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1. GIRIS VE AMAC

Periferik sinir hasar1 travma, timor eksizyonlari gibi nedenlere bagli olarak sivil ve
askeri hayatta siklikla rastlanilan bir durumdur. Amerika ve Avrupa’da yilda yaklasik
100.000 hasta periferik sinir hasar1 nedeniyle ameliyat edilmektedir. Bu siklik kisi ve
toplumlar tizerinde ciddi bir sosyoekonomik yiik olugturmaktadir. Amerika’da sinir

hasari nedeni ile yilda yaklasik 150 milyar dolar sigorta harcamasi yapilmaktadir. (1-4)

Sinir dokusunun anatomi ve fizyolojisinin daha iyi anlasilmasi, mikrocerrahi
yontemlerin gelismesiyle birlikte periferik sinir onarmminda ciddi gelismeler
kaydedilmesine ragmen hala altin standart olan uc uca tamirlerde miikemmel sonuglara
ulagilamamistir. Bu acidan sinir tamirini iyilestirmek amaciyla ¢ok fazla caligmalar
yapilmis ve yapilmaktadir. Sinir tamirlerinin iyilestirilerek daha etkili sonuglar alinmasi
sadece travmaya bagli sinir hasarlarinda degil, timor eksizyonu gibi doku hasarlar1 ve
defektlerinin s6z konusu olabilecegi durumlarda, sinir primer tamiri veya greftlenme
tekniklerinin 1iyilestirilebilmesi, sakatliklarin azaltilabilmesi, sonraki multipl cerrahi
islemlerden kaginilmasi saglabilmesi agisindan da son derece onemlidir. Ayrica son
yillarda popiiler hale gelen kompozit doku nakilleri (fonksiyonel kas transferleri,
ekstremite replantasyon ve transplantasyonlari, yiliz transplantasyonu) i¢in de daha iyi

fonksiyonel sonuclar elde edilebilecektir.



Ven greftleri, sinir tamirlerinde kilavuz olarak kullanilmakta olup sinir
rejenerasyonlarina metabolik katki saglayarak akson rejenerasyonunu destekledikleri,
fibrozise karsi bariyer gorevi gordiikleri ve bu sekilde sinir rejenerasyonunu
iyilestirdikleri gosterilmistir. Mezenkimal kok hiicreler de sinir tamirlerinde sinir
rejenerasyonunu artirmak amaciyla kullanilmakta ve basarili sonuglar alinmaktadir.
Kok hiicrelerin  Schwann hiicrelerine doniisme, schwann hiicre sayilarmi ve

rejenerasyon kapasitelerini artirma potansiyelleri bilinmektedir.

Bu c¢aligmada, sicanlarda siyatik sinir hasar1 olusturulup, primer sinir tamirlerinde
yeni bir teknik gelistirilerek ven greftleri yardimiyla siitiirlerin tamir hattindan
uzaklastirilmasi ve ven greftlerinin ayn1 zamanda mezenkimal kok hiicrelere rezervuar
olarak kullanilmasi amag¢lanmistir. Bu sekilde, ven grefti yardimiyla siitiirsiiz tamir
uygulanan teknigin, siitlirlerin, ve mezenkimal kok hiicrelerin primer tamir bolgesindeki

etkisi arastirilip geleneksel yontem olan epindral sinir tamirleri ile kiyaslanmustir.

Calismamiz Tubitak 3001 proje kapsaminda SBAG tarafindan desteklenmistir.

2. GENEL BILGILER

2.1 Tarihce



Periferik sinirler tarihte ilk defa Herophilus tarafindan M.0.300 yillarinda
tendonlardan ayirt edilmistir. Herophilus titiz bir diseksiyonla periferik sinirleri spinal
korda kadar izlemis ve devamliliklarini ortaya koymustur. M.S. 100 yillarinda Galen
sinir konseptini daha ayrintili tanimlarken, ilk sinir tamiri 7. yiizyilda Paulus Aegineta
tarafindan yapilmistir. M.S 900 yillarinda Rhazes sinir tamirlerinin ilk acik ve

tanimlayici referansini vermistir. (5, 6)

1795 yilinda Cruikshank sinir tamirinden sonra distal ekstremitede sinir
iyilesmesini ve geri doniisiimiinii gozlemlemistir. Mikrocerrahi sinir tamiri ise periferik
sinir anatomisi ve fizyolojisi lizerinde genis deneyimler kazanildiktan sonra ilk defa
1873 yilinda Huenter tarafindan tanimlanmistir. 1900’lerin basinda Cajal aksonlarin
noronlardan rejenere olduklarini ve salinan kemotrofik maddelerin bu siirece rehberlik
ettigini gostermistir. 1945 yilinda Sunderland sinir tamirleri igin mikrocerrahi modern

teknikleri ortaya koymus ve modern mikrocerrahinin temellerini atmistir. (6)

2.2 Anatomi ve Histoloji

Periferik sinir sistemi dort ana bilesenden olusur. Bunlar: (1) Néron ve aksonlari
(2) Schwann hiicreleri (3) Bag doku elemanlar1 (4) Kan damarlarini olusturan ve

damarlarda dolasan hiicrelerdir.



Noronlar, hiicre govdesi ve devamlart olan aksonlardan olusurlar. (Sekil 1)
Aksonlarda, yiiksek enerji gereksinimlerinden dolay1 bol mitokondri ve sinirsel iletiyi
saglayan, aksonal transportta goérevli mikrotiibiil, mikroflaman,néroflaman gibi
sitoskeletal birimler bulunur. Tum aksonlarin etrafin1 Schwann hiicreleri bir kilif gibi
sarar. Bazi aksonlarda, Schwann hiicreleri plazma membrant multipl lameller
olusturarak myelin kilifi olustururken diger hiicrelerde bunu olusturmayabilir. Bu
seklide periferik sinir hiicreleri myelinli ve myelinsiz olmak iizere iki yapisal sekilde
incelenir. (Sekil 2) Myelin kiliflarda aralikli kesintiler mevcut olup bunlara Ranvier
bogumlar1 adi verilir. Bu bolgelerde her ne kadar myelin kilif olmasa da Schwann
hiicrelerinin bazal laminalar1 devam etmekte olup sinir elektriksel iletisi Ranvier
bogumlarinda atlayarak iletildigi i¢in bu aksonlarda ileti hizlidir. Myelinli aksonlarda
sinir h1iz1 100m/sn ve iizerinde iken myelinsiz aksonlarda sinir hiz1 cok daha yavastir ve

yaklagik 1 m/sn’dir.

Dendrit

Dendrit

Ranvier
Bogumu

“~_Schwann
Hucresi

Nukleus Kihf

Sekil 1. Sinir hiicresi yapisi



Sekil 2. Akson enine kesitinin elektron mikroskobunda gérinimu (Mi, mitokondri; MS, Miyelin

kilif; Sc, Schwann Hiicresi; Pe, perinoryum; BL, Bazal Lamina; CL, Kollajen fibriller)

Aksonlarin Schwann hiicreleriyle sarilmis sekline sinir lifleri ad1 verilir. Sinir
lifleri duysal, motor veya her iki iletiyi de saglayan karigik tiplerden olusur. Myelin
kilifli hiicreler elektron mikroskobunda rahatlikla ayirtedilebilirken bunlarin duysal
veya motor ndron olup olmadiklarimi elektron mikroskobunda ayirt etmek giincel

literatiir bilgisiyle miimkiin degildir.

Sinir liflerinin etrafi bag dokudan olusan endondryum ile ortaliidur. Aksonlar
endondryum icerisinde seyreder be buradan beslenirler. Sinir lifleri bir araya gelerek
fasikiilleri olusturur. Herbir fasikiil perindryum ile cevrilidir. Perinéryum periferik
sinirin biyomekanik dayanikliligini saglayan en onemli yapidir. Epindryum tiim
fasikilleri saran ve perindryum ile cevrili fasikuller arasinda seyreden bag doku

yapisidir. Ana gorevi fasikiilleri beslemek ve korumaktir. (Sekil 3)
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Sekil 3. Periferik sinir organizasyonu ve ana bilesenleri (Pe, perinéryum; Ep, epinéryum; BV, Kan
damari; Nf, Sinir lifi; MS, Miyelin kihf; Cap, Kapiller) Ana sekil epinéryum, perinéryum ve
endonéryum hiyerarsisini gostermektedir. A. Hematoksilen & eozin boyama aksiyel kesitte sinirin

farkh biiyiitmelerde (A: 50X, B: 150X, C: 500X) enine kesitleri (Sekil Netter's Essential Histology,

Second Edition, 2013, 2008 by Saunders, Elsevier Inc.’den alinmistir)

Periferik sinirlerin vaskiilarizasyonu sik anastomozlu bir agla saglanir. Bu
vaskiilarizasyonu saglayan iki major ve bir minor longitidunal sistem vardir. Birinci

major kaynak sinir yuzeyindeki epinéryumda seyrederken ikincisi interfasikuler



https://www.clinicalkey.com/
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epinoral alanda seyreder. Major kaynaklar goreceli olarak sabit bir pozisyondadirlar.
Minor sistem ise endondryum ve perindryum igerisinde seyreder. Longitidunal
sistemler arasinda ise diizensiz araliklarla besleyici gorev goren segmenter arterler
bulunur. Endondryumlarda seyreden kapillerler kan-beyin bariyeri gorevi gérmektedir.
Bu boélgedeki kapillerlerdeki endotel hiicreler arasinda siki baglantilar (tight junction)

makromolekiillerin ge¢isini engelleyerek bunu saglamaktadir. (6-10) (Sekil 4)

Epinéral Longitidunal

Endonéral Vaskile
Sistem

Rejyonel
Besleyici Arter

Ekstrinsik Arter

Perinéral Vaskiler
Sistem

Sekil 4. Periferik sinir vaskiilarizasyonu (Sekil Lundborg G: Nerve Injury and Repair. New

York: Churchill Livingstone, 1988, p 43.” Den alinmustir.)

2.3 Periferik Sinir Hasar1 Simiflandirmasi



Seddon II. Diinya savasi sirasinda sinir yaralanmasi olan askerleri inceleyerek
sinir hasarlarin1 noropraksi, aksonotmezis ve norotmezis olarak ilice ayirmistir.
Noropraksi lokal myelin hasarini belirtirken genellikle kompresyona sekonder olusur.
Akson devamliligit bozulmamistir ve hasar distalinde dejenerasyon olusmaz.
Aksonotmezis, konnektif bag dokudaki kismi devamlilikla birlikte akson devamliliginin

bozulmasidir. Norotmezis en siddetli formudur ve sinirin tiimiinde olusan hasar1 ifade

eder. (5, 11)

Sunderland daha sonra Seddon siniflamasindaki aksonotmetik hasarlarin farkli
prognozlar1 oldugunu farkederek bu siniflamay1 modifiye etti. Seddon siniflamasindaki
aksonotmezi saglam kalmis konnektif bag doku miktarina gore ii¢ farkl tipe ayirdi.
Noropraksi Sunderland siniflamasinda tip 1 olmakla birlikte birkag hafta ya da ay

icerisinde kendiliginden iyilesebilir.

