmayan cok farkli hiicre tiplerine doniisebildikleri gosterilmistir: miyosit, kardiyomiyosit,
hepatosit, insiilin lireten hiicreler, endotelyal hiicreler, epitelyum hiicreleri, epitelyum benzeri

hiicrelere, ndrona farklilastiklar1 gosterilmistir (145,149,150).
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Resim 2.2 Kemik iliginde Alizarin red ile boyanmis MSC’lerin kemik hiicrelerine

farkhlasmasi

Diger kok hiicrelerde oldugu gibi MSC’lerin de hasralanmis bolgelere go¢ ettikleri ve
bu bolgelere yerlestikleri bilinmektedir. MSC’lerin kan - beyin bariyerini gegebilecek
migrasyon yetenegine sahip olmalar1 bir diger 6nemli 6zellikleridir (144). Bu 6zellik invaziv
cerrahiye gereksinim duymadan periferal yoldan verildiginde santral hedeflere ulasabilacegi
konusunda umut vermistir. Boylece yerel glial skar olusumu, yaygin glial aktivasyon ve

inflamatuar faktor salinimmdan kag¢milmis olacaktir (151).
2.8.1 Mezensimal Kaynakh Kok Hiicrelerin isaretlenmesi ve Transplantasyonu

Transplantasyon calismalarinda transplante edilen hiicrelerin kesin olarak taninmasi
disinda alic1 dokuya uyum sagladiklarinin ve orada yasadiklarinin gosterilmesi gereklidir. Bu
amagla transplante edilen kok hiicrelerin in vivo taninabilmesi i¢in onlari isaretleyen degisik
yontemler kullanilmaktadir. Hiicreler transplantasyon Oncesi in vitro olarak hiicre
kompartmanina 6zgii marker ya da reporter genlerle isaretlendikten sonra in vivo tanmir ya da
reporter gen eksprese eden transjenik hayvandan kaynaklanan hiicreler transplantasyon

sonras1 alict doku icerisinde kolaylikla bulunabilir.



41

Transplante edilecek kok hiicreler:
1- Hiicre ¢ekirdeginin isaretlenmesi suretiyle (Bisbenzimide Hoechst floresan boyasi ile)
2- Sitoplazmik isaretlenme suretiyle (Fast- blue, RDA, carboxyfluorescein, thiol ile)
3- Membran isaretlenme suretiyle (DiL, DiO, i PKH26 ile), ( 152).

4- Reporter gen igaretlenme suretiyle (lacZ ve EGFP ile) alic1 doku igerisinde taninabilir

hale gelebilirler.

Polymer bagli suda ¢6zilinebilen nanopargaciklar, hiicre goriintiilenmesi ve takibi i¢in
kullanilan yeni bir probe tiiriidiir. Nanoparcaciklar giiclii bir parlaklik, artmis photostability,
genis bir floresans araligi saglarken hiicreler i¢in kuantum dot’lara ve Gteki boyalara gore
daha az zararli olmasi bu nanopargaciklari var olan diger metaryellerin 6niine ¢ikarmaktadir.
Elimizdeki polymer baglh VP-6 Nanopargacigi (isaretleyici) floresan yaymakta ve bdylece
isaretlenen mezengimal kok hiicrelerin enjekte edildigi canlida takibini saglamaktadir. Bu
kopolymer Suziki Coupling polimerizasyon teknigi kullanilanarak sentezlenmis ve ¢okertme
yontemiyle nanopargaciga doniistiiriilmiistiir. Bu nanoparca Bilkent Universitesi Fen Bilimleri

Enstitiisii Kimya Bolimii tarafindan hazirlanmistir.

Resim 2.3 Isaretleyici (VP-6 nanoparc¢acigi)

Transplantasyon c¢aligsmalarinin biiylik ¢ogunlugunda verilecek olan kok hiicreler sinir
dokusu igerisine intraparankimal ya da direk enjeksiyon yolu ile verilmektedir. Vaskiiler
sistem araciligiyla intravendz yoldan verilen kok hiicrelerin metoda bagli olarak hasarli
dokuya migre oldugu da gosterilmistir. Transplante edilecek kok hiicrelerin hacmi transplant
yerinin hacmine baghdir. Hiicre yogunlugu ve transplante edilen toplam hiicre sayisi
greftleme igin yeterli olacak kok hiicre sayist ve en iyi yasam siiresinin temin edilmesi

gerekmektedir.
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3.MATERYAL VE METOD

Calismaya ait deney protokolii Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu
tarafindan 18.02.2013 tarihinde 2013/02-02 karar numarasi ile onaylandi.

Calismada kullanilan denekler Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Yetistirme
Laboratuvarindan, ¢aligmada kullanilan insan kaynakli mezensimal kok hiicreler Hacettepe
Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin edildi. Calismanm tiim
deneysel asamalar1 Hacettepe Universitesi Norosirurji Anabilim Dali Mikrondrosirurji
Laboratuvarinda yapildi. Histopatolojik incelemeler ise Hacettepe Universitesi Histoloji-

Embriyoloji Anabilim Dali’nda tamamland:.
3.1 GREFTLERIN HAZIRLANMASI

Bu calismada kullanilan tiibiiler greftlerin i¢ yiizeyi yonlendirilmis nanofibriler PHB
membrandan, dis ylizeyi ise chitosan filmden olugmaktadir. Yonlendirilmis nanofibriler
membranlarin aksonal rejenerasyonu kolaylastirdiklar: bilinmektedir. Chitosan kaplama ile

tiibiiler greftlerin mekanik dayanikliliginmn artirilmasi amaglanda.

Poly-3-hidroksibutirat (PHB, Sigma ABD) %5 konsantrasyondaki 60°C’de
kloroformda ¢oziildii. Calismada yonlendirilmis nanofibriler doku iskelesi ile birlikte
Spellman marka CZE1000R model (0-30kV) yiiksek voltaj kaynagi, Goldman marka dozaj
pompasi ve drum kollektoriin (3100 rpm) yer aldigi elektrospin diizenegi kullanilmistir
(Resim 3.1A). Elektrospin tekniginde polimer konsantrasyonu, uygulanan voltaj, toplayici-
enjektor ucu mesafesi en onemli parametrelerdendir. 11kV voltaj altinda, 20 cm toplayici-
igne ucu aras1 mesafede, 0.5ml/sa akis hizinda, 3100 rpm doner toplayici ile yonlenmis PHB
nanofiber membranlar elde edildi. Doner toplayicinin dis yiizeyinde toplanan fibrillerden
yonlendirilmis nanofibiler doku iskeleleri elde edildi (Resim 3.1B,C). Taramali elektron
mikroskop ile elde edilen doku iskelesinin ortalama fibriler ¢capmnin 500-700 nm oldugu
saptandi. Nanofibrillerin % 95’ten fazla kismmin yonlendirilebildigi goriildii (Resim 3.1F).
Yonlendirilmis nanofiber PHB membranlar 15 mm uzunlugunda 10 mm eninde parcalara
ayrildi. Bu parcalar kullanilarak 1,0 mm ¢apinda, yonlenme hattina paralel tiipler elde edildi.
Tiipler yapilirken yonlenme hattina paralel kenarlar1 krokodil disli pens yardimui ile 1sitilarak

kapatildi (Resim 3.1C,D,E).

Bu calismada dis ylizeyde kullanilan chitosan i¢in % 5 gliserol (w/w kitosan) katkili,

% 1 asetik asit igerisinde % 2 chitosan (w/v, low molecular weight, Aldrich, ABD) ¢ozeltisi
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sonikator yardimi ile hazirlandi. Daha Once hazirlanan tiiplerin yiizeyi chitosan-gliserol
cozeltisi kullanilarak solusyon dipping method ile kaplandi. Kaplanan yilizeyler kisa siireli
olarak 1M NaOH ile capraz baglandi. Hazirlanan tiipler hiicre uygulamalari ig¢in

kullanilacagindan dolay1 pH 7,4 gelene kadar PBS ile yikanmaya birakild.

KIRIKKALE

RESIM 3.1 A) Elektrospin sistemi B) Drum kollektér, C) Yonlendirilmis PHB nanofiber
membran, D) ve E) Tiip seklindeki PHB nanofiber membran, F) Nanofiber membranin SEM
goriintiisii, G) Chitosan ile kaplanmis PHB nanofiber membran (SEM fotograflar1 Kirikkale

Universitesi Bilimsel Arastirma Laboratuvarr’nda ¢ekilmistir.)

Resim 3.2 PHB ve chitosan modifikasyonu ile tiip seklinde hazirlanmis greft matyeryali
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3.2 MEZENSIMAL KOK HUCRELERIN (hMSC) HAZIRLANMASI
3.2.1 Mezensimal Kok Hiicre izolasyonu ve Cogaltilmasi

Bu calisma i¢in 05.06.2003 tarihinde Hacettepe Universitesi Tibbi, Cerrahi ve llag
Arastirmalar1 Etik Kurulunca FON 03/16-3 karar nosu ile kabul edilen ‘‘Mezenkimal Kok
Hiicre Plastisitesi’” adli ¢alisma i¢in 2007 yil1 6ncesi onamlar1 alinarak toplanan donor kemik
iliklerinden izole edilip saklanmis 5 farkli hMSC’ler kullanildi. Mezensimal kok hiicreler,
sayica arttirilmalar1 amaciyla Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM), L-Glutamin ve
fotal dana serumu igeren zengin besi yerinde 37°C ve % 5 CO, igeren inkiibatorde ¢ogaltildi.
Kiiltirde cogaltilan hiicrelere Tripsin-EDTA enzimi uygulandi. Hiicreler kiiltiir kabinin
yiizeyinden kaldirildi. Elde edilen hiicre siispansiyonundaki hiicreler Tripan mavisi boyasi
kullanilarak Thoma laminda sayildi. Hiicre sayisma gore bir kisim hiicre daha sonra
kullanilmak tizere % 10 DMSO igeren dondurma medyumu ile -196°C’lik s1v1 azot tankinda

donduruldu, kalan hiicreler ise tekrar kiiltiire edildi.
3.2.2 izole Edilen Mezensimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Tiim karakterizasyon c¢alismalar1 pasaj 3 hMSC’ler ile yapildi. Ilk olarak inverte
mikroskop kullanilarak hiicrelerin morfolojik karakterizasyonu yapildi. Ardindan FACS Aria
marka akim sitometrisi cithazi kullanilarak hMSC’ler bulundurmalar1 (CD105, CD44, CD73
gibi) ve bulundurmamalar1 (CD45, CD34, HLA-DR gibi) gereken ylizey belirtegleri igin
isaretlenerek hiicrelerin immunfenotipik Ozellikleri saptandi. Ayrica bu hiicrelerin
sartlandirilmis  ortamlarda yag ve kemik hiicrelerine farklilagmalar1 saglanarak

karakterizasyonlar1 tamamlandi.

Kemik Hiicrelerine Farkhlasma: Tripsinize edilmis olan pasaj 2 hMSC’ler 6 kuyucuklu

kiiltlir kaplarina ekilerek tizerine DMEM-LG igerisine % 10 serum, 100 nM deksametazon,
10mM beta gliserofosfat ve 0,2mM askorbik asit ilave edilerek hazirlanmis olan osteoblast
farklanma medyumu eklendi. 21 giin siiresince 3—4 giin araliklarla medyumu degistirilerek
izlendi. Stire bitiminde farklanmasi beklenen hiicreler Alizarin Kirmizisi S boyasi ile boyand1

ve farklilasma potansiyeli gosterildi.

Yag Hiicrelerine Farkhlasma: Tripsinize edilmis olan pasaj 2 hMSC’ler 6 kuyucuklu kiiltiir

kaplarina ekilerek c¢ogaltildi ve {izerine DMEM-LG igerisine % 10 serum, 1uM
deksametazon, 60uM indometazin, 500uM izobutilmetilksantin (IBMX) ve 5Spug/ml insiilin

eklenerek hazirlanmig olan adipojenik farklanma medyumu eklendi. 21 giin siiresince 3—4 giin
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araliklarla medyumu degistirilerek takip edildi. Siire bitiminde farklanmas1 beklenen hiicreler

oil red o ile boyanarak farklilasma potansiyeli gosterildi.

3.2.3 Isaretleyicinin (VP-6) Mezensimal Kok Hiicreler Uzerine Etkisi
Caligmada bu amagla MTT ASSAY (hiicre canlilik testi) uygulandi.
MTT Assay Protokolii:

10.000 hiicre/200 pl besiyeri/lkuyu olacak sekilde pasaj 3’teki insan kemik iligi kokenli
mezenkimal kok hiicreler 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarmna ekildi. Uzerlerine 2mg/mL

isaretleyici igeren besiyeri kondu. 13. giiniin sonunda MTT protokolii uygulandi.
1. 96 well plate igerisinde bulunan 200 pl gelisim besiyeri toplanarak atildi.
2. Hiicreler PBS ile yikandu.
3. Kuyucuklara 100 ul DMEM-LG eklendi.
4. Tim kuyucuklara 20 pl MTT solusyonundan eklendi.

5. Aliminyum folyoya sarilan 96 well plate 4 saat inkiibator i¢cinde inkiibasyona
birakildi.

6. Siire bitiminde 100 pl sodyum dodesil siilfat (SDS) ilave edilerek, karanlikta
inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakildi.

7. Siire bitiminde, plate (kiiltiir kabi) optik yogunluk 490 nm spektrofotometrede
okutuldu.

3.3 DENEY

Bu ¢alismada agirhiklar1 225 ile 275 gr. arasinda degisen 30 adet erkek Wistar-
Hannover albino rat kullanildi. Deney siiresince hayvanlar standart laboratuar kosullarinda
(polikarbon kafeslerde, % 50-60 nem araliginda, 20-25 °C) tutuldu ve standart yem (ad

labitum su ve pellet yem) ile beslendi.

Ameliyat sonrast 8 hafta yasatilan denekler histopatolojik calisma i¢in Orneklerin
alimmas1 amaci ile sakrifiye edildi. Sonuglar fonksiyonel, elektrofizyolojik ve histopatolojik

olarak degerlendirildi. Calismada denekler 3 gruba ayrildi.
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e Grup 1 (kontrol grubu, otogreft grubu): 10 denekte sadece otolog sinir grefti
kullanildi.

e Grup 2 (deney grubu, yapay tiibiiler greft grubu): 10 denekte PHB ve chitosan kapli
tiibiiler greft kullanildi.

e Grup 3 (deney grubu, yapay tiibiiler greft-kdk hiicre grubu): 10 denekte icerisi hMSC
ile doldurulmus PHB ve chitosan kapl tiibiiler greft kullanildi.

3.3.1 Anestezi

Alt1 saatlik aglik sonrasinda deneklere 1 mgr/kg ketamine (Ketalar, Pfizer) ve 1mgr/kg
xylasin (Alfazyne, Alfasan) intraperitoneal olarak verildi. Denekler spontan solunuma

birakilarak cerrahi igslemler yapild.
3.3.2 Cerrahi Eksplorasyon ve Sinir Hasar1 Olusturulmasi

Cerrahi uygulamalar Zeiss Opmi Laboratuvar Mikroskop ve mikrocerrahi aletler
kullanilarak gergeklestirildi. Anestezi sonrasi denekler prone pozisyonda tespit edildi ve sag
gluteal ve femoral bolgeleri tiras edildi. Cerrahi saha lokal antiseptiklerle (Batticon)

yikandiktan sonra steril olarak ortiildii.

Resim 3.3 Cerrahi asamada kullanilan mikrocerrahi aletler

Femur kemigine paralel 3 cm‘lik insizyon ile cilt-cilt alt1 gegildi. Kaslar otomatik
ekartor ile ekarte edildi. Uyluk fleksor ve ekstensor grup kaslari arasindan diseksiyon
derinlestirilerek siyatik sinire ulagildi. Sinir g¢evresindeki bag dokusunun diseksiyonu

tamamlandiktan sonra siyatik sinirin anatomisi tanimlandi. Her denekte siyatik sinirin



47

distalindeki bifurkasyona uygun uzunlukta isaretleme yapildiktan sonra 1 cm‘lik siyatik sinir

mikromakas kullanilarak kesilip ¢ikarild1.

Resim 3.4 Sinir eksplorasyonu

Resim 3.5 Olusturulan hasar sonrasi goriiniim

3.3.3 Otolog Sinir Grefti ile Onarim

Calismanin kontrol grubunda elde edilen sinir dokusu otogreft materyali olarak
kullanildi. Cikarilan sinirin 1 cm’lik kismi proksimal ucu distale, distal ucu proksimale
gelecek sekilde ters g¢evrildi. Daha sonra uglar mikroskop esliginde primer olarak ug-uca

anostomoz (epinoral) ile birlestirildi.
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Resim 3.6 Mikroskop altinda yapilan otolog sinir grefti ile onarim

3.3.4 PHB - Chitosan Tiibiiler Greft ile Onarim

Bu grupta bulunan deneklere; daha onceden hazirlanmis PHB ve chitosan tiibiiler
greftler kullanildi. Proksimal ve distal uclar arasinda entiibiilasyon teknigi uygulandu.
Oncelikle distal sinir ucu tiip igerisine konuldu ve distal u¢ kapatildi, sonra proksimal ug tiip
icerisine konuldu ve proksimal u¢ kapatildi. Proksimal ve distal uglarda epinéryum ve tiibiiler

greft 10.0 poliamid siitiir ile birbirine tespit edildi.

3.3.5 PHB - Chitosan Tiibiiler Greft ve hMSC ile Onarim

Bu grupta bulunan deneklere; daha onceden hazirlanmis PHB ve chitosan tiibiiler
greftler kullanildi. Proksimal ve distal uglar arasinda entiibiilasyon teknigi uygulandi.
Oncelikle distal ug tiip igerisine konuldu ve distal u¢ kapatildi, sonra proksimal ug tiip
icerisine konuldu. Proksimal ug¢ kapatilmadan once greft icerisine 100 mikrolitre hMSC
soliisyonu (her denege ortalama 1000.000 hiicre konulacak derisimde) eklendi. Daha sonra
proksimal uc¢ kapatildi. Proksimal ve distal u¢larda epindryum ve tiibiiler greft 10.0 poliamid

stitlir ile birbirine tespit edildi.
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Resim 3.7 PHB ve chitosan yapisindaki tiibiiler greft ile onarim

3.3.6 Yara Kapatilmasi

Her ti¢ grupta da anostomozlarin tamamlanmasinin ardindan ekartor kaldirildi. Kaslar

sebest olarak birakildi ve yara stapler ile kapatildi.