Sunderland tip 2 hasarlarda endondryum, perindryum ve epindryum saglam iken
aksonlarin bitiinliigiinde bozulma olmustur. Endondryumlar saglam oldugu igin
rejenere olacak aksonlar orjinal dogrultularina yonlenebilir ve birkag ay i¢inde tam

fonksiyonel geri doniis beklenir.

Sunderland tip 3’te perinéryum ve endondryum saglam iken endondryum
biitiinliigli bozulmustur. Bu tip hasarlarda hiicre govdelerinde retrograd hasar s6z
konusudur ve geri doniis tam degildir. Ayrica saglam endonéryum olmadigindan akson
rejenerasyonunu bozan interfasikiiler fibrozis olugsmaktadir. Ayrica ge¢ iyilesmelerde

uc organlarda da degisiklikler olacagi i¢in bu tam bir iyilesmeyi engeller.



Sadece epindéryumun saglam oldugu hasarlar Sunderland tip 4 yaralanmalardir.
Bu tip yaralanmalarda retrograd noronal hasar ve intrafasikiiler fibrozis yogun oldugu
icin minimal bir iyilesme ve geri doniis beklenir. Bu tip yaralanmalar hasarli segmentin
eksizyonu ve sinirin cerrahi tamirini gerektirir. Norotmezis ise Sunderland tip 5 hasardir

ve kendiliginden iyilesmesi s6z konusu olmadigindan cerrahi tedavi gerekir. (10)

Tablo 1. Periferik Sinir Hasar1 Siniflandirmasi

Seddon Sunderland Patofizyolojik Ozellik

Noropraksi Tip 1l Kompresyona sekonder lokal myelin hasari

Aksonotmezis Akson biitiinliigi kaybolmus; endondryum,
Tip 2

perindryum, epindryum saglam

Tip 3 Akson ve endondryum biitiinliigii kaybolmus;

perindryum ve epindryum saglam

Tip 4 Akson, endondryum ve perindryum biitlinligii

kaybolmus; epindryum saglam

NOrotmezis Tip5 Sinir biitiinliigiiniin tamamiyla kaybolmasi




2.4 Periferik Sinir Hasarinda Noron Cevabi: Sinir Dejenerasyonu

Sinir kesisini takiben, aksonlarin hiicre govdeleri rejenerasyon amagli artmis
metabolik tiikketim nedeniyle siser. Bazi hiicreler, 6zellikle proksimal aksonal kesilerde,
apoptoza gider ve kalici olarak rejenere olan noron sayist azalir. Periferal sinir
sisteminin glial hucreleri olan Schwann hiicreleri kemotaktik uyaranlarla myelinizan
fenotipten fagositik fenotipe doniisiir ve ayn1 zamanda ortama makrofajlar ¢cagrilir. Bu,
distal sinirde olan akson ve myelin disintegrasyonuna neden olan Wallerian
dejenerasyonunu baslatir. (12, 13) Wallerian dejenerasyonda distal sinirde aksonal
hiicre iskeleti graniiler yapilariin biitiinligii bozulur. Schwann hiicre ve makrofajlar
hiicre debrislerini temizleyerek geriye sadece bazal membrani birakirlar. Wallerian
dejenerasyonu strecinde Schwann hicreleri p75, néronal blylime faktori ve
kemoatraktan maddeler iiretecek sekilde morfolojik degisiklige ugrarlar. (6, 14, 15)

(Sekil 5A, B)
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Sekil 5. Periferik sinir hicresi dejenerasyon ve rejenerasyonu A. Akson transeksiyonu B. Hasar
alam distalinde Wallerian dejenerasyonu C. Biiyiime konisi bazal lamina tiipiine dogru rejenere
olur D. Schwann hiicreleri Biingner bandlarimi olusturmak iizere hizalamir (Sekil Seckel BR:
Enhancement of peripheral nerve regeneration. Muscle Nerve 1990;13:785-800. Copyright 1989

Lahey Clinic.’ten alinmstir)

2.5 Sinir Rejenerasyonu

Wallerian dejenerasyonun ardindan bazal membrani saglam olan Schwann
hicreleri kendilerini longitidunal olarak hizalayarak Biingner bandlar1 olarak
adlandirilan kolonlar1 olusturur. Bu kolonlar proksimal ve distal bazal membranlar
arasinda aksonal tomurcuklanmalar icin rehber olur ve bliyiimeyi destekleyici bir
mikrogevre olusturur. Endondéral tlipler kaybolarak Schwann hiicrelerive makrofajlarla

dolar. (16)
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Rejenere olan aksonun ucunda biiyime konisi (growth cone) olarak adlandirilan
hareketli cisimcik vardir. Bu cisimcikler i¢i aktin polipeptidlerden olusan parmaksi
cikintilar olan filopodialardan olusur. Filopodialar i¢indeki aktinler kontraksiyon
ozellikleriyle aksonlarin uzamasini saglarlar. Biiyiime konisi bu surecgte proteaz

salgilayarak yoluna ¢ikan matriks yapiy1 ¢ozerek akson rejenerasyonu icin yol agar.

Buytme konisi norotrofik faktorler gibi molekiillere cevap olarak varligim
strdiirlir, uzar ve sinir matiirasyonu saglanir. Norotrofik faktorler denerve motor ve
duysal reseptorlerde bulundugu gibi Schwann hiicrelerinde de bulunur. Sinir biiyiime
faktori (NGF), siliyer norotrofik faktér, motor sinir blyiime faktori baslica norotrofik
faktorlerdendir. Laminin, fibronektin, N-kaderin gibi glikoprotein yapilarin da sinir

rejenerasyonununu aktive ettigi gosterilmistir. (6, 12, 13) (Sekil 5C, D)

2.6 Primer Sinir Tamirleri ve Literatiir Ozeti

Sinir tamirlerinde altin standart sinir uglarinin u¢ uca getirilip epindral siitiirize
edilmesidir. (2, 4) Sinir uglari izerindeki nérovazoryumlar hizalanarak ayni fasikiillerin
kars1 karsiya gelmesi saglanir ve minimal bir gerginlikle epindryumlardan 9-0 ya da 10-
0 emilemeyen siturlerle dikilir. (Sekil 6) Bu teknikte optimal sinir rejenerasyonu igin

sinir uglariin 1iyi hizalanmasi, gerginlik olmamasi, tamir edilen dokuya en az zarar
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verilmesi, skarlasmay1 azaltmak i¢in minimal sayida siitiir atilmasi gerekir. (17-20) Her
ne kadar bu sartlar cerrahide titizlikle uygulansa da hala miikemmel sinir tamiri
sonuclarina ulagilamamistir. Siitiir inflamasyonu, intra ve ekstra noral skar dokusu,
akson ve norotropik faktorlerin etraftaki dokulara kagmasi, aksonlarin iyi
hizalanamamasi1 ve ¢ok yavag rejenerasyon hizi gibi nedenler sinir tamir sonuglarin

sintrlandirmustir. (13, 21, 22) (Sekil 7)

I Vﬂ N Fasiki
| |
i ]
. 7
Kesi hatt
Sekil 6. Epindral tamir
SOtar

//’

Fasiki

Sekil 7. Epinoral tamirde fasikiil uclarinda dizilim bozuklugu olusma riski

Sinir tamirlerinde daha iyi sonuglarin elde edilmesi ve mikrocerrahi

tekniklerdeki gelismeler molekiiler biyolojinin klinik uygulamalarda kullanilmasina
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bagli olarak artmaktadir. Schwann hiicreleri ve mezenkimal orjinli kok hiicreler aksonal

biliylimeyi desteklemeleri ve norotropik sitokinler salgilamalart agisindan ilgi ¢gekicidir.

(13, 23-25)

Siemionow ve arkadaslar: distal sinir giidiigiindeki epindryumu 2 mm kivirarak
proksimaldeki sinir giidiigiiniin lizerine Ortmiis ve epindéryuma dikmislerdir. Standart
epinoral tamir teknigine gore daha basarili sonuclar almislardir. Basarili sonuglari
kompresyon ve gerginligin tamir bélgesinden proksimal epindryuma taginmasi, epindral
kilifin biiytime ortami igin bir rezervuar gorevi gérmesine atfetmislerdir. (26-28) (Sekil
8) Yavuzer ve arkadaslar1 yine kullandiklar1 epindral kilif yontemiyle rejenerasyon
bolgesinde siitlir sayisin1 ve fibrozisi azaltarak daha basarili sonuclar elde etmislerdir.

(29)

Epindral kilif

SOtar

Sekil 8. Epinoral kilif olusturulak yapilan sinir tamiri

14



Ven greftleri farkli ebat ve uzunluklarda ulasilabilirdir ve rejenere olan
aksonlara metabolik destek saglar. Ayrica ven duvari skar olusumuna kars1 bir bariyer
olarak gorev gorur. (30) Ayni zamanda ven duvarindaki kollajen ve lamininden zengin
dokunun sinir rejenerasyonunu artirdigi diisiiniilmektedir. (31) Elektrofizyolojik ve
histolojik olarak yapilan ¢aligmalarda ven greftlerinin akson rejenerasyonu saglama
kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir. (32, 33) Levine ve arkadaslar1 rodent femoral
veninde sinir rejenerasyonunu artirma kapasitesine sahip sinir biiylime faktorlerinin
eksprese edildigini gostermislerdir. (34) Foroutan ve arkadaslar siganlarda siyatik sinir
u¢ uca tamir sonrasi ven kilifi yerlestirmisler ve standart ug uca tamirlere gére daha iyi

sonuglar almislardir. (35)

Stitiir etkilerinin azaltilmas1 amaciyla primer sinir tamirlerinde fibrin yapistiricilar
kullanilmistir. Sinir uglart hizalanarak iki stitiirle tesbit edildikten sonra fibrin yapistiric
kesi hattina uygulanmis ve olumlu sonuglar bildirilmistir. (21, 36, 37) Lazer yontemi de
sinir etrafina uygulanan sentetik polimerler isitilarak sinir giidiiklerini tesbit etme
seklinde uygulanmistir. Her ne kadar basarili sonuclar bildirilmis ise de gec¢ iyilesme,
dokuda catlak ve yariklar, zayi1f mekanik stabilite ve termal hasar gibi dezavantajlari s6z

konusudur. (21, 38, 39)

2.7 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Sinir Tamirlerinde Kullanim ve Etkisi
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Son yillarda yapilan ¢alismalarda kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler
sinir rejenerasyonunu artirmak amaciyla kullanilmigtir. (40, 41) Mezenkimal kok
hiicreler kemik, kikirdak, yag ve kas gibi farkli dokularin rejenerasyonunu artiran
multipotansiyel hiicrelerdir. Ayrica kemik iligi kaynakli mezankimal kok htcrelerin
multipotens kapasitesi sitokin ve ndrotropik faktorlerin salinimi ile artirilir. (13, 42) Bu
faktorler direkt salinma veya hiicre-hiicre baglantilariyla endojen Schwann hiicreleri
uyarilarak bu hiicrelerden salinma seklinde olur. Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerden ve endojen Schwann hiicrelerden NGF, BDNF, GDNF, NT-3 gibi buyume

faktorlerinin salindig1 gosterilmistir. (42-44)