Resim 3.8 Cerrahi insizyonun stapler ile kapatilmasi
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3.4 SINIR IYILESMESININ TAKIBI
3.4.1 Fonksiyonel Degerlendirme

Siyatik sinir rejenerasyonunun fonksiyonel olarak izleminde g¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemlerin giiniimiizde kullanilanlar1 arasinda siyatik sinir fonksiyon
indeksi, bagparmak yayilma testi, ekstensor postural zorlama, nosiseptif fonksiyon testi,
gastrokinemius ve soleus agirlik ve/veya hacim Ol¢iimii ve kinematik Olgtimler sayilabilir

(153,154).

Bu calismada deneklerin sinir rejenerasyonunun klinik takibinde Siyatik Sinir
Fonksiyon Indeksi (SFI) kullanildi. Yiiriime analizi 100 cm uzunlugunda 10 cm genisliginde
hazirlanmis cam koridorda yapildi. Denekler bu koridorda yliriimeye aligtirildi. Ardindan
kagit ve damga diizenegi kullanilarak yiiriime analizleri yapildi (79). Bu ydntemde
8,2cmx42cm boyutlarinda beyaz kagit yiirlime koridoruna yerlestirildi. Deneklerin her iki
arka ayag1 ¢ini miirekkebi konulmus miirekkep tablasina bastirilarak yeteri kadar boyandiktan
sonra, ylriime koridorunda serbestge yiirlimelerinin ardindan beyaz kagida c¢ikan ayak izleri
alindi. Bu izler kullanilarak Bain ve ark. tarafindan 1989’da modifiye edilen formiil ile SFI
degerleri hesapland1 (153). Bu yontemde yiizde olarak sonug elde edilmekte ve 0 civarindaki
sonuglar normal siyatik sinir fonksiyonunu gosterirken 100 civarindaki sonuclar tam kesiyi

ifade etmektedir.
Bain ve ark. tarafindan 6nerilen SFI hesaplama formiilii:
SFI =-38,3 x PLF + 109,5 x TSF + 13,3 x ITF - 8,8
Burada;
PLF ( print length factor ) = (Deneysel PL — Normal PL) / Normal PL
TSF ( toe spread factor ) = (Deneysel TS — Normal TS) / Normal TS
ITF ( intermediary toe spread factor ) = (Deneysel IT — Normal IT) / Normal IT

Calismada tiim denekler i¢cin 4.hafta ve 8.hafta sonunda SFI hesaplandi. Belirtilen
zamanlarda gruplar arasindaki fark ve her grup i¢in iki farkli zaman aralig1 arasindaki farklar

degerlendirildi.
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Resim 3.9 Yiiriime koridorunda deneklerin ayak izlerinin alinmasi

3.4.2 Elektrofizyolojik Degerlendirme

Calismada yer alan her li¢ gruptan ikiser denege 8. hafta sonunda elektrofizyolojik
testler uygulandi. Testler Hacettepe Universitesi Noroloji Anabilim Dali EMG
laboratuvarinda Medtronic Keypoint, USA marka EMG (Elektromiyografi) cihazi ile yapild1.
Deneklere kas gevsetici verilmeden 1mg/kg ketamine verildi. Kayit i¢in paslanmaz ¢elik igne
elektrotlar kullanildi. Kas gobegi-tendon ilkesine uygun olarak aktif elektrod gastrokinemus
kasi igerisine, referans elektrod ise ayni kasin tendonun tizerine yerlestirildi. Toprak elektrod,
stimiilator ile aktif elektrot arasina yerlestirildi. Siyatik sinir ‘‘siyatik notch’’ diizeyinde, katod
aktif elektroda yakin olacak sekilde ylizeyel stimiilator ile uyarildi ve siyatik sinir CMAP’1
elde edildi. Uyarim 0,2 ms siireli kare dalga uyarimlar ile siyatik siniri supramaksimal olarak
uyaracak ancak ¢evreye yayilmayacak en diisiik uyarim siddetinde (1,5-8mA) gerceklestirildi.
Her iki siyatik sinir (sag ve sol bacak) i¢in en az li¢ tekrarlayan genlikte ve morfolojide
CMAP elde edildikten sonra CMAP negatif tepe genligi dlgiildii. Ayrica sag siyatik sinir
CMAP genligi, saglam sol tarafin genliginin yiizdesi olarak hesaplandi.

3.4.3 Histolojik Degerlendirme

Tim denekler 8. hafta sonunda sakrifiye edildi. Daha Once tarif edilen standart
anestezi sonrasinda deneklerin toraksi agildi. Genel anestezi altindaki deneklere sol
ventrikiilden, deneklerin alt ekstremitelerinde istenilen sertlesme olusuncaya kadar sabit hizda

% 4 paraformaldehit (0.1mol/L fosfat tampon iginde, pH 7.4) verilerek perfiizyon ile
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fiksasyon yapildi. Uygun cerrahi yontemle, c¢evre yumusak dokular dikkatle temizlendikten
sonra, proksimal ve distaldeki anostomozlar dahil olmak tizere sinir dokular1 ¢ikarildi. %
2.5”’lik gluteraldehit soliisyonu i¢inde 24 saat siireyle 4°C’de immersiyon yoluyla fikse edildi.
Daha sonra tampon soliisyonunda yikandi ve fosfat tamponlu %1°lik ozmiyum tetroksit iginde
4°C’de iki saat siireyle postfikse edildi. Sabit ajitasyonlu doku takip cihaziyla (Leica Wetzlar,
Almanya) dereceli etil alkollerden gegirilerek epona (EMS, Almanya) gomiildii. Yar1 ince
kesitler (her 6rnek i¢in en az 10 kesit), metilen mavisi-azur II ile literatiirde bildirilen periferik
sinir rejenerasyon Kriterleri agisindan (161,162,163,164), bilgisayar ve dijital kamera (Leica
DC500, Westlar Almanya) baglantili 151k mikroskobu araciligiyla yakalanarak Leica
Application Suite ve Qwin marka goriintii analiz programlari ile literatiirden modifiye edilen
yontemle kantitatif olarak degerlendirildi. Buna gore sinirin enine kesit alan1 dijital ortamda
hesaplandi. Bu alandaki toplam akson ve kan damari kesiti sayilar1 ayr1 ayr1 hesaplanarak elde
edilen sayisal veri defekt alanina oranlandi. Biyomateryal uygulanan gruplarda yapay tiibiiler
grefte karsi doku yaniti literatiirdeki yumusak doku implantlarina ait yonteme gore
semikantitatif olarak skorlandi (159,160). Skorlama ydntemi tabloda gosterilmektedir (Tablo
3.1). Istatistiksel analizde akson sayisi/defekt alani, kan damari sayisi/defekt alan1 ve doku

yanit1 skorlar1 kullanildi.

Resim 3.10 Deneklerin genel anestezi sonrasi sakrifiye edilmesi
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Tablo 3.1 Grefte doku yaniti kapsaminda grefti saran kapsiil ve onu cevreleyen cevre

dokunun mikroskobik ozellikleri skorlanmaktadir.

Skor
4 3 2 1
Kapstl Yerlegumu Her ik tarafta kapstl | Yalmz alt (i) yizde Yalnz Ost(dig) ydzde | Kapsal yok
Kapstl Oluyumu Yogua Gevyek fibro-adipoz veya adipoz | Gevgek fibo-clasuk Kapsal yok
Kapstlaa Fibroblast kalmlif: 30 tabakadan fazla 10-30 tabaka 0-10 tabaka 0 tabaka
m Fibroblast iceren yiizey Haywr Evet
Akut/kronik inflamatuvar siireg Kronik Akut
Inflamasyon yogualuju | Afwr Oma Hafif Yok
tflamaruvar | Hflamaruvar hocre Sonda ve ortada Orada Sonda yok
ey | Makuobs seren yizey Hays Eve
Dev hucre igeren yuzey Hayxr Ever
PMNL igeren yiizey Hayr Evet
Plazma hilcresi igeren ylizey Hayr Evet
Kan daman varhify Hayw Evet
Kapstlo Akut’kronik inflamatuvar stireg Kronik Akut
™ | nfamasyon yopuaoge | Agyr ons Hafif Yok
Makrofy Haywr Evet
Dev hocre Hayr Evet
PMNL Hayw Evet
Plazma hiicresi Hayir Evet
Kan daman varhi Haywr Evet
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3.5 ISTATISTIK ANALIZ

Calismada elde edilen sonuglar SPSS 15.0 yazilimi kullanilarak Hacettepe Universitesi
Biyoistatistik Anabilim Dali’nda analiz edildi. Tiim veriler ortanca, minimum ve maksimum
degerleriyle temsil edildi. Verilerin normal dagilip dagilmadigina bakildi ve tiim veriler
parametrik olmayan testlerle analiz edildi. (Coklu karsilastirma icin Kruskal Wallis testi
kullanild1 ve gruplar arasindaki farkliliklarin hangi gruptan kaynaklandigma posthoc Dunn

testi ile bakildi.) Farkin p < 0.05’ten kii¢iik olmas1 anlamli kabul edildi.
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4.BULGULAR

Bu calismada toplam 30 denek kullanildi ve bu denekler onarl ii¢ gruba ayrilarak
incelendi. Birinci grupta otolog sinir grefti ile epindral onarim yapild. Ikinci grupta PHB ve
chitosan modifikasyonu ile hazirlanmig, yonlendirilmis nanofibriler yiizeyli tiip haline
getirilmis doku iskelesinden olusan yapay tiibiiler greft materyali kullanilarak, proksimal ve
distal sinir uglar1 arasinda entiibiilasyon teknigi ile onarim yapildi. Ugiincii grupta yine ayni
yapay tiibiiler greft materyali ile entiibiilasyon teknigi uygulandi, ancak greft icerisine insan
kaynakli mezensimal kok hiicre eklenerek onarim yapildi. Bulgular ve tartisma boliimlerinde
birinci gruptan ‘otogreft grubu’, ikinci gruptan ‘yapay tiibiiler greft grubu’, tglincii gruptan

ise‘yapay tiibiiler greft-kok hiicre grubu’ olarak s6z edilecektir.

4.1 GOZLEMLER

Caligma siiresince deneklere her giin rutin beslenme ve barmma kontrolii uygulandi.
Ameliyat sonras1 bir hafta siire ile giinliik yara yeri kontrolii yapildi. Tim gruplardaki
deneklerin tamaminda sorunsuz yara yeri iyilesmesi oldugu goriildii. Hicbir denekte yara
yerinde enfeksiyon veya kotli yara yeri iyilesmesi gosterir akut donemde asir1 kizariklik, 1s1
artisi, sislik gelisimi, kronik donemde hipertrofik skar veya keloid olusumu gériilmedi. Deney
siiresince denek kaybi yasanmadi, tiim denekler deney siiresini saglikli olarak tamamladi.
Dorduncii hafta sonunda yapilan ayak muayenesinde yapay greft grubunda bir denekte sag
ayak {licilincli parmakta tam otofaji gozlendi. Diger gruplarda boyle bir durumla karsilasiimadi.
Sekizinci hafta sonunda yapilan ayak muayenesinde ek baska denekte otofaji olmadigi
goriildi. Her ii¢ gruptaki deneklerin cerrahi uygulanarak denerve edilen sag bacak,

gastrokinemius ve soleus kaslarinda belirgin atrofi ve ayak tirnaklarinda diizlesme gozlendi.



56

Resim 4.1 Yapay tiibiiler greft grubundaki bir denekte gelisen otofaji

Cerrahi sonrasi ilk haftada yapilan yiirime degerlendirmesinde deneklerin tiimiiniin
sag ayak parmaklar1 iizerine basamadiklari, bunun yerine sag ayak topuklar1 iizerine basarak
yuridiikleri, sag ayaklarini inverte durumda tuttuklari ve agrili uyaran ile sag ayak
parmaklarini hareket ettirmedikleri goriildii. Bu durum sag siyatik sinirde tam kesi olusturma

amacina uygun cerrahi uygulandig1 yoniinde yorumlandi.

Resim 4.2 Cerrahi sonrasi 1.haftada deneklerin yiiriime karekteri
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Ilerleyen haftalarda inversiyon pozisyonunun kayboldugu gériildii. Ddrdiincii haftada
yapilan yiirlime testinde ayak parmaklar1 iistiine bastiklar1 saptandi. Bu sirada deneklerin
tamamindan spontan yiiriime halinde iken ayak izi almabildi. Sekizinci haftada yapilan
yiiriime testinde normal yiirliyiis paternine yakin bir yiiriiylis sergiledikleri goriildii. Periferik
agr1 verildiginde ayagi ¢ekme retkeksinin mevcut oldugu goriildii ve deneklerin tamamindan

spontan yiirlime halinde iken ayak izi alinabildi.

Calismada kullanilan tiim denekler sekizinci hafta sonunda kardiyak perfiizyon yolu
ile sakrifiye edildi. Eski insizyon skar1 kullanilarak yara yerleri diseke edildi ve sag siyatik
sinirleri yeniden eksplore edildi. Eksplorasyon sirasinda higbir denekte insizyon bolgesinde
enfeksiyon bulgusuna rastlanmadi. Derin yarada hi¢bir denekte enfeksiyon veya abse bulgusu
yoktu. Tiim gruplarda siyatik sinir oncelikle iliopsoas adelesini ¢aprazladigi alanda tespit
edildi. Burada proksimal siitilirler goriildiikten sonra sinir distale dogru takip edilerek distal
stitiirlere ulagildi1 ve tiim greft alan1 ekspoze edildi. Bu sirada gerek otogreft grubunda gerekse
yapay tiibiiler greft ve yapay tiibiiler greft-kok hiicre gruplarinda sinir anastomozu yapilan
bolge ile ¢cevre dokular arasinda asir1 yapisiklik yoktu. Anastomoz bolgesi proksimal ve distal
stitiirleri igerecek ve her iki uctan birer milimetrelik daha fazladan sinir dokusunu da
kapsayacak sekilde keskin diseksiyon kullanilarak c¢evre dokulardan temizlendi ve
mikromakas ile kesilerek tek parca halinde ¢ikarildi. Her ii¢ grupta da deneklerin tamaminda
tim sitlr hatlar1 saglamdi. Higbir denekteki otolog greftler veya yapay tiibiiler greftlerde
kopma olmadig1 ve greftin proksimal veya distal u¢lardan ayrilmadig: goriildii. Proksimal ve

distal uclarin anastomozunda kullanilan poliamid siitiirler biiyiik oranda korunmustu.

Yapay tiibiiler greft ve yapay tiibiiler greft-kok hiicre gruplarinda entiibiilasyon amagl
olarak kullanilan PHB ve chitosan kompleksinin {izeri ince, fibroz bir bag dokusu tabakasi ile
kaplanmisti. Her iki grupta da kullanilan tiip materyal deney Oncesinde verilen seklini
korumustu. Otogreft grubunda denekler incelendiginde kullanilan otogreftlerin makroskopik

olarak boyutlarini korudugu, epinéryumun daha mat bir renge sahip oldugu gézlendi.
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Resim 4.3 Yapay tiibiiler greft kullanilan bir denekte cerrahi alanin sekizinci hafta

sonundaki eksplorasyon goriintiisii

i

Resim 4.4 Yapay tiibiiler greft kullanilan bir denekte sekizinci hafta sonunda yapilan incelemede
materyalin tibiiler yapisini korudugu fakat iizerinin ince fibrotik bir tabaka ile kaplanmis oldugu
goriilmektedir.
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4.2 ISARETLEYICININ MEZENSIMAL KOK HUCRELER UZERINE ETKISI

Calismada kok hiicreleri isaretlemede kullanilan VP-6 nanoparcaciginin deneyde
kullanilan hMSC”’ lerin canliligina olan etkileri; in vitro ortamda MTT Assay (hiicre canlilik
testi) kullanilarak degerlendirildi. Deney sonuglar1 asagida tablo halinde gdosterilmistir.
Isaretleyici + hMSC + Medyum kullanilan kuyucuklarda yapilan &lgiimlerde alinan absorbans
degerlerinin hMSC + Medyum igeren grubun absorbans degerleri ile karsilastirilmasi sonucu

hMSC’lerin canliligini1 koruduklar1 gézlendi.

Tablo 4.1 MTT Assay ile elde edilen absorbans degerleri (nanometre olarak)

2.giin 5.giin 7.gilin 9.giin 11.giin 13.giin

ISARETLEYICi + hMSC + Medyum

1.714 1.709 1.612 1.634 1.614 1.540

hMSC + Medyum (POZITiF KONTROL)

1.711 1.733 1.980 1.857 1.850 1.800

MEDYUM (NEGATIF KONTROL)

0.145 0.139 0.141 0.159 0.141 0.153
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4.3 FONKSIiYONEL DEGERLENDIRME

Calismada kullanilan tiim deneklerde fonksiyonel degerlendirme yiiriime analizi ile
yapildi. Bu amagla siyatik sinir fonksiyon indeksi kullanildi (153). Bu yontemle elde olunan
degerler ylizde olarak hesaplandi. Sifira yakin degerler normale yakin siyatik sinir
fonksiyonunu, ylize yakin degerler ise tama yakin siyatik sinir fonksiyon kaybini

yansitmaktadir. SFI i¢in ortanca degerleri hesaplandi ve asagidaki tabloda gosterildi.

Tablo 4.2 SFI sonuclan icin ortanca degerler

4. Hafta 8. Hafta
Otogreft Ortanca | 70,75 56,26
Yapay tiibiiler greft Ortanca | 86,39 77,40
Yapay tiibiiler greft-kok hiicre =~ Ortanca | 75,87 59,84

Her ti¢ grupta da tiim deneklere dordiincii ve sekizinci haftalarin sonunda yiiriime
analizi yapildi. Elde edilen siyatik sinir fonksiyon indeksi sonuglar1 non parametrik Kruskal

Wallis testi ile analiz edildi.