Kemik iligi kaynakli mezankimal kok hucreler sinir rejenerasyonunu ve aksonal
rejenerasyonu artirma Kapasitesine sahiptirler. (42, 45-47) Cuevas ve arkadaslari
farklilasmamis kemik iligi kaynakli mezankimal kok hiicrelerin periferik sinir
hasarlarinda yararli etkileri olduklarin1 gdstermislerdir. (48, 49) Walsh ve Midha
tarafindan yazilan derlemede kok hiicre tabanli tedavi stratejilerinin klinik uygulamada
timit vadedici oldugunu vurgulamislardir. (50) Kemik iligi kaynakli mezankimal kok
hicrelerin aym zamanda VEGF, bFGF, HGF ve angiopoietin-1 gibi angiogenik
faktorler salgiladigi gosterilmistir. (44) Hipoksinin anjiogenik ve norojenik faktorleri
potansiyelize ederek artmis vaskiilarizasyon ve sinir lifi olusumunu artirdig
bulunmustur. (51) Kok hiicreler ayn1 zamanda IL-6, I1L-7, IL-8, IL-11, TNF-a gibi
immunsupresif sitokinler salgilayarak ve ana dokuda lokalize immunsupresif etki

gosterir. Bu etkiler Inflamasyon ve fibrozisi engelleyerek sinir rejenerasyonunu ve
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iyilesmeyi hizlandirir. (52) Ayni zamanda kok hiicreler CD40, CD80 gibi MHC
molekiilleri sentezlemedikleri icin immunojenik degildirler ve lenfosit cevabi
olusturmazlar. Bu 6zelliklerinden dolay1 allojenik olarak kullanilabilirler ve bu islemin

hizlanmasini saglarlar. (53)

Periferik sinir rejenerasyonlarinda aksonal biiyiime ve yenilenme rejenearsyonun
onemli bir gostergesidir. (54) Akson biiylimesi ve yenilenmesi akson yapilanmalari olan
norotibul, noéroflament  gibi  sitoskeletal  proteinlerdeki  R-111  tubulinin
immunohistokimyasal tanimlanmalar1 ile degerlendirilmektedir. (55-57) Growth
associated protein-43’de yeni olusan ve heniiz néroflament eksprese etmemis aksonlara
0zgli olup akson olugmasini degerlendirmek amaciyla immunohistokimyasal olarak

degerlendirilmektedir. (58)

3. GEREC VE YONTEM

Onerilen proje Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu tarafindan incelenmis olup, Kurulun 04/11/2015 tarih ve 10 sayili toplantisinda
gerceklestirilmesinin  uygun olduguna karar verilmistir. (Karar no: 66332047-

604.01.02)
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3.1 Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu Ve Karakterizasyonu

Ksilazin ve ketamin derin anestezisi altinda sakrifiye edilen yeni dogmus iki adet
siganin femurlarindan steril besi yeri (DMEM/Lonza, Belcika) ile yikama yontemi
kullanilarak kemik iligi alindi.

Fikol (Biocoll / Sigma Aldrich) solusyonu ile dansite gradient ydntemi
kullanilarak elde edilen mononukleer hiicreler T25 flasklara i¢inde %20 Fetal bovine
serum (Lonza, Belcika), %2 L-Glutamine (Lonza, Belcika),%1
Penicilin,Streptomycin,Amphotericin (Biological Industries, israil) ve %77 Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM/Lonza, Belgika) i¢eren besi yeri eklenerek %5 CO2’li
inkiibatore yerlestirilip ti¢ giinde bir besiyeri degisimi yapildi. Hiicrelerin gelisimi Leica
invert mikroskobu(Leica, Almanya) ile gozemlendi. 15 giin sonra hiicrelerin gelisimi de
gdz oOniinde bulundurularak pasaj islemi yapildi. Ikinci pasaj sonunda hiicreler
CD11b/c(BD, USA), CD45(BD, USA), CD90 (BD, USA), CD44(BD, USA),
CD73(BD, USA), CD 105(BD, USA), yiizey markerlarina gore flow sitometri cihazinda
(FACSAria IILLUSA) tammmlandi. Ikinci pasaj sonrasindaki hiicreler farklilasma
yontemleriyle adiposit, osteosit, kondrosit hiicrelerine farklilastirildi. Hicrelerin
Countess® Automated Cell Counter (Invitrogen,USA) cihazinda hem sayisina hem de
canliligina bakildi.

Mezenkimal Kok Hiicre Adiposit Farklilagsma Metodu: Adiposit farklilasma icin

Adiposit Diferansiyasyon Basal Mediumu ve suplementi(Gibco, USA) kullanild. ikinci
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pasaja gelen hiicreler adiposit besiyeri ile ti¢ giinde bir besiyeri degisikligi yapilarak
iclincli hafta sonunda Oil Red (Diagnostic BioSystem, USA) ile boyama islemi
gergeklestirildi. Yag hiicreleri Leica invert mikroskobu ile goriintiilerek ve yag hiicreleri
belirlendi.

Mezenkimal Kok Hiicre Osteosit Farklilasma Metodu: Osteosit farklilagma igin
Osteosit Differansiyasyon Basal Mediumu ve suplementi (Gibco, USA)
kullanilacak.ikinci pasaja gelen hiicreler osteosit besiyeri ile ii¢ giinde bir besiyeri
degisikligi yapilacak. Ugiincii hafta sonunda Von Kossa (Diagnostic BioSystem, USA)
ile boyama iglemi gergeklestirilecek. Osteosit hiicreleri Leica invert mikroskobu ile
goruntilecek ve osteosit hiicreleri belirlenecek.

Mezenkimal Kok Hiicre Kondrosit Farklilasma Metodu: Kondrosit farklilagsma
icin Kondrosit Differansiyasyon Basal Mediumu ve suplementi (Gibco, USA)
kullanild1. ikinci pasaja gelen hiicreler kondrosit besiyeri ile ii¢ giinde bir besiyeri
degisikligi yapilarak Ug¢iincii hafta sonunda Alcian Blue (Diagnostic BioSystem, USA)
ile boyama islemi gergeklestirildi. Kondrosit hicreleri Leica invert mikroskobu ile

goruntilenerek ve kondrosit hiicreleri belirlendi.

Hiicreler mikroenjektorlere yerlestirilerek cerrahi islemlerde uygulanmak iizere

hazirlandi.
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3.2 Hayvan Modellerinde Cerrahi islem Ve Mezenkimal Kok Hiicrelerin

Uygulanmasi

Calismada 30 tane 250-300 g araliginda erkek Wistar ratlari kullanilmastir.
Denekler oda sicakliginda, 12 saatlik karanlik/aydinlik dongiisiiyle kafeslerde
saklanmustir. Cerrahi prosedir intraperitoneal ketamin (45mg/kg)+ intramuskiler
xylasin (2,5mg/kg) anestezisi altinda, tek bir cerrah tarafindan, sol alt ekstremitede,
operasyon mikroskobu (Zeiss, Germany) ve mikrocerrahi aseptik aletler (S&T,

Switzerland) kullanilarak siyatik sinir tizerinde uygulandi.

Otuz adet sigan her grupta alt1 adet olacak sekilde rastgele bes gruba ayrildi.
Birinci grupta (K) primer epindral tamir uygulandi ve bu grup kontrol grubu olarak
kabul edildi. Ikinci grupta (SV) epindral tamir iizerine ven grefti uygulandi. Ugiincii
grupta (MSV) epindral tamir izerine ven grefti uygulanarak ven icine BMSC enjekte
edildi. Dordiincii grupta (V) ven grefti ile siitlirsiiz tamir teknigi uygulandi. Besinci
grupta (MV) ise ven grefti ile siitiirsiiz tamir teknigi uygulanarak ven igerisine BMSC

enjekte edildi.
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Sekil 9. Eksternal juguler ven (EJV) grefti alinmasi. A. Boyun anterolateralinden insizyon yapilip
yag doku kaldirilarak vene ulasihir. B. EJV proksimalde ii¢ dala ayrilirken en distalde subklavian
vene drene olur. Ven proksimalde dallara ayrilma distalde ise subklavian ven bileskesinden

baglanarak kesilir.(Kirmizi oklar)

3.2.1 Ven Grefti ile Siitiirsiiz Tamir Teknigi (V, MV gruplarr)

Denek supin pozisyonda yatirilip mikroskop ve mikrocerrahi aletleri
kullanilarak servikal anterior-lateral insizyon yapildi. Sol eksternal juguler ven bulunup
proksimal ve distalinden 10-0 naylon sutlrlerle (Dogsan A.S., Trabzon) ligate edilerek
yaklagik 10 mm uzunlugunda bir segment ¢ikarildi. (Sekil 9) Denek daha sonra pron
pozisyona getirilerek sol posterior uyluktan oblik insizyon yapildi. Mikroskop ve
mikrocerrahi aletler esliginde priformis altinda siyatik sinir bulunarak distaldeki tibial
ve peroneal sinir bifurkasyonlarina kadar eksplore edildi. Siyatik sinir bifurkasyonun
6mm proksimalinde keskin bir bistri ve sinir tutucu (nerve holder) (S&T, Switzerland)

yardimiyla kesildi. Alinan ven grefti forseps ya da dilatatér yardimiyla esnetilerek
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siyatik sinir ile uygun capa getirilip kesilmis proksimal sinir ucuna gecirildi. Proksimal
ve distali venle birlestirme islemi, sinir uglar1 ve venin yumusak doku &zelliginden
dolay1 uygulamasi zordur. Bu nedenle biz aldigimiz ven greftini kayganlik saglamak
amaciyla izotonik soliisyon ile yikanmis ortamda dnce proksimal giidiige gegirip daha
sonra vazondryumlar1 hizalayarak sinir uglarini hasar olmayan proksimal ve distal
bolgede epindryumdan gegcirilen gecici bir 10-0 siitiirle gevsekge bagladik. (Sekil 10A)
Gegici tesbit ven greftini kesi hattinin {izerine kaydirmamizi ve 10-0 suturlerle
fiksasyonunu kolaylastirdi. (Sekil 10B, C) Gegici sutlr, bol uygulanma seklinden dolay1
rahatca ¢ikarildi. (Sekil 10C, D) V grubuna bu yontem uygulanirken MV grubuna, ek
olarak mikrosiringa yardimiyla daha énce hazirlanan 2x10° sayida kemik iligi kaynakl

mezenkimal kok hiicre ven igine kesi hattina enjekte edildi.
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Sekil 10. Ven grefti ile sutlrsiz tamir teknigi A. Ven grefti proksimal giidiige gecirildikten sonra
sinir gudukleri gegici bol stturlerle (Beyaz oklar) tesbit edilir. Gegici sttlrler koyulurken epindéral
damarlarin hizalanmasina dikkat edilmelidir. (Kirmuz Kesikli ¢izgi) B. Ven grefti rejenerasyon
alaninin iizerine kaydirilir. C. Ven grefti rejenerasyon alaninin proksimali ve distalinde 180° 10-0
nylon sutdrlerle (Siyah oklar) epinéryuma dikilir. Gegici siitiir (Beyaz ok) bol 6zelliginden dolay1
kolayca kesilerek c¢ikarilabilir. D. Sinir rejenerasyon alaninda siitiir kalmamakla birlikte

damarlarin iyi hizalandig1 ven grefti yardimh fiksasyon saglanir.

3.2.2 Ven Grefti ile Siitiirlii Tamir Teknigi (SV, MSV Gruplarr)

Siyatik sinir bifurkasyonun 6mm proksimalinde keskin bir bistlri ve sinir tutucu

yardimiyla kesildi. Alman juguler ven grefti Once proksimal giidiige gegirilip
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vazonOryumlar hizalandiktan sonra sinir uglari dort adet birbirine 90° 10-0 naylon
sutdirle epindral olarak uc uca dikildi. Ven grefti kesi Gizerine kaydirilarak kesi hattina
proksimalde ve distalde yaklasik 5 mm uzaklikta, birbirine 180° olacak sekilde iki adet
10-0 stdr ile epindryumlara dikildi. SV grubu bu sekilde birakilirken MSV grubuna
mikrogiringa yardimiyla daha &nce hazirlanan 2x10° sayida kemik iligi kaynakl

mezenkimal kok hiicre ven igine kesi hattina enjekte edildi.

3.2.3 Epindral Tamir (Kontrol grubu, K)

Sinir uglar1, vazondryumlar hizalanip sinir giidiikleri ug uca getirilerek dort adet

10-0 nylon siitiir ile birbirine 90° olarak epindral dikildi. (Primer epindral tamir)

3.3 Fonksiyonel Testler

Sinir rejenerasyonu her bes grup icin 4, 8 ve 12. haftalarda pin-prick ve toe

spread testleriyle degerlendirildi.

Pinprick testi sensoryel fonksiyonun doniisiinii degerlendirildi. Forseps

yardimiyla ayak bagparmagi ucundan dize dogru sikarak uyar1 verildi. Ayagini ¢gekme

refleksi 0-3 puan arasinda degerlendirildi. Ayak bilegi istii 1 puan, metatarsal alan 2
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puan, ayak bagparmagi seviyesindeki ¢ekme refleksi 3 puan olarak degerlendirildi.

Cekme refleksi yoksa 0 puan verildi.

Toe-spread testi motor fonksiyonun doniisiinii degerlendirmek i¢in kullanildi.
Hayvan kuyrugundan tutularak ayak bagparmak spontan hareketleri izlendi. Tam ayak
basparmagi ekstansiyon ve abdiiksiyonu normal olarak degerlendirilerek 3 puan verildi.
Ayak bagparmagi sadece abdiiksiyonu 2 puan, herhangi bir hareket belirtisi 1 puan, hi¢

hareket olmamas1 0 puan olarak kabul edildi. (40)

Siyatik sinir fonksiyon indeksi (SFI), 4, 8 ve 12. haftalarda Reynold ve Weiss
tarafindan tanimlanan yontemle 6l¢uldi. Deneklerin ayaklar1 miirekkeple boyanarak
beyaz kagit lizerinde yuritildi. Saglam ayaklart (N) ve hasarli ayaklarmin (E) izleri
belirtilecek su 3 sekilde 6l¢iildii: ayak izi uzunlugu (IPL), ayak izi genisligi (ITS, 1. ve
5. parmak arasi), orta parmaklarin genisligi (IIT, 2. ve 4. parmaklar arasi). Sonuglar 0.1
mm’ye kadar netlik gosterecek sekilde elektronik dijital kumpas (Alpha Tools) dl¢iildii.
SFI’1 Bain ve arkadaslarinin tanimladigi gore su formiille hesaplandi: SFI = —38.3
[(EPL - NPL)/NPL] + 109.5 [(ETS - NTS)/NTS] + 13.3 [(EIT - NIT)/NIT] —8.8 % 0-
11 arasindaki degerler normal sinir fonksiyonunu gosterirken, % -100 tam sinir hasarini,

%-11 ve -100 aras1 inkomplet sinir fonksiyonu geri doniisiinii gosterdigi kabul edildi.

(59, 60)
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3.4 Gastroknemius Kas indeksi

12. hafta sonunda deneklere anestezi altinda intrakardiak kan alimi ile 6tenazi
uygulandi. Bilateral gastroknemius kaslari ¢ikarilarak 1slak kas agirliklar1 dijital 6l¢iim
aleti ile olglldu. Kas indeksi, opere olan tarafin kas agirligi kontralateral tarafa

bolunerek 6lcaldi. (40)

3.5 Immunohistokimyasal Analizler

Gruplara ait tiim periferik sinir 6rnekleri 151k mikroskobik inceleme i¢in ilk
olarak % 10’ luk ndtral formaldehit soliisyonunda en az 72 saat tespit edilerek rutin
takip islemlerinin ardindan parafin bloklar elde edildi ve hazirlanan parafin bloklardan

4-5 mikron kalinliginda / boyuna kesitler alindi.

3.5.1 Hematoksilen-Eozin Boyama Ydntemi

Deney gruplarindan alinan kesitler 58°C etiivde 2 saat bekletildikten sonra, 2x15
dakika ksilole alinarak parafinden arindirilmalari saglandi. Daha sonra lamlar sirasiyla
azalan alkol serilerinden gegirilip (%100, %96, %80, %70, %50) havada kurutuldu. 10

dakika akar suda yikandiktan sonra, Harris Hematoksilen’ de 10 dakika boyand1 ve 10
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dakika akar suda yikandilar. % 70 alkol + 2 — 3 damla glasiyel asedik asit karisimina
batirilip tekrar 10 dakika akar suda yikanan lamlar 15 dakika Eozinde bekletilip 10
dakika daha akar suda yikandiktan sonra artan dereceli alkol serilerinden gegirilerek

(%50, %70, %80, %96, %100), 2x15 dakika ksilole alind1 ve entellan ile kapatidi.

3.5.2 Immiinohistokimyasal Yontem

Polizinli lama alinan kesitler 37 °C’ deki etiivde bir gece tutulduktan sonra
deparafinizasyonu kolaylastirmak amaciyla etiiv 1s1s1 57 °C’ ye ¢ikarilarak 1 saat daha
bekletildi. Camlar deparafinizasyonu tamamlamak i¢in 3 kez 5’er dakika ksilolde
birakildiktan sonra sirasiyla % 100’ lik, % 96 lik ve % 80’ lik alkol serilerinden 3’er
dakika gecirilerek sudan, 2 kez 5’ er dakika distile sudan gecirilerek alkolden kurtarildi.
Doku icerisinde formaldehitin kapattigi reseptor bolgelerinin agiga ¢ikarilmasini
saglamak amaciyla mikrodalga firinda 1 M sitrat tamponuna (pH: 6. 0) (Lot:
MK 160509, Thermo) etkin birakildi. Oda 1sisinda sogutulduktan sonra Pap pen ile kesit
iizerindeki dokularin etrafi ¢izildi. Camlar % 3’ liik hidrojen peroksite etkin birakilarak
dokularda, endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Daha sonra, camlar PBS
(Phosphate Buffer Saline) (pH: 7.4) ile yikandiktan sonra 0Ozgiin olmayan
baglanmalarin engellenmesi amaciyla Ultra V Block (Lot: 1754084A, LifeTech)
uygulandi. Bloklama asamasinin ardindan kesitler yitkanmadan 1/100 oraninda PBS ile

diliie edilmis VEGF (sc-7269, Lot #K1816), GAP-43 (sc-17790, Lot #L.2116), NF-H
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(sc-133165, Lot #A1113) ve MAP-2 (sc-20172, Lot #B1016) primer antikorlarina etkin

birakilarak bir gece bekletildiler.

Siire sonunda dokular PBS ile yikandiktan sonra 10 dakika siiresince biyotinli
sekonder antikor (Lot: 1754084A, LifeTech) uygulanarak primer antikora baglanmasi
saglandi. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra dokular enzimin biyotine baglanmasi
amactyla 10 dakika streptavidin peroksidaz enzim kompleksine (Lot: 1754084A,
LifeTech) etkin birakildilar. Camlar tekrar PBS ile yikandiktan sonra kromojen olarak
DAB (Lot: 38703, DAB Chromogen/Substrate Kit, ScyTek) uygulandi ve gozle
goriilebilen immiin reaksiyonun agiga ¢ikmasi saglandi. Zemin boyamasinda Harris’ in

Hematoksileni kullanilarak, camlar entellan ile kapatildi.

Hazirlanan preparatlar Leica DCM 4000 (Germany) bilgisayar destekli
gorilintiileme sisteminde, mikroskop altinda degerlendirildi ve sisteme bagli Leica Q Vin

3 programinda resimleri ¢ekildi.

Dokuda VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), GAP-43 (Growth
associated protein-43), NF-H (Neuroflamet-H) ve MAP-2 (Microtubule associated
protein-2) pozitif hlicreler saptandi ve hiicreler 1 merkez, 5 perifer bolgede olmak iizere
toplam 6 bolge i¢in tlim grup ve tiim deneklerde incelenerek, yogunluklar: belirlendi ve
istatistik uygulamasi i¢in veriler olusturuldu. Uygulanan primer antikorlar i¢in “ 0=Hig
Yok, 1=Zayif Tutulum, 2=Azdan Ortaya Degisen Tutulum, 3=Orta Dereceli Tutulum,
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4=Ortadan Yoguna Degisen Tutulum, 5=Yogun Tutulum” sayisal veriler olarak kabul

edildi.

Hematoksilen-Eozin boyama sonucunda elde edilen preparatlardan, her grup ve
her denek icin skar doku 6l¢cimi Leica DCM 4000 (Germany) bilgisayar destekli
goriintiileme sisteminde, mikroskop altinda degerlendirilerek ve sisteme bagli Leica Q
Vin 3 programi kullanilarak alan 6lgiimii (Um?) seklinde yapildi. Olgiim, skar
dokusunun birbirinden bagimsiz 6 bolgesinde gergeklestirildi. Alanlarin ortalamasi

alinarak gruplar aras: istatistik yapildi.

3.6 Iistatistiksel Analizler

Veriler SPSS 22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) istatistik paket programina
girildi. Nicelikli veriler ortalama xstandart sapma, median ile degerlendirildi. Normal
dagihm uygunluga gore Saphiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Coklu gruplar arasi
kargilagtirma One-Way Anova ve Kruskal-Wallis testleriyle, ikili kiyaslamalar student
t testi ile yapildi. Postoperatif histolojik ve fonksiyonel sonuglarin korelasyonu Pearson

korelasyon testi ile degerlendirildi. p<0.05 olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.