Buna gore dordiincii hafta sonunda yapilan testlerde gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.011). Bu fark Dunn testi ile tekrar degerlendirildi.
Otogreft grubu sonuglarinin yapay tiibiiler greft grubundan istatistiksel olarak anlamli
derecede daha iy1 oldugu goriildii (p=0,01). Otogreft ve yapay tiibiiler greft-kok hiicre gruplar1
arasinda anlamli fark yoktu (p=1,0). Yine yapay tiibiiler greft-kok hiicre ve yapay tiibiiler
greft gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadig1 goriildii (p=0,134).
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Grafik 4.1 SFI degerlerinde gruplarin dordiincii hafta sonuclarinin analizi
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Sekizinci hafta sonunda yapilan testlerde; gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
derecede fark oldugu tespit edildi. (p=0,0001). Otogreft grubu sonuglar1 yine yapay tiibiiler
greft grubun’dan istatistiksel olarak anlamli derecede farkliydi. ( p= 0,0001). Yine otogreft
grubu ve yapay tiibiiler greft-kok hiicre gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede

fark yoktu (p=0,64).

Dordiincii hafta sonuglarindan farkli olarak sekizinci hafta sonunda yapay tiibiiler
greft-kok hiicre grubu sonuglarmin yapay tiibiiler greft grubundan istatistiksel olarak anlamli

derecede farkli oldugu gortldi (p=0,013).
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Grafik 4.2 SFI degerlerinde gruplarin sekizinci hafta sonuclarinin analizi
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Sonrasinda her grubun kendi igerisinde dordiincii ve sekizinci hafta sonunda elde edilen
sonuglar1 birbirine gore Wilcoxon testi ile analiz edildi. Buna gore otogreft grubunda sekizinci
hafta sonundaki sonuclarin, dordiincii hafta sonundaki sonuglara gore istatistiksel olarak
anlamli oldugu bulundu ( p=0,005 ). Yapay tiibiiler greft grubunda sekizinci hafta sonundaki
sonuglar, dordiincii hafta sonundaki sonuclara gore istatistiksel olarak anlamli derecede farkli
oldugu tespit edildi ( p=0,005). Yapay tiibiiler greft- kok hiicre grubunda sekizinci hafta
sonundaki sonuglar, dordiincii hafta sonundaki sonuglara gore yine istatistiksel olarak anlamli

derecede farkli oldugu tespit edildi (p=0,005).
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Grafik 4.3 SFI degerlerinde gruplarin dordiincii ve sekizinci hafta sonug¢larinin

karsilastiriimasi
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Sonug olarak, biitiin gruplarm sekizinci hafta sonuglarinin dordiincii hafta sonuglarina gore

kendi igerisinde istatistiksel olarak anlamli derecede farkli oldugu bulundu (p=0,005) .
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Tablo 4.3 SFI degerleri icin dordiincii ve sekizinci haftalar sonunda elde edilen sonuclar,

sonuclarin gruplar arasinda analizi ve her bir grubun kendi icinde zamana gore analizi

4. Hafta 8. Hafta Wilcoxon Testi
Otogreft
Ortanca 70,75 56,26 P=0,005
Minumum | 50,16 32,59
Maksimum | 91,13 67,52
Yapay tiibiiler greft
Ortanca 86,39 77,40 P=0,005
Minumum | 76,31 65,36
Maksimum | 97,38 93,81
Yapay tiibiiler greft- kok
hiicre
75,87 59,84 P=0,005
Ortanca
61,13 43,47
Minumum
90,61 73,56
Maksimum
Kruskal Wallis P=0,011 P=0,0001
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4.4 ELEKTROFIiZYOLOJIK DEGERLENDIRME

Calismada kullanilan deneklere (her gruptan iki tane olmak iizere toplam 6 adet denek)
elektrofizyolojik degerlendirme amaci ile sekizinci hafta sonunda sakrifikasyon oncesi EMG
uygulandi. Test sirasinda tiim denekler i¢in dnce sol (normal) bacakta ve sonrasinda sag
(cerrahi uygulanmig) bacakta gastrokinemius ve soleus kaslarindan igne -elektrodlar
kullanilarak CMAP degerleri kaydedildi. CMAP genligi bir sinirin uyarilmast ile o sinirin
innerve ettigi kas liflerinden elde edilen toplam kas yanitini yansitmakta olup, sinir akson
sayist ile orantilidir. Calismamizda opere edilen taraftaki (sag) siyatik sinir CMAP genliginin,
saglam taraftaki (sol) siyatik sinir CMAP genligine oranmin hesaplanmasi ile elde edilen
yiizde CMAP degerleri ile istatistiksel analiz yapildi. Yiizde CMAP degeri rejenerasyon
indeksi olarak ifade edilebilir ve opere edilen siyatik sinirdeki rejenerasyonun gostergesi

olarak, gastrokinemus kasini innerve eden siyatik sinir aksonlarinin sayisini yansitmaktadir.

Yiizde CMAP = 100 x CMAP ( sag ) / CMAP ( sol)

Resim 4.5 EMG kaydi
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Elde edilen degerler yardimiyla yiizde CMAP degerleri bulundu ve gruplar arasinda

bu deger bakimindan istatistiksel olarak farklilik olup olmadigma non-parametrik test olan

Kruskal Wallis testi yardimiyla bakildi. Testler p= 0,05 {izerinden istatistiksel olarak analamli

olup olmadig: seklinde degerlendirildi. Buna gore gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi ( p=0.565 ).

Tablo 4.4 Yiizde CMAP sonuglar

YUZDE CMAP
LmV RmV
Otogreft 1 2,2 0,2 9,09
Otogreft 2 7,8 0,8 10,26
Yapay tiibiiler greft 1 2,8 0,7 25
Yapay tiibiiler greft 2 1,5 0,1 6,67
Yapay tiibiiler greft + kok 0,4 0,05 12,50
hiicre 1
Yapay tiibiiler greft + kok 3,5 0,4 11,43
hiicre 2
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Sekil 4.1 EMG kayitlar.

A) Yapay tiibiiler greft grubundaki bir denegin sol ve sag bacaklarindan alinmis olan 6rnek
kayitlar. Cerrahi uygulanmis sag bacakta aksiyon potansiyeli olustugu goriildii (5,6 mA). Bu
sonug aksonal rejenerasyonun devam ettigi yoniinde degerlendirildi. Saglam olan sol bacaktan

alinan aksiyon potansiyeli degerinin (16,6mA) daha yliksek oldugu goriilmektedir.

) hidir 1 (14477)
CV Motor | Left Median i hidir 1 24-05-13
5 mv/D 2 msiD

- _GLATICV . _ AP

Rec: Rec pos

o ] |

LedRi H-reflex Edit texts
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rase trace

. . hidir 1 (14477)
cy Motor‘ Right Median i hidir 1 24-05-13
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Run [ o] s ]

LedRi H-reflex Edit texts

E EI’ISOI’ H E I’ES H I Data i I E E VIEW E E Comments E
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B) Otogreft grubundaki bir denegin sol ve sag bacaklarindan alinmis olan 6rnek kayaitlar.
Cerrahi uygulanmis sag bacakta aksiyon potansiyeli olustugu goriildii (1,7mA). Bu sonug
aksonal rejenerasyonun devam ettigi yoniinde degerlendirildi. Saglam olan sol bacaktan
alman aksiyon potansiyeli degerinin (7,6mA) daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

. hidir 2 (14478)
GV Motor | Left Median i hidir 2 24-05-13
2 mViD 2 msiD |

Rec: Rec pos

dLATICV . AMP_ . AREA . DR

7.6mA |
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C) Yapay tiibiiler greft-kok hiicre grubundaki bir denegin sol ve sag bacaklarindan alinmis
olan O6rnek kayitlar. Cerrahi uygulanmis sag bacakta aksiyon potansiyeli olustugu goriildii
(1,5mA). Bu sonug¢ aksonal rejenerasyonun devam ettigi yoniinde degerlendirildi. Saglam

olan sol bacaktan alinan aksiyon potansiyeli degerinin (4,8mA) daha yiiksek oldugu

goriilmektedir.
_ r2 r2 (14508
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Rec: Rec pos o1 ms tens ]
1 He. -_dLAT/CV AP AREA_ DLR

4.8mA

M/F‘j 108 35 32 18

ro B en] e

LedRi H-reflex Edit texts

C t

Erase trace

r2 r2 (14605)

oV Motor‘ Right Median hidir  21-06-13

2mviD 0.0 mA 8 msiD
0.1
1

Rec: Rec pos e
dLAT/CY AMP . _AREA

25 04 03 20

LedRi H-raflex Edit texts

Comments




70

4.5 HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

Isik mikroskobu diizeyinde yapay greft olarak kullanilan PHB ve chitosan yapisindaki
tiiplerin in vivo kosullarda hemen hi¢ degrade olmadig1 ve varligni korudugu saptandi. PHB
ve chitosan yapisindaki yapay tiibiiler greft orta derecede doku reaksiyonuna neden oldu
(Sekil 4.2). PHB ve chitosan yapisindaki tiipe kars1 olusan doku reaksiyonu: mezensimal kok
hiicre uygulanan (yapay tiibiiler greft-kok hiicre) ve uygulanmayan (yapay tiibiiler greft)
gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik gostermedi (p=0,676).