4. BULGULAR
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Fonksiyonel test bulgular1 olan pinprick testi, toespread testi ve SFI ile
immunohistokimyasal bulgular asagida alt basliklar halinde incelenmistir. TUm
bulgularin ortalama ve standart sapma degerleri Tablo 2, Tablo 3, Tablo 4 ve Tablo

5’de gosterilmistir.

4.1 Pinprick Testi

Grup
—K
250 S

MsY
—y
M

r
o
T

1.50

1.007

Pinprick Testi Tepki seviyesi

0.50

0.00 T T T
4. Hafta 8. Hafta 12. Hafta

Sekil 11. Pinprick testi tepki seviyesi zaman grafigi

Biitiin gruplarda zamana bagli olarak pinprick testlerinde anlamli iyilesme

goruldi (p=0.001). Sekil 11 gruplardaki 4, 8 ve 12 haftalardaki test sonug¢larimni
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belirtmektedir. Gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunamamistir. Higbir grupta
ortalama pinprick testi maksimum deger olan 3’e ulagamamistir. Tablo 2 ‘de pinprick

testi ortalama degerleri gosterilmistir.

Tablo 2. Pinprick testi tepki miktarinin gruplardaki ortalamatstandart sapma degerleri

GRUP 4. HAFTA PPT 8. HAFTA PPT 12. HAFTA PPT
K 1.00+0.00 1.50+0.55 1.83+0.41
SV 1.00+0.00 1.67+0.52 2.00+0.63
MSV 1.33+0.52 2.17+0.41 2.50+0.55
\ 1.20+0.45 1.80+0.45 2.20+0.45
MV 1.14+0.38 1.86+0.38 2.14+0.38

(PPT, Pinprick testi tepki degeri)
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4,2 Toespread Testi

250 — sy

2,004
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1.007

Toe Spread Test Tepki Seviyesi
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4. Hafta 8. Hafta 12. Hafta

Sekil 12. Toe spread test tepki seviyesi zaman grafigi

Sekil 12°de biitiin gruplarin toespread test sonuglarinin zamana bagli degisimi
gosterilmistir. Biitiin gruplarda zamana bagli olarak test tepki seviyesinde artma
goriilmiistiir (p=0.001). 4. hafta toespread sonuglarinda, diger gruplarin kontrol grubuna
ustunlik gostermesine ragmen (SV, p=0.03; MSV, p=0.0001; V, p=0.0001; MV,
p=0.0001) 8 ve 12 hafta toespread test sonuglar1 arasinda gruplar arasi sonuglarda
anlamli bir fark bulunamamistir. Tablo 3‘de toespread testi ortalama degerleri

gosterilmistir.
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Tablo 3. Toespread testi tepki miktarmnin gruplardaki ortalama+standart sapma degerleri

GRUP 4. HAFTATST 8. HAFTA TST 12. HAFTATST
K 0.33+0.52 1.17+0.41 1.83+0.75
SV 1.00+0.63 2.00+0.63 2.17+0.41
MSV 1.50+0.55 2.00+0.00 2.17+0.75
\Y 1.20+0.45 1.80+0.84 2.00+0.71
MV 1.86+0.38 2.14+0.69 2.29+0.49

(TST, Toespread test tepki degeri)

4.3 Siyatik Fonksiyon indeksi (SFI)

Grup
0.00 — gy
=3
—)
Wy

-20.00

-40.00

SFI

-60.004

-50.00

-100.00 T T T
4. Hafta 8. Hafta 12. Hafta

Sekil 13. Siyatik fonksiyon indeksi zaman grafigi
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4. ve 8. hafta sonunda hesaplanan SFI’de gruplar arasinda anlamli bir fark

saptanmadi. 8. haftadan sonra MSV ve MV gruplarinda, SFI’de artan bir iyilesme

izlendi. 12. haftada MV ve MSV gruplarinda, kontrol grubu ve diger gruplara (SV, V)

gore anlaml1 olarak daha iyi sonuglar oldugu izlendi. (p<0.005) MSV ve MV gruplari

arasinda 12. haftada da SFI sonuglari arasinda anlamli bir fark olmadig: goriildii. (Sekil

13) Tablo 4‘te siyatik fonksiyon indeksi ortalama degerleri gosterilmistir.

Tablo 4. Siyatik fonksiyon indeksinin gruplardaki ortalamatstandart sapma degerleri

GRUP 4. HAFTA SFI 8. HAFTA SFI 12. HAFTA SFI
K -84.96 + 5.97 -77.49+6.43 -76.55+3.70
SV -84.67 £13.21 -71.4348.33 -65.28+11.79
MSV -84.25+9.04 -67.68+12.16 -46.28+19.45
\Y -81.51 + 3.63 -70.18+13.49 -68.83+9.88
MV -84.70 £5.19 -75.68+9.89 -56.07+8.83

(SFI, Siyatik Fonksiyon Indeksi)
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4.4 Gastroknemius Kas Agirhk Indeksi

0.80

0.607

0.40+

Gastroknemius Kas indeksi

0.207)

0.00—

Grup

Sekil 14. Gastroknemius kas indeksi grafigi. Gruplar arasi gastroknemius kas indeksinde anlaml

bir farklhilhik saptanmadi.

Gruplar aras1 gastroknemius kas indekslerinde anlamli bir farklilik bulunmadi.

Sekil 14°de gruplarin gastroknemius kas agirlik indeksleri grafik halinde belirtilmistir.
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4.5 Immiinohistokimyasal Sonuclar

500

4.007

3.001

VEGF (+)
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1.004

000

K MsY

Grup

Sekil 15. Gruplardaki VEGF (+) immunreaksiyonu gosteren grafik

Rejenerasyon bolgesinde VEGF (+) immunreaksiyon miktart SV grubunda
anlamli olarak diger gruplardan yiiksek bulunurken (p<0.0001), MSV grubunda anlamli
olarak diger gruplardan diisik bulunmustur (p<0.0001). Ayrintili VEGF
immunohistokimyasal boyama sonuglari ve ortalama degerleri Sekil 15°de

gosterilmistir.
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Sekil 16. Gruplardaki NF-H (+) immunreaksiyonu gosteren grafik

MSV grubunda, rejenerasyon bolgesinde matir akson belirteci olan NF-H (+)
imminreaktivite miktart diger gruplara gore anlamli olarak yiiksek bulundu (K, SV, V,
p<0.0001; MV, p=0.001). V grubu haricinde tim gruplarda NF-H (+) immunreaksiyon
miktarinin Kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak yilksek oldugu izlendi (p<0.0001).

Ayrintili NF-H immiinboyama sonuglari Sekil 16°da gosterilmistir.
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Sekil 17. Gruplardaki GAP-43 (+) immunreaksiyonu gosteren grafik

GAP-43 (+) immunreaktivite gosteren Schwann hiicrelerinin diger gruplara
kiyasla anlamli olarak en yogun oldugu grubun MSV oldugu goriildii. (p<0.0001) V
grubu hari¢ tim gruplardaki GAP-43 (+)’liginin kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak
yiiksek bulundu. (p<0.0001) SV, V, MV gruplar1 arasinda anlamli bir fark izlenmedi.

GAP-43 immiinboyama sonuglar1 Sekil 17°de ayrintili olarak gosterilmistir.
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Sekil 18. Gruplardaki MAP-2 (+) immunreaksiyonu gosteren grafik

MAP-2 immunreaksiyonu, kontrol grubunda MSV (p=0.02) , V (p=0.01) ve MV

(p<0.0001) gruplarina kiyasla anlamli olarak yiiksek bulundu. MAP-2 immiinboyama

verileri Sekil 18’de belirtilmistir. Tiim gruplardaki immunohistokimysal boyamalarin

sonug ortalamalar1 Tablo 5’de standart sapmalariyla birlikte gosterilmistir.

Tablo 5. immunohistokimyasal sonuclarin gruplardaki ortalamazstandart sapma degerleri

GRUP

VEGF

NF-H

GAP-43

MAP-2
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K 3.00+0.49 1.00+0.18 1.00+0.32 3.50+0.26
SV 4.50+0.27 2.50+0.36 2.67+0.57 3.50+0.45
MSV 1.50+0.35 4.00+0.49 4.50+0.24 2.50+0.24
\% 3.00+0.00 1.56+0.54 2.00+0.24 2.00+0.24
MV 3.00+0.57 3.00+0.40 3.00+0.60 2.00+0.47

250.00

200.00

150.00

Fibrozis Alani (pm2)

100.00

50.00

0.00=

Sekil 19. Gruplarda tamir bolgesindeki ortalama fibrozis alanim gosteren grafik

Fibrozis alaninin en fazla kontrol grubunda (K) oldugu izlenirken gruplar

MSY

Grup

arasinda anlamli fark oldugu goriildii (p=0.0001). Diger tiim gruplardaki fibrozis

miktar1 kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak diisiik bulundu (p=0.0001). SV ve V
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grubu arasindaki kiyaslamada fibrozis alaninin SV grubunda anlamli olarak diisiik
oldugu gorildi (p=0.01). Yine MSV ve MV gruplan kiyaslandiginda MSV grubunda
fibrozis alaninin anlaml olarak diisiik oldugu goriildii. (p=0.01) Bundan sdtirle tamir
yapilan gruplarda daha az fibrozis olustugu sonucuna varildi. SV ve MSV gruplari
arasinda ve V, MV gruplar1 arasinda anlaml fark izlenmedi. Bu da mezenkimal kdk
hiicre eklenmesinin fibrozis agisindan anlamli bir sonug¢ olusturmadigini gosterdi.

Gruplardaki fibrozis alan kiyaslamasi ortalamalar1 Sekil 19 ve Tablo 6°te gosterilmistir.

Tablo 6. Fibrozis alaninin gruplardaki ortalamatstandart sapma degerleri

GRUP K SV MSV \Y MV

Fibrozis

alam (um?) | 221.59+2591 | 101.64 +7.16 | 121.37+18.82 | 150.31 +12.10 | 152.45+11.88

Rejenerasyon bolgesinde, GAP-43 (+) ve NF-H (+) immunreaksiyonun daha
yiiksek oldugu ve fizrozis alaninin daha diisiik oldugu siganlarda siyatik fonksiyon
indeksinin (12. Hafta) daha iyi oldugu izlendi. Yapilan korelasyon analizlerinde
deneklerin sakrifiye edilmeden onceki son yurume analizi olan 12. hafta SFI ile
immunohistokimyasal olarak NF-H (rho:0.612; p=0.001) ve GAP-43 (rho:0.604;
p=0.001) pozitifligi ve fibrozis alan1 (rho: -0.526, p=0.01) arasinda anlamli korelasyon
belirlendi. Sekil 20, Sekil 21 ve Sekil 22°da bu korelasyonlar grafik halinde

gorilmektedir.
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Sekil 20. GAP-43 (+) & 12. hafta SFI korelasyon grafigi. GAP-43 pozitif immureaksiyonu ile siyatik

fonksiyon indeksi arasinda korelasyon saptandi (rho:0.604 ; p=0.001)
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Sekil 21. NF-H (+) & 12. hafta SFI korelasyon grafigi. NF-H pozitif immureaksiyonu ile siyatik

fonksiyon indeksi arasinda korelasyon saptandi. (rho:0.612; p=0.001)
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Sekil 22. Fibrozis alam1 & 12. hafta SFI korelasyon grafigi. Fibrozis alami azaldikca 12. Hafta

SFI’de anlamh iyilesme izlendi. (rho: -0.526, p=0.01)

12. hafta SFI indeksinin daha iyi oldugu hastalarda VEGF (+) immunreaksiyon
oraninin goreceli olarak azalmasi dikkat ¢ekmesine ragmen yapilan korelasyon
testlerinde anlamli bir korelasyon saptanmadi. Sekil 23’de nokta dagilim grafigi olarak

bu iliski gosterilmistir.
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Sekil 23. VEGF (+) & 12. hafta SFI degisim grafigi. Nokta dagilim grafiginde VEGF (+) ligi arttik¢a

12. Hafta SFI’de diisme oldugu goriildii fakat anlamh bir korelasyon saptanmadi.

5. TARTISMA

Bu c¢aligmada ven grefti yardimiyla rejenerasyon bdlgesinden satlrlerin
uzaklastirildigi bir tamir yontemi tanimlanarak siitiir kullanilan primer sinir tamir
yontemleriyle karsilagtirilmistir. Epinoral sutlrlerin ven grefti ile sarildigi yontemin
fonksiyonel ve histolojik sonuglarinin ven grefti ile yapilan sutlrsiiz tamire ve

geleneksel epinoral tamire gore daha iyi oldugu gorilmiistiir.
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Primer sinir tamirlerinde altin standart olarak kullanilan epindral siitiirlerle onarim
tekniginde siitiir ignesinin mekanik travma olusturmasi, siitlir reaksiyonu nedeniyle
anastomoz bolgesinde graniilasyon dokusu olugmasi, akson uglarinda hizalanma
bozukluklarina yol agabilmesi ve néroma ile sonuglanabilmesi gibi sorunlardan dolay1
stitiirlerin kullanilmadigi yontemler giindeme gelmistir.(21, 61, 62) Fibrin yapistirici
sinir tamirleri i¢in kullanilmis , siitiirsiiz bir yaklagim1 saglamakla birlikte olusabilecek
skar dokusuna kars1 bir bariyer olusturmustur. (21, 36) Félix ve arkadaslar1 primer
epinoral tamiri siitiir ve fibrin yapistirici ile uygulamislar, SFI sonuglarinda her iki grup
arasinda anlamli bir farklilik bulamamalarina ragmen sinir lif ve myelin kilif alaninin
fibrin yapistirict ile yapilan grupta anlamli olarak daha iyi oldugunu belirtmislerdir. (37)
Martins ve arkadagslar1 da ayni sekilde sican siyatik sinirleri iizerinde yaptiklart sinir
tamirlerinde sadece fibrin yapistiricinin uygulandigi grubun epinéral sitir ve epindral
sttur ile fibrin yapistiricinin birlikte kullanildigi gruba gore daha iyi motor aksiyon
potansiyel sonuglari oldugunu belirtmislerdir. Ne var ki gruplar arasinda SFI ve
histolojik sonuglar agisindan anlamli bir fark bulamamigslardir. (63) Whitlock ve
arkadaglar1 ise fibrin yapistirict ve siitiirle epindral tamir arasinda, mikrocerrahinin
tecriibeli cerrahlar tarafindan uygulanmasi halinde histomorfometrik sonuglar agisindan
bir fark olmadigini1 gostermislerdir. (64) Her ne kadar siitiirlerin fibrozise neden oldugu
belirtilmisse de bu calismalarda fibrozis acisindan bir degerlendirme yapilmamistir.
Fibrin yapistiricinin diisitk mekanik stabilitesi, bazen stabilizasyon icin ek siitiir
gerektirmesi, viral ve prion enfeksiyonlar1 tagimasi gibi dezavantajlar1 da belirtilmistir.
(21)
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Son yillarda siitir materyallerinin belirtilen negatif etkilerinden kurtulmak
amaciyla lazerle doku kaynak (Laser tissue welding, LTW) yontemi arastirmalari
yapilmistir. (21, 38, 39) Menovsky ve arkadaslari sigan siyatik sinirinde epindral
tamirlerde siitiir diiglimlerinin rejenerasyon bdlgesine go¢ ettiklerini ve hizalanma
bozukluklarina yol agtiklarini belirtmislerdir. Uyguladiklart lazer yardimli tamir
yonteminde ise yabanci doku reaksiyonunun daha az oldugunu gostermislerdir. (65)
Barton ve arkadaslar1 lazerle aktive edilmis kitozan yapiskan filmlerle sigan median
sinirinde tamir uygulamislar ve geleneksel epinoral sinir tamiri ile karsilagtirmiglardir.
Fonksiyonel olarak LTW’de daha hizli bir iyilesme goriilmesine ragmen, 12 haftalik
takip sonunda her iki grup arasinda fonksiyonel ve histolojik agidan anlamli bir fark
bulunamamistir. Barton ve arkadaslar siitiirle tamir edilen grupta siitiir etrafin1 saran
infiltrat1 histolojik olarak gdstermis ve bu infiltratlarin rejenere olan liflerde hizalanma
hatalarina neden olduklarini belirtmislerdir. Her ne kadar olumlu sonuglar belirtilmis
olsa da lazer yonteminin ge¢ iyilesme, dokuda catlak ve yariklar, zayif mekanik stabilite
ve termal hasar gibi yan etkileri mevcuttur. Ayrica teknik zor ve pahali olmakla birlikte

ameliyathanelerde aninda hazir bulunabilecek teknik degildir. (39)

Rejenerasyon bolgesinden siitiirleri uzaklastirmak icin bir diger yontem olarak
epinoral kilif, ven ya da sentetik ileticiler (conduit) gibi yontemler kullanilmistir. (66)
Siemionow ve arkadaslari sican siyatik sinirlerinde olusturduklar1 defektleri epinoral
kilif olusturarak tamir etmisler. Bu yontemin slturleri rejenerasyon bdélgesinden
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uzaklastirmasiyla birlikte, rejenerasyon bolgesinde gerginlik ve kompresyonu ortadan
kaldiran, aksonlarin olugmasint saglayacak aksoplazmik sivinin rejenerasyon
bolgesinden sizmasini engelleyen ve daha iyi bir hizalanma saglayan bir teknik
oldugunu belirtmislerdir. Geleneksel epindral tamirle kiyasladiklarinda 12. hafta SFI
sonuglarinda anlamli bir farklilik olmamasina karsin (-88.39 £+ 10.75 epindral tamir
grubu, -77.35 £ 17.06 epindral kilif grubu), epindral tamir yapilan grupta daha hizli bir
iyilesme oldugunu belirtmiglerdir. (27) Tetik ve arkadaslar1 epinoral kilif yonteminde,
kilifi fibrin yapistirict ile yapistirdiklart bir grup da uygulamislar fakat siitiir ile yapilan
epinoral tamire gore anlamli bir fark bulamamislardir. (28) Yavuzer ve arkadaslari ise
epindral kilif yonteminin rejenerasyon bolgesinde fibrozisi azalttigini belirtmislerdir.
(29) Ne var ki bu yontem de hasarli bolgede saglam bir epinéryum gerektirir ve dzellikle

ezilme tarz1 (crush) yaralanmalarda epindryum bu tamir igin uygun olmayabilir. (21)

Ven greftleri  primer epinéral tamirler {izerine kilif seklinde getirilerek
kullanilmaktadir. Sinir rejenerasyon bolgesinde ven greftlerinin ndrorejenerasyonu
uyarici etkileri oldugu, skar olusumuna kars1 bariyer olusturdugu, aksoplazmik sivinin
etrafa kagisin1 ve noéroma olusumunu engelledigi belirtilmistir. (40, 66) Masear ve
arkadaglar1 ven sarma (wrapping) yontemini skar olusumunu azaltmak amaciyla
tanimlamiglardir. (67) Yoo ve arkadaslari anterior juguler veni epingral tamir
uyguladiklar1 rekiirren laringeal sinire sarmislar ve ven sarilmayan gruba gore daha iyi
fonasyon sonuglar1 almiglardir. (68) Alligand-Perrin ve arkadaslar1 epi-perinéral tamir
uyguladiklar1 dijital sinir hasarlarina el dorsalinden aldiklar1 ven grefti ile sarmislar ve
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minimal dondr alan skari ile birlikte néroma olusmamis iyi duysal sonuglar
bildirmislerdir. (69) Leuzzi ve arkadaslari sinir hasart olan 16 hastada otogreft olarak
aldiklart ven greftini epindral tamir Oncesi proksimal kilifa giydirip epindral tamir
yapildiktan sonra {iizerine getirmislerdir. Ven kilifi sarilmayan primer tamir
uyguladiklari diger 10 hastaya gore daha iyi motor ve duysal sonuglara ulastiklarini ve
daha az noéroma olustugunu belirtmislerdir. (70) Fonksiyonel sonuglara dair bazi

caligmalar mevcut olsa da ven kilifinin rejenerasyon bdolgesindeki etkilerine dair

histolojik incelemeye literatlirde rastlamadik.

Sekil 24. Primer epindral tamir ve iyilesme sonrasi histolojik kesiti. A. Suturler her ne kadar
epindral damarlarin hizalanmasim sagliyor olsa da siitiir aralarindan aksonlarin ve aksoplazmik
sivinin sizmasi (Kesikli ¢cember) siklikla s6z konusudur. B. Primer epinéral tamir sonrasi
Hematoksilen-Eozin boyamasinda fibrozisin birlestirdigi kesi bolgesi (—), birlesmenin

tamamlanmadig kesi bélgesi (=) ve Schwann hiicreleri (=) goruluyor (Hematoksilen-Eozin x400).
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Bu ¢alismada epinoral siitiirlerin uygulandigi primer tamire ven grefti (SV) kilift
sarilmakla birlikte, yeni bir teknik tanimlanarak ven ile rejenerasyon bdlgesinde
stitiirsiiz tamir (V) uygulanmstir. Kontrol grubunda ven kilifi uygulanan gruplara gore
daha fazla hizalanma bozuklugu ve fibrozis oldugu gorilmiistiir. Bunun nedeninin suttr
aralarindaki bosluklardan aksoplazmik sivinin disari tagmasi veya disardan igeriye
dogru bir skarlagsma olmasi olarak belirtilmektedir. (27, 66) (Sekil 24) Ven uygulanan
gruplarda fonksiyonel sonuglar, sinir doku rejenerasyonu (GAP-43) ve matiirizasyonu
(NF-H) anlamli olarak daha iyi izlenmistir. Ne var ki, rejenerasyon bolgesinden
stitiirlerin uzaklastirilmasi SFI, sinir rejenerasyon ve maturasyonunda (GAP-43, NF-H
boyama) anlamli bir degisiklik yapmamustir. Venle birlikte sutir uygulanan SV
grubunda, siturstz venle tamir olan V grubuna goére daha iyi hizalanma ve daha az
fibrozis oldugu goriilmiistiir (p=0.01). (Sekil 25) Her ne kadar daha onceki literatur
bilgisi bize siitiirlerin fibrozise neden oldugunu bildirse de ¢alismamizdaki histolojik
incelemeler aksini gostermektedir. (21, 65) Son yillardaki mikrocerrahi siitiir
materyallerinin  ve teknigin gelismesinin bunda Onemli katkist oldugunu
diisiinmekteyiz. Ven kiliflarinin etkisi oldugu kadar, sutirlerin uygun gerginlikte ve
teknikle, dokuya hassas davranilarak koyulmasi halinde sinir giidiikleri arasinda
boslugu azaltip arada fibroz doku olusmasini engelledigi sonucunu ¢ikarmaktayiz.
Calismamiz bu agidan, tecriibeli cerrahlar tarafindan uygulanmasi halinde siitiirle
yapilan sinir tamirinin 1yi sonuglar verebilecegini gosteren Whitlock ve arkadaslarinin

calismasini da destekler niteliktedir. (64)
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H&E GAP-43 NF-H