Tiip seklindeki greftin hem i¢ hem de dis ylizlinde lenfosit, parcali ve makrofaj
agirlikli, yer yer dev hiicreler ve katmanlar olusturan fibroblastlarin katildig1 orta kalinlikta (1
ila 10 katl) bir enkapsiilasyon olustugu gozlendi. Tiipiin i¢ ve dis yiiziindeki kapsiil kalinligi
birbirine yaklasik olarak esitti. Icteki gevsek ve damardan zengin bag dokusu sinir

rejenerasyonunun gerceklestigi alanla devamliydi.

Tablo 4.5 Doku reaksiyonu skorlar analizi

Doku Reaksiyonu

Yapay tiibiiler Ortanca 31,5
greft Minumum 27

Maksimum 39
Yapay tiibiiler Ortanca 31
greft + kok hiicre Minumum 21

Maksimum 36

Mann-Whitney U P=0,676
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Grafik 4.4 Doku reaksiyonunun yapay tiibiiler greft ve yapay tiibiiler greft-kok hiicre

gruplan arasindaki analizi
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Akson sayisi/defekt alan1 orani sonuglari non parametrik Kruskal Wallis testi ile ¢oklu
analiz edildi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriildii (p=0,0001).
Otogreft uygulanan grupta akson fasikiillerinin sik ve diizenli gruplar yaptigi saglikli sinir
rejenerasyonu siirecine ait goriintiiler izlendi (Sekil 4.2). Bu grupta siniri i¢ten disa saran bag
dokusu yapisindaki kiliflar ve damarlar diizenli goriinlimdeydi. Gruplar arasinda ikili analizler
uygulandiginda otogreft grubundaki akson sayis1 yapay tiibiiler greft grubuna gore anlaml bir

bigimde daha fazlaydi. (p=0,0001).

Fakat otogreft ve yapay tiibiiler greft-kok hiicre gruplar1 arasinda akson sayisi/defekt

alan1 oran1 sonuglar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli derecede fark yoktu (p=0,143).



Tablo 4.6 Gruplar arasinda akson sayisi/defekt alani oranlarinin analizi

Akson sayisi/defekt alani
Yapay tubduler greft Ortanca 0,055
Minumum 0,032
Maksimum 0,117
Yapay tubuler greft-kok hiicre | Ortanca 0,235
Minumum 0,103
Maksimum 0,586
Otogreft Ortanca 0,495
Minumum 0,285
Maksimum 0,693
Kruskal Wallis P=0,0001

Grafik 4.5 Gruplar arasinda akson sayisi/defekt alani (ax/da) oranlarinin analizi
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Yeni rejenere olan akson gruplari yapay tiibiiler greft-kok hiicre ve yapay tiibiiler greft
uygulanan gruplar arasinda karsilastirildiginda; yapay tiibiiler greft-kok hiicre grubunda yapay
tiibiiler greft grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde akson sayisinin daha fazla

oldugu goriildi (p=0,018).

Mezensimal kok hiicre igeren ve kok hiicre icermeyen PHB-chitosan modifikasyonu
ile tiip seklinde hazirlanarak yapay tiibiiler greft kullanilan gruplarda tiipiin liimeninde
damardan zengin bag dokusu i¢inde rejenere olan diizensiz bebek akson gruplari izlendi
(Sekil 4.2 B ve C). Perindral vaskiiler bag dokusu tiipe kars1 olusmus enkapsiilasyon alani ile
kesigsiyordu. Mezensimal kok hiicrelerle birlikte yapay tiibiiler greft uygulanan grupta, tek

basina yapay tiibiiler greft uygulanan gruba gore daha diizenli bir onarim alan1 izlendi.

Hem yapay tiibiiler greft hem de yapay tiibiiler greft-kok hiicre gruplarinda defekt
alaninda ¢ok sayida kiiciik damarm varligi dikkati ¢ekti. Damar sayisi/ defekt alan1 orani non
parametrik Kruskal Wallis testi ile ¢oklu olarak analiz edildi. Aksonal rejenerasyon alanindaki
damari sayis1 mezensimal kok hiicreli ve kok hiicresiz grup arasinda istatistiksel anlamli bir

fark gostermedi (p=1). (Sekil 4.2)

Tablo 4.7 Gruplar arasinda damar sayisi/defekt alan1 oranlarinin analizi

Damar sayisi/defekt alan
Otogreft Ortanca 0,020
Minumum 0,010
Maksimum 0,030
Yapay tiibiiler greft Ortanca 0,064
Minumum 0,040
Maksimum 0,180
Yapay tiibiiler greft + | Ortanca 0,056
kok hiicre Minumum 0,030
Maksimum 0,150
Kruskal Wallis | P=0,0001
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Grafik 4.6 Gruplar arasinda damar sayisi/defekt alan1 (bv/da) oranlarinin analizi
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Sonug olarak incelenen tiim gruplarda rejenere olan aksonlar saptanmistir. Her iig
grupta da uygulanan tedaviler periferik sinir rejenerasyonuna izin vermistir. PHB ve chitosan
modifikasyonu ile hazirlanan tiibiiler greftin mezensimal kok hiicre ile birlikte
uygulanmasmin tek basina uygulanmasma gore sinir rejenerasyonu siirecini bir miktar

hizlandirdig1 saptand1 (Sekil 4.2E ve F).
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Sekil 4.2 Histopatolojik goriintiiler. Otogreft grubunda (A,B) rejenere olan aksonlarin
(ok) diizenli fasikiilleri gézlenmektedir. Yapay tiibiiler greft ve yapay tiibiiler greft-kok
hiicre gruplarinda (C,F) yer yer degrade olmasina ragmen genel olarak biitlinligiini
koruyan PHB-Chitosan tiibiiler greft (t) ve onu i¢ ve dis yiiziinde saran lenfomonositer,
fagositer hiicreler ve fibroblastlardan olusan enkapsiilasyon (¢) goriilmektedir. Tiibiiler
yapidaki greft limenini merkezde damardan (yildiz) zengin, rejenere olmakta olan
miyelinli ve miyelinsiz akson kesitlerini i¢eren fibrovaskiiler graniilasyon dokusunun
doldurdugu goriilmektedir. E ve F de aksonlar, C ve D ye gore ¢ok sayida ve daha
diizenlidir.
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5. TARTISMA

Bir periferik sinirin herhangi bir nedenle biitiinliigliniin bozulmasi1 durumunda
organizma bunu tamir etmek i¢in gerekli dogal mekanizmalara sahiptir. Yine de rejenerasyon
denilen bu siirecin bagarilabilmesi i¢in bazi sartlar gerekmektedir. Periferik sinir sisteminde
noropraksinin Otesine gegen tiim yaralanmalarda sinirin distalinde Wallerian dejenerasyon
gelismekte ve ne kadar uzun bir sinir oldugundan bagimsiz olarak proksimal kisim ile birlikte
distal kismin rejenere olmasi gerekmektedir. Burada sinir rejenerasyonunun en Onemli
asamas1 olan proksimal ve distal kisimlar arasinda fiziksel olarak uygun bir baglantinin
olugsmas1 bu tip sinir biitiinliigiiniin bozuldugu durumlarda ¢ok 6nemlidir. Cerrahi tedavi bu
baglantinin saglanmasinda en 6nemli seg¢enektir. Burada amag¢ proksimalde kalan aksonlarin
rejenerasyon sirasinda orjinal distal uclarina ulasmalarinin saglanmasi ve bdylece son
organlar1 innerve edebilmesidir (5). Yukarda bahsedilen sinir dokusunun biitiinliigliniin
bozuldugu olgularda yapilan ug-uca anastomozlar bu amaca ulagsmanin en uygun yolu olarak
goriilmektedir (109,110). Ancak sinir dokusunda kayip olmasi durumunda veya herhangi bir
nedenle sinir uglar1 birbirine yaklastirilamadiginda periferik sinir onarmmlarinda olusabilen
gerginlik ve vaskiiler yetersizlik nedeniyle yapay greft kullanmak zorunlulugu ortaya

cikmaktadir.

Periferik sinir yaralanmalar1 i¢in cerrahi tedavi uygulamalar1 1800°1i yillarin ikinci
yarisinda baslamis ve en Onemli bilgi birikimi diinya savaslarinda elde edilmistir. Sinir
dokusu kayb1 olan periferik sinir yaralanmalarinda greft olarak baslangicta otogreftlerin
kullanilmas1 diisiiniilmiistiir. Bu amagla ven, arter, adale, tendon gibi yapilar kullanilsa da
bugiin tercih edilen yontem otolog sinir greftleridir. Bu yolla tedavi bugiin altin standart
olarak kabul gormektedir (8). Yine de bu yontemin bazi dezavantajlarmin oldugu
bilinmektedir. Donér sinir alaninda duyu fonksiyon kaybi, donor sinir ile alict sinir ¢apinda
uyumsuzluk, yanlis eslesme denilen, motor ve duyusal sinirlerin uygunsuz eslesmesinin
olusturdugu sikintilar, ikinci ek cerrahiye gereksinim duyulmasi, yara yeri problemleri
olugmas1 ve buna bagli morbidite 6nemli dezavantajlardir. Hatta bazi1 durumlarda yeteri kadar
donor sinir grefti elde edilememesi ve sadece bu nedenle yeterli tedavinin saglanamamasi bir
diger dezavantajidir. Tiim bu dezavantajlar arastirmacilar1 otogreft yerine kullanilabilecek
yapay greftlere ve entiibiilasyon tekniklerinin kullanilmasina yoneltmistir. Bu amagla bugiine
kadar organik olmayan silikon, PGA gibi materyaller veya canli organizmada yer alan
kollajen gibi yap1 taglar1 kullamilmistir (116,117,167). Bu tip greft ya da biyomateryallerin bir

kismi deneysel calismalarda, bir kismi ise klinik ¢calismalarda kullanilmaktadir. 2000 yilinda
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96 hastada dijital sinir rekonstriiksiyonunda poliglikolik asit tiiplerin kullanildig1 ¢ok
merkezli, randomize, prospektif bir ¢alisma yaymlanmistir (117). Literatiirde bu tip greft ve
biyomateryallerin insan lizerinde etkinligini otolog duysal sinir greftleri ile karsilastiran
prospektif, randomize ve c¢ift kor giivenilir calisma sayisi ¢ok azdir. Ayrica entiibiilasyon
calismalarina ek olarak periferik sinir rejenerasyonuna katkis1 olabilecek kok hiicrelerle ilgili

sonuglar hakkindaki veriler yetersizdir (156,157).

Glinlimiizde sinir dikislerine alternatif olarak taze sinir yaralanmalarinda, sinir
greftlerine alternatif olarak rekonsriiktif sinir cerrahisinde, agrili ndromalarin tedavisinde
entiiblilasyon amacli tiipler kullanilmaktadir. Entiibiilasyonun sinir defektlerinin onarimmai i¢in
sinir otogreftlerine alternatif olarak kullanilmasiyla birlikte aym1 zamanda doku kaybi
olmayan lezyonlarda da sinir siitiirasyonuna alternatif olarak kullanilabilecegi gosterilmistir
(116). Entiiblilasyonda rejenerasyona katkis1 olan ndrotrofik faktorlerin, inflamatuvar
mediatorlerin, sitokinlerin ve kok hiicrelerin direkt olarak liimen igerisine verilebilmesi bir
diger avantajidir (169) . Ayn1 zamanda entiibiilasyonda allogreft kullaniminda gerekli olan
immunsiipresyona gerek duyulmaz. Entiibiilasyon amaciyla kullanilan yapay tiibiiler greftler,
otogreft kullaniminin getirdigi dezavantajlar1 ortadan kaldirirken bazi dezavantajlara da
kendisi neden olmaktadir. Ozellikle yabanci cisim reaksiyonu nedeni ile olusan artmis
inflamatuvar cevap yara bolgesinde sinir rejenerasyonuna olumsuz etki eder. Bu yapay
greftlerin  i1lk dezavantajidir. Yapay greftlerin insanlarda kullanilabilmeleri i¢in
biyocoziinebilir olmalar1 gerekmektedir. Literatiirdeki biyo¢dziinlir olmayan materyallerle
ilgili ¢aligmalar (silikon v.b), bunlarin bir siire sonra sinir basist nedeniyle rejenerasyona

engel odugunu ortaya koymustur (165,166).

Bu amagla gelistirilen bakteryel polyesterler mikroorganizmalarda enerji deposu
olarak iretilmeleri nedeniyle biyoc¢oziinebilir yapidaki maddelerdir (168). Yapilan
calismalarda bakteryel polyesterlerin aerobik ortamda karbondioksit ve suya kadar
parcalandiklar1 gdosterilmistir (127). Bu 0Ozellik bakteryel polyesterlerin diger doku
miihendisligi alanlarimda oldugu kadar periferik sinir yaralanmalarinda cerrahi bir tedavi

secenegi olan entiibiilasyon stratejilerinde greft olarak kullanimina izin vermektedir.

PHB bakteryel polyester ailesinin bu mekanik ve biyolojik 6zelliklerine sahip bir
biyomateryaldir. Daha dnce yapilan ¢alismalar PHB’in canli dokularla uyumuna ve diger
bakteryel polyesterler ile karsilastirilabilir sekilde hiicre biiyiimesine ve aksonal rejenerasyona

katkisina vurgu yapmaktadir (130,131,170). Arastirilan hiicre tipleri arasinda kok hiicrelerde
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bulunmaktadir (131). Polihidroksibiitirat (PHB) tiip sekli verilebilen yapida olmasi,
biyouyumlu olmasi, hidrolitik yikilmaya direngli olmasi, nontoksik olmasi, bir siire sonra
viicuttan yikilarak uzaklastirilabilmesi nedeni ile tiibiiler greft olarak kullanilmaktadir. Fakat
PHB’nin diisiik mekanik gii¢ ve yliksek kirilganlik gibi dezavantajlar1 vardir (15). PHB’nin
disik mekanik giice ve yliksek kirillganlik riskine sahip olmasi nedeniyle literatiirdeki
deneysel calismalarda tiip seklini koruyamamis olmasi ve mekanik olarak yetersiz kalmasi,
bizi kullanilan bakteryel polyesterde degisiklik yapmaya yonlendirdi. Bakteryel polyester
materyalinin bagka bir biyopolimer olan ve canli dokular icin toksik olmayan chitosan ile
modifiye edilerek daha giiclii bir tiibiiler yap1 olusturulmasi amacglandi. Bu c¢alismada
hazirlanan tiibiiler greftlerin i¢ yiizeyi yonlendirilmis nanofibriler PHB membran, dis yiizeyi
ise chitosan filmden olusturuldu. PHB’nin i¢ yiizeyindeki yOnlendirilmis nanofibriler
membranlarin aksonal rejenerasyonu kolaylastirdiklar: bilinmektedir. Chitosan kaplama ile

hazirlanan greftin mekanik dayanikliligini artirmak amaclandi.

Daha once klinigimizde yine bir bakteryel polyester olan poli(3-hidroksibiitirat-ko-3-
hidroksihekzanoat)’dan (PHBHHX) iiretilen tiibiiler greftlerle yapilan deneysel calismada
sinir rejenerasyonu agisindan ¢ok iyl sonucglar elde edilmesine ragmen kullanilan
biyomateryalin mekanik olarak yetersiz oldugu tespit edildi (171). Bu c¢alismada yapay
tiibiiler greft ve yapay tiibliler greft-kdk hiicre gruplarinda kullanilan, dis yiizeyi chitosan
kapl ve i¢ ylizeyi PHB’dan olusan tiibiiler greftlerin tiimiiniin sekiz hafta sonunda yara
tyilesmesindeki kompresif giiclerle ezilmedigi ve ¢okmeye dayanikli oldugu tespit edildi.
Yapay tiibiiler greftlerin tamaminin igerisinde hem makroskopik olarak hem de mikroskopik
olarak rejenere aksonlar goriildii. Higbir denekte greftin i¢ci bos olarak bulunmadi. Tiibiiler
greftler i¢inde rejenere olan aksonlarin bulunmasi modifikasyon ile hazirlanarak gii¢lendirilen
tiibiiler greftin sinir rejenerasyonu iizerinde olumlu etkisi oldugunu gostermektedir. Ayrica
Ingilizce literatiirde PHB’nin chitosan ile modifiye edildigi herhangi bir c¢alismaya

rastlanmadi.

Periferik sinir onarimi sonrasi1 deneklerin fonksiyonel iyilesmelerini degerlendirmenin
en Onemli metodlarindan birisi siyatik sinir fonksiyon indeksidir (SFI) (153). Bizim
calismamizda dordiincli hafta sonunda yapilan SFI’ lar degerlendirildiginde otogreft grubu
sonuclarinin yapay tiibiiler greft ve yapay tiibiiler greft-kok hiicre gruplarindan anlamli
derecede daha iyi oldugu goriildii. Aymi sekilde yapay tiibiiler greft-kdk hiicre grubu
sonuclarinin yapay tiibiiler greft grubundan anlamli derecede daha iyi oldugu tespit edildi. 4.

Hafta sonunda ortanca degerleri incelendiginde otogreft grubunda %70, yapay tiibiiler greft-
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kok hiicre grubunda %75 ve yapay tiibiiler greft grubunda ise %386 oldugu tespit edildi. Bu
sonuglar ii¢ gruptada 4. hafta sonunda heniiz anlaml1 bir sinir iletimi ve kas reinnervasyonu
olmadig1 yoniinde yorumlandi. Sekizinci hafta sonunda grup ortancalar1 degerlendirildiginde
sonuglarin otogreft grubunda %56, yapay tiibiiler greft-kok hiicre grubunda %359 ve yapay
tiibiiler greft grubunda ise % 77 oldugu tespit edildi. Sekizinci hafta sonunda otogreft, yapay
tiibiiler greft-kok hiicre ve yapay tiibliler greft gruplarindaki sonuglar istatistiksel olarak
anlamli bulundu ve aksonal rejenerasyonun olumlu yonde devam ettigi seklinde yorumlandi.
Zaman igerisinde sonuglarda diizelmenin devam etmesi asil beklenti oldugu igin SFI
Olcumleri agisindan bakildiginda otogreft ve yapay tiibiiler greft-kok hiicre gruplarinin daha

1yi 1yilesme sagladig1 goriildii.