Sekil 25. SV ve V gruplarinda sinir rejenerasyon alanlariin longitidunal kesitlerde H&E, GAP-
43, NF-H ile boyanma sonrasi histolojik goriintiileri. SutlUrlerin rejenerasyon bdlgesinden
uzaklastirildig1 V grubunda (Sekil D,F) siitiir kullamilan SV grubuna (Sekil A,C) gore daha fazla
fibrozis (Kesikli cember) olustugu izlenmektedir. GAP-43 ve NF-H immun boyamalarda SV
grubunda (Sekil B,C) V grubuna (Sekil E,F) gore daha iyi akson iyilesmesi, maturasyonu ve akson

hizalanmasi oldugu goériilmektedir.

Mezenkimal kok hicrelerin  (MKH) Schwann hiicrelerine doniisebilme
kabiliyetleri, norotropik faktorler salgilayabilmeleri ile sinir rejenerasyonunu
iyilestirdiklerine dair literatiir verileri vardir. (71) MKH’ler periferik sinir defekti
onarimlarinda ven veya ileticilerle (conduit) birlikte kullanilmig ve basarili sonuglar
alinmustir. (40, 41) Ne var ki mezenkimal kok hiicre ile sinir rejenerasyonu daha ¢ok
sinir defektlerinde caligilmis ve bizim bilgilerimize gore primer sinir tamirlerinde
calisilmis cok calisma yoktur. Epinoral tamirlerde MKH’lerin yerlestirilebilecegi bir

rezervuar olmamasinin bunun nedeni oldugunu disiiniiyoruz. Seyed Foroutan ve
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arkadaslar1 epindral siitiir ile tamir ettikleri sigan siyatik sinir defektleri {izerine ven kilifi
getirerek igine 0.2 ml fibrin yapistirici icerisindeki 250x10° sayida kemik iligi kaynakl
kok hiicreyi enjekte etmislerdir. Kok hiicrenin SFI ve aksiyal kesitlerdeki akson sayimi

sonuglarinda anlamli bir degisiklik olusturmadigini bildirmislerdir. (35)

Bu ¢alismada MSV ve MV gruplarinda venler bir rezervuar olarak kullanilarak
icerisine 2x10° sayida kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre verilmistir. Epinéral
sutur tzerine ven grefti getirilen gruba (SV) kok hucre eklenmesi (MSV), SFI’de 8-12
hafta arasinda, kOk hiicresiz gruplara gore daha fazla artis izlenmesine ragmen
istatistiksel analizde anlamli bir degisiklik saptanmadi (p=0.06). NF-H (p=0.001) ve
GAP-43 (p=0.0001) immunreaksiyonlarinda kok hiicre eklenen grupta anlamli artig
izlendi. (Sekil 26) Epinoral siitiiriin uygulanmadigi ven grefti ile tamir yapilip kok hiicre
eklenen MV grubunda, kok hiicre eklenmeyen V grubuna gore 8-12 hafta arasinda
SFI’de anlamli artis izlendi (p=0.05; SFI, MV: -56, V: -68.8). Ayn1 zamanda
rejenerasyon bolgesindeki NF (0.01) ve GAP (0.01) immun reaksiyonlarindada anlamli
artig izlendi. Bu ¢alismada mezenkimal kok hiicrelerin primer tamirlerin fonksiyonel
sonuglarina anlaml katki saglamamakla beraber histolojik olarak sinir matirasyonunu
ve akson diferansiyasyonunu artirdigi izlendi. Ayrica kok hiicre eklenen gruplarda
fibrozisin miktarinda anlamli bir farklilik olmadig: fakat histolojik kesitlerde akson
hizalanmasinin ve yogunlugunun daha iyi oldugu izlendi. Ne var ki bu calismada
kesitler longitidunal olarak hazirlandig1 i¢in akson sayimi yapilmadigindan ve
hizalanmaya yo6nelik somut bir degerlendirme metodu olmadigindan bu kiyaslamalar
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istatistiksel olarak uygulanamadi. Tiim gruplarin H&E, GAP-43, NF-H, VEGF ve
MAP-2 ile immunohistolojik olarak boyanmalar1 sonrasi elde edilen 6rnek gorintuler

Sekil 27°de gosterilmistir.

MSV

MV

Sekil 26. MSV ve MV gruplarinda sinir rejenerasyon alanlariin longitidunal kesitlerde GAP-43
ve NF-H ile boyanma sonras: histolojik goriintiileri. MSV grubunda (A,C) MV grubuna (B,D)
kiyasla her iki boyada da daha yogun immunreaktivite gozlendigi ve akson iyilesmesi,
maturasyonu ve akson hizalanmasinin daha iyi oldugu gériilmektedir. MV grubunda NF-H

boyamada (D sekli) rejenerasyon bolgesindeki yogun fibrozis dikkat ¢ekmektedir.
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Calismamizda sinir iyilesmesi ve olgunlagsmasi immunohistolojik incelemelerde
GAP-43 ve NF immunreaktivitesinin belirlenmesiyle degerlendirildi. GAP-43
(rho:0.604; p=0.001) ve NF (rho:0.612; p=0.001) immunreaksiyonu ve fonksiyonel
sonuglar arasinda pozitif korelasyon oldugu belirlendi. (Sekil 20, Sekil 21) Ayni sekilde
tamir alanindaki fibrozis miktar1 ile fonksiyonel sonuglarin ters korele oldugunu
saptadik (rho: -0.526, p=0.01). (Sekil 22) Literatiirde bu korelasyonlarin varligina dair
baska bir calismaya rastlamadik. Ayrica herhangi bir korelasyon bulunamamasina
ragmen VEGF’iin daha iyi iyilesme ve matiirasyon gosteren sinir dokularda daha diisiik
immunreaksiyon gosterdigini saptadik. (Sekil 23) Bu, iyilesmeyi yiiksek oranda
tamamlayan dokularda vaskiilarizasyonun da buna bagli olarak azaldigini bize

diistindiirdii.

6. SONUC

Periferik sinir hasarlarinda, epindral tamiri takiben ven kilifi uygulanan ve
mezenkimal kok hicre enjekte edilen tamirlerde en iyi fonksiyonel ve histolojik
sonuglara ulasilmaktadir. Siitlirler onceki literatiir bilgisinin aksine uygun sekilde
uygulandiginda sinir uglarin1 birbirine daha iyi yaklastirip hizalayarak fibrozisi
azaltmakta ve rejenerasyonu iyilestirmektedir. Ven uygulamasi ayn1 zamanda primer

sinir tamirlerinde mezenkimal kok hiicre uygulamasi i¢in bir rezervuar
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olusturabilmektedir. KOk hiicre uygulamasi fibroziste anlamli degisiklik yapmamakla

birlikte, daha iyi hizalanma, akson olugsmasi ve matiirasyonu saglamaktadir.

Periferik sinir tamirlerinde altin standart olan epindral tamirlerin ven kilifi kullanilarak
yapilan alternatif yontemlerle kiyaslanmasi ve altin standart yontemin yeniden gézden
gecirilmesini Onermekteyiz. Sinir bolgesindeki siitiirlerin uygun yerlestirildiginde,
literatiirlin aksine sinir tamirinde olumlu etki sagladigini saptadigimizdan dolay1
cerrahlarin periferik sinir tamirlerinde siitiirden kaginmak yerine uygun sayida (3-4),
uygun sitir materyali ile (9-0, 10-0) gergin olmayan ve epindral damarlarin iyi
hizalandig1 bir tamir uygulayabilir ve lizerini ven grefti ile sarabilirler. Mezenkimal kok
hicreler her ne kadar literatirde sinir defektlerinin (gap) tamirinde galisilmissa da
primer sinir tamirinde de etkili olabilmektedirler ve bu konuda da destekleyici ek
caligmalara ihtiya¢ vardir. Ayrica sinir tamirinde histolojik olarak degerlendirilen
aksonal iyilesme, matirasyon ve fibrozis miktarmin fonksiyonel sonuglarla
korelasyonuna dair literatiirde baska bilgi yoktur ve destekleyici ¢alismalar
gerekmektedir. Bu korelasyonlarin varligi sinir iyilesmesinde in vitro arastirmalarin
Oonemini daha fazla ortaya koyacaktir. Fibrozisin azaltilmasinin fonksiyonel sinir
iyilesmesine olumlu katki saglamasi agisindan, in vitro olarak fibrozisi azaltan ajanlarin

sinir rejenerasyonunda ¢alisiimasini 6nermekteyiz.
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H&E VEG GAP-43 NF-H MAP-2

NY

MSV

Sekil 27. Sinir rejenerasyon alanlarimmin longitidunal kesitlerde H&E, GAP-43, NF-H, VEGF ve

MAP-2 ile boyanma sonrasi histolojik goriintiileri
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7. OZET VE “ABSTRACT”

7.1  Ogzet

Amag: Bu ¢alismanin amact ven grefti kullanilarak siitiirsiiz periferik sinir tamir
teknigi tanimlayarak bu teknigi epindral sinir tamirleriyle kiyaslamakti. Ayrica ven
grefti kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler (BMSC) i¢in rezervuar olarak

kullanilarak primer sinir tamirlerindeki etkilerinin incelenmesi amaclandi.

Metod: Otuz Wistar Albino sigan rastgele bes gruba ayrildi. Siyatik sinir kesildi.
[k grupta (K) epindral tamir uygulandi. Ikinci grupta (SV) epindral tamir {izerine ven
grefti sarildi. Ugiincii grup (MSV), SV grubu gibi tamir edilerek ven igine BMSC
enjekte edildi. Doérdlnct grupta (V) ven grefti ile sttlirsiiz tamir uygulandi. Besinci grup
(MV), dérdinct grup gibi tamir edilerek ven icine BMSC enjekte edildi. Fonksiyonel
iyilesme pinprick, toespread testleri ve siyatik fonksiyon indeksi (SFI) ile
degerlendirildi. Sinir rejenerasyonu ayni zamanda gastroknemius kas indeksi ve

immunohistokimyasal analizle degerlendirildi.