Ancak sinir rejenerasyonu ve fonksiyonel iyilesmenin sekiz haftada tamamlanmis
olmadig1 diisiiniildiigiinde bu sonuclar ilerleyen haftalarda yapay tiibiiler greft-kok hiicre
gruplarinin lehine farkin acilabilcegi beklentisini dogurmaktadir. Daha uzun siireli bir ¢caligsma
ile bu arastirilabilirse de bu calismanin sonuglar1 ile bunu sdylemek miimkiin degildir.
Sonugta sekiz hafta sonunda yapay tiibiiler greft grubununda otogreft ve yapay tiibiiler greft-
kok hiicre gruplar ile karsilastirilabilir bir fonksiyonel diizelme sagladigi goriilmektedir. SFI
sonuglarinin gorece olarak Ol¢lim hatalarina imkan verdigi ve giivenilirliginin ¢ok yliksek

olmadig1 unutulmamalidir.

Elektrofizyolojik c¢aligmalar periferik sinir yaralanmasi modellerinde en c¢ok
basvurulan degerlendirme yOntemlerinden birisidir. Bu c¢alismada her gruptan ikiser adet
olmak iizere toplam alt1 denekte sinir rejenerasyonunu EMG ile degerlendirdik. CMAP
degerleri normal periferik sinir fonksiyonunun en Onemli gostergelerinden birisidir.
Deneklerin yiizde CMAP degerleri ile yapilan karsilastirmalarda hem otogreft hem de yapay
tiibiiler greft-k6k hiicre grubu ve yapay tiibiiler greft grubunun benzer yiizde CMAP
degerlerine sahip oldugu goriildii. Gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik saptanmadi.
Yapilan elektrofizyolojik degerlendirmede biitiin gruplarda siyatik sinir hasari olusturulan
bacaktaki aksiyon potansiyellerinin saglam bacaktaki aksiyon potansiyellerinden daha diisiik
degerde oldugu tespit edildi. Bu sonu¢ hasar olusturulan siyatik sinirde aksonal
rejenerasyonun devam ettigi seklinde yorumlandi. Fakat gerek denek sayisinin yetersiz olmasi
gerekse sekiz haftalik siirecte heniiz aksonal rejenerasyonun tamamlanmamis olmasi nedeni
ile bizim calismamizdaki EMG sonuglar1 ile kesin bir degerlendirme yapmak dogru bir

yaklagim degildir.
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Periferik sinir onarimi modellerinde histolojik incelemenin ana hedefi: rejenere olan
aksonlarin gosterilmesi ve rejenerasyon beklenen alanin ne kadarlik kisminin aksonal
rejenerasyona ayrildiginin tespit edilmesidir. Ancak onarim alanindaki mutlak akson
sayilarmin tespit edilmesine ragmen bu sayilarin tek basina degerlendirilmesinin her zaman
dogru sonu¢ vermeyebilecegi bilinmelidir. Bu calismada bu sorunu engellemek i¢in akson
sayisi/onarmm alani oranini kullandik. Incelenen tiim deneklerde rejenere olan aksonlar tespit
edildi. PHB ve chitosan modifikasyonu ile hazirlanan yapay tiibiiler greftin tek basina
kullannminin aksonal rejenerasyonun gelisimesine katki sagladigi tespit edildi. Yapay tiibiiler
greftlerin biyomekanik ozellikleri ve direngleri ile ilgili olarak sozii edilen kollapsin bu
calismada kullanilan PHB ve chitosan modifikasyonu ile elde edilen tiibiiler greft ile
asilabilecegi gosterildi. PHB yap1 iskelelerine uygulanan yiizey modifikasyonlarmin in vitro
diizeyde {iizerlerindeki kok hiicrelerin gelisimlerine ve hiicrelerin yonlenmelerine dolayisiyla
rejenerasyona olumlu etki ettigi gosterildi. Bu c¢alismada bu amagla sinir rejenerasyonu
yoniine paralel yoOnlendirilmis nanofiberlerden olusan bir ylizey modifikasyonu ile
rejenerasyona olumlu katkist olabilecek sonuclar elde edildi. Ancak tiibiiler greft igerisinde
rejenere aksonlar olmakla birlikte bunlarin daha ¢ok tiibiiler greftin merkezinde yerlestigi ve

tiibiiler grefte komsu yiizeyde ince bir bag dokusu reaksiyonu oldugu gozlendi.

Bu calismadaki sonuglar aksonal rejenerasyon agisindan otogreft grubunun diger
gruplara gore daha 1iyi aksonal rejenerasyon sagladigmi gostermektedir. Tek basma
kullanildiginda yapay tiibiiler greft aksonal rejenerasyon saglamistir fakat bu yeterli bir sonug
degildir. Yapay tiibiiler greft-kok hiicre grubunda ise aksonal rejenerasyon yapay tiibiiler greft
grubuna gore daha iyidir. Bu sonu¢ hMSC’lerin vucuttaki pek ¢ok doku ile birlikte periferik
sinir dokusunda da rejenerasyona katki sagladigmi gostermektedir ve literatiir verileri ile

uyumluluk gostermektedir (27,28,29).

hMSC’lerin sinir sistemi hastaliklarinda tedaviye olumlu katkilarini gosteren
calismalar her gegen giin artmaktadir. Bu c¢alisma santral sinir sisteminde oldugu gibi periferik
sinir sistemi rejenerasyonu ile ilgili bilgilerimize katki saglamaktadir. Bu tip ¢aligmalarda
unutulmamasi gereken baska bir unsurda periferik sinir rejenerasyonunun zamanla daha da

artabilecegidir. Bu nedenle daha uzun takip siireli yeni ¢aligmalar gereklidir.
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6. SONUC

Sonug olarak bu calismada ratlarda gerceklestirilen deneysel siyatik sinir yaralanmasinda:

1) Deneysel siyatik sinir yaralanma modelinde otogreft kullanimmin halen diger
yontemlere {istiin oldugu gosterildi.

2) Deneysel siyatik sinir yaralanma modellerinde kullanilan entiibiilasyon stratejileri ve
kok hiicre uygulamalarinin daha da gelistirilmesinin gerektigini ortaya koydu.

3) Bu c¢alismada kullanilan yapay tiibiiler greftlerin tek basina veya mezensimal kok
hiicrelerle birlikte kullaniminin rejenerasyon caligsmalarina katkida bulundugu tespit
edildi.

4) Bu calismada kullanilan PHB ve chitosan modifikasyonu ile hazirlanan yapay tiibiiler
greftlerin  biyomekanik direnglerinin olduk¢a saglam oldugunu ve kollapsin
olusmadigmi gosterdi. Dolayisiyla rejenere olan aksonlarin arttigini ortaya koydu.
Ancak gelecek vaad eden bu materyalin daha da gelistirilmesinin uygun olacagi
diistiniildi.

5) Yapay tiibiiler greftlerin tek basmna kullaniminda elde edilen rejenerasyon miktarinin
kok hiicreler ile birlikte kullanimima goére daha az oldugunu gosterdi. Bu nedenle
mezensimal kok hiicrelerin erken veya ge¢ donemde ¢esitli etkilerle periferik sinir
rejenerasyonuna katkida bulundugunu ortaya koydu.

6) Bu biyomateryale kars1 olusan fibrotik reaksiyonun olusturdugu skar dokusunun tek
basmma PHB materyali kullanilan ¢alismalara gore daha az miktarda oldugu tespit
edildi.

7) Deneysel siyatik sinir yaralanma modelinde elde edilen SFI degerlerinin istenilen
diizeyde olmadigi ve fonksiyonel iyilesmenin izlenebilmesi icin daha uzun siireli

calismalara ihtiya¢ duyuldugunu ortaya koydu.

Gerek greftlerin yapisal ozelliklerinin gelistirilmesi, gerekse sinir rejenerasyonuna
destek saglamak {tizere kullanilan dolgu maddeleri iizerindeki arastirmalar sinir onarim
yontemi olarak kullanilabilecek sayisiz secenekler ve kombinasyonlar sunmaktadir. Dahas1
bugiin anladigimiz anlamda iyi bir greftin 6zelliklerine sahip malzemelerin ve fizyolojik
mekanizmalarda rolii oldugu anlasilan molekiillerin sayist her gecen giin artmaktadr. Kok
hiicre caligmalar1 ise periferik sinir onarimima yepyeni bir bakis a¢is1 sunmaktadir. Yapilacak

olan periferik sinir hasar1 ¢alismalarinda kok hiicrelerin nanoparcaciklar ile isaretlenmesiyle
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deney sonunda yapilacak immiinhistokimyasal incelemeler sayesinde kok hiicrelerin

rejenerasyon siirecine nasil bir katk1 sagladigi da aydinlatilabilecektir.

Stiphesiz ki periferik sinir onariminin ideal tedavisine ulagsmak i¢in alinmasi gereken
onemli bir mesafe vardir. Bugiine kadar elde edilen bilgilerle hasarlanma sonrasinda
gerceklesen dejenerasyon ve rejenerasyon siirecleri tam olarak anlasilmis degildir ve bu

siire¢lerin anlasilmasi bu konudaki ilerlemelere temel olusturacaktir.
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