Bulgular: Pinprick ve toespread testleri agisindan gruplar arasinda fark

izlenmedi. SFI 4 ve 8. haftalarda fark gostermezken, 12. haftada tiim diger gruplarda
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epindral tamire gore daha iyi sonuglar izlendi ve en iyi sonu¢ MSV grubunda goraldi
(p<0.05). (SFI, K: -76.5£3.7, SV: -65.2+11.7, MSV: -46.2+19.4, V: -68.8+9.8, MV -
56£8.8) Gruplar arasinda gastroknemius kas indeksinde bir fark yoktu. GAP-43 ve NF-
H boyamalarinda en iyi immunreaktivite sirastyla MSV, MV , SV, V gruplarinda izlendi
(p<0.05). MSV grubu diger gruplara gére daha az fibrozis ve daha iyi hizalanma

gosterdi.

Sonuglar: Ven grefti ile siitiirsiiz teknik, epinoral tamir ile kiyaslandiginda daha
iyi fonksiyonel sonuglar gostermesine ragmen, ven grefti ile sarilmadan 6nce yapilan
epinoral siitiirle tamirin fonksiyonel ve immunohistokimyasal sonuclar1 iyilestirip
fibrozisi azalttigi izlendi. BMSC uygulamasinin da primer sinir tamirlerinde

rejenerasyonu artirdigi saptandi.

Anahtar Kelimeler: Sitirstz sinir tamir, periferik sinir hasari, ven grefti,

mezenkimal kok hiicre

7.2  Abstract

Purpose: The aim of this study was to define a sutureless peripheral nerve repair
technique using a vein graft and compare it to epineural repair with or without wrapped
vein. The vein grafts were also used as a reservoir for bone marrow-derived stem cells

(BMSC) and their effects on primary nerve repair was investigated.

58



Methods: Thirty Wistar Albino rats were randomly divided into five groups. The
sciatic nerve was transected. In the first group (K), epineural repair was performed. In
the second group (SV), an epineural repair was wrapped with a vein graft. The third
group (MSV) were treated like SV group and BMSC was injected into the vein. In the
fourth group (V), sutureless repair with vein graft was performed. The fifth group (MV)
was treated like V group and BMSC was injected. Functional recovery was evaluated
with pinprick, toe spread tests and sciatic nerve index (SFI). Nerve regeneration was

also assessed by gastrocnemius index and immunohistochemical analysis.

Results: There was no difference in pinprick and toe spread tests between the
groups. SFI revealed no difference at 4th and 8th weeks, however, at the 12th week all
other groups showed better improvement compared to epineural repair where the MSV
revealed the best (p<0.05). (K: -76.5+3.7, SV: -65.2£11.7, MSV: -46.2+19.4, V: -
68.8+9.8, MV: -56+8.8) There was no difference in gastrocnemius index between the
groups. Better immunoreaction in GAP-43 and NF-H staining was observed in MSV,
MV, SV, V groups, respectively (p<0.05). MSV group showed less fibrosis and better

alignment compared to other groups.

Conclusions: Although sutureless repair with a vein graft reveals better
functional results compared to epineural repair, epineural suture repair before vein
wrapping improves functional and immunohistochemical results and decreases fibrosis.

BMSCs also improves regeneration in primary peripheral nerve repair.

59



Key words: Sutureless nerve repair, peripheral nerve injury, vein graft,

mesenchymal stem cell

8. KAYNAKLAR

1. J 1J-P, Jansen K, Gramsbergen A, Meek MF. Transection of peripheral nerves,
bridging strategies and effect evaluation. Biomaterials. 2004;25(9):1583-92.

2. Dinis TM, Elia R, Vidal G, Dermigny Q, Denoeud C, Kaplan DL, et al. 3D
multi-channel bi-functionalized silk electrospun conduits for peripheral nerve
regeneration. J Mech Behav Biomed Mater. 2015;41:43-55.

3. Robinson LR. Traumatic injury to peripheral nerves. Muscle Nerve.
2000;23(6):863-73.

4. Panagopoulos GN, Megaloikonomos PD, Mavrogenis AF. The Present and
Future for Peripheral Nerve Regeneration. Orthopedics. 2016:1-16.

5. M FG, M M, S H, Khan WS. Peripheral nerve injury: principles for repair and
regeneration. Open Orthop J. 2014;8:199-203.

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

7. Smith BE. Handbook of Clinical Neurophysiology. Kimura J, editor2006.

8. Nahirney WKOaPC. Netter’s Essential Histology: Elsevier; 2013.

60



9. Menorca RM, Fussell TS, Elfar JC. Nerve physiology: mechanisms of injury
and recovery. Hand Clin. 2013;29(3):317-30.

10.  Sunderland S. Nerve injuries and Their Repair: A Critical Appraisal. New York:
Churchill Livingstone; 1991.

11.  Seddon H. Surgical Disorders of the Peripheral Nerves. Baltimore: Williams
& Wilkins; 1972.

12. Deumens R, Bozkurt A, Meek MF, Marcus MA, Joosten EA, Weis J, et al.
Repairing injured peripheral nerves: Bridging the gap. Prog Neurobiol. 2010;92(3):245-
76.

13. Fairbairn NG, Meppelink AM, Ng-Glazier J, Randolph MA, Winograd JM.
Augmenting peripheral nerve regeneration using stem cells: A review of current
opinion. World J Stem Cells. 2015;7(1):11-26.

14. Lin MY, Manzano G, Gupta R. Nerve allografts and conduits in peripheral nerve
repair. Hand Clin. 2013;29(3):331-48.

15.  Karanth S, Yang G, Yeh J, Richardson PM. Nature of signals that initiate the
immune response during Wallerian degeneration of peripheral nerves. Exp Neurol.
2006;202(1):161-6.

16.  Sulaiman W, Gordon T. Neurobiology of peripheral nerve injury, regeneration,
and functional recovery: from bench top research to bedside application. Ochsner J.
2013;13(1):100-8.

17. Mackinnon SE. Nerve Surgery. 1 ed. New York: Thieme; 2015.

61



18.  Sunderland IR, Brenner MJ, Singham J, Rickman SR, Hunter DA, Mackinnon
SE. Effect of tension on nerve regeneration in rat sciatic nerve transection model. Ann
Plast Surg. 2004;53(4):382-7.

19. Dahlin LB, Lundborg G. Use of tubes in peripheral nerve repair. Neurosurg Clin
N Am. 2001;12(2):341-52.

20. Dvali L, Mackinnon S. Nerve repair, grafting, and nerve transfers. Clin Plast
Surg. 2003;30(2):203-21.

21. Barton MJ, Morley JW, Stoodley MA, Lauto A, Mahns DA. Nerve repair:
toward a sutureless approach. Neurosurg Rev. 2014;37(4):585-95.

22.  Pierce NE, Alt JA, Antonelli PJ. Hydrogel sutureless facial nerve repair: pilot
clinical investigation. Laryngoscope. 2015;125(6):1456-9.

23.  Strauch B, Rodriguez DM, Diaz J, Yu HL, Kaplan G, Weinstein DE. Autologous
Schwann cells drive regeneration through a 6-cm autogenous venous nerve conduit. J
Reconstr Microsurg. 2001;17(8):589-95; discussion 96-7.

24.  Sorensen J, Fugleholm K, Moldovan M, Schmalbruch H, Krarup C. Axonal
elongation through long acellular nerve segments depends on recruitment of phagocytic
cells from the near-nerve environment. Electrophysiological and morphological studies
in the cat. Brain Res. 2001;903(1-2):185-97.

25.  Zack-Williams SD, Butler PE, Kalaskar DM. Current progress in use of adipose
derived stem cells in peripheral nerve regeneration. World J Stem Cells. 2015;7(1):51-

64.

62



26. Lubiatowski P, Unsal FM, Nair D, Ozer K, Siemionow M. The epineural sleeve
technique for nerve graft reconstruction enhances nerve recovery. Microsurgery.
2008;28(3):160-7.

27. Siemionow M, Tetik C, Ozer K, Ayhan S, Siemionow K, Browne E. Epineural
sleeve neurorrhaphy: surgical technique and functional results--a preliminary report.
Ann Plast Surg. 2002;48(3):281-5.

28.  Tetik C, Ozer K, Ayhan S, Siemionow K, Browne E, Siemionow M.
Conventional versus epineural sleeve neurorrhaphy technique: functional and
histomorphometric analysis. Ann Plast Surg. 2002;49(4):397-403.

29.  Yavuzer R, Ayhan S, Latifoglu O, Atabay K. Turnover epineural sheath tube in
primary repair of peripheral nerves. Ann Plast Surg. 2002;48(4):392-400.

30.  ZhangF, Blain B, Beck J, Zhang J, Chen Z, Chen ZW, et al. Autogenous venous
graft with one-stage prepared Schwann cells as a conduit for repair of long segmental
nerve defects. J Reconstr Microsurg. 2002;18(4):295-300.

31. Eren F, Yuksel F, Ulkur E, Cavdar S, Ercan F, Celikoz B. Nerve regeneration
through a healthy nerve trunk: a new and hopeful conduit for bridging nerve defects.
Plast Reconstr Surg. 2005;116(6):1697-705.

32. Kelleher MO, Al-Abri RK, Eleuterio ML, Myles LM, Lenihan DV, Glasby MA.
The use of conventional and invaginated autologous vein grafts for nerve repair by
means of entubulation. Br J Plast Surg. 2001;54(1):53-7.

33.  Sabongi RG, Fernandes M, Dos Santos JB. Peripheral nerve regeneration with
conduits: use of vein tubes. Neural Regen Res. 2015;10(4):529-33.

63



34. Levine MH, Yates KE, Kaban LB. Nerve growth factor is expressed in rat
femoral vein. J Oral Maxillofac Surg. 2002;60(7):729-33; discussion 34.

35.  Seyed Foroutan K, Khodarahmi A, Alavi H, Pedram S, Baghaban Eslaminejad
MR, Bordbar S. Bone marrow mesenchymal stem cell and vein conduit on sciatic nerve
repair in rats. Trauma Mon. 2015;20(1):e23325.

36.  Sameem M, Wood TJ, Bain JR. A systematic review on the use of fibrin glue
for peripheral nerve repair. Plast Reconstr Surg. 2011;127(6):2381-90.

37. Felix SP, Pereira Lopes FR, Marques SA, Martinez AM. Comparison between
suture and fibrin glue on repair by direct coaptation or tubulization of injured mouse
sciatic nerve. Microsurgery. 2013;33(6):468-77.

38. Barton M, Morley JW, Stoodley MA, Ng KS, Piller SC, Duong H, et al. Laser-
activated adhesive films for sutureless median nerve anastomosis. J Biophotonics.
2013;6(11-12):938-49.

39. Barton MJ, Morley JW, Stoodley MA, Shaikh S, Mahns DA, Lauto A. Long
term recovery of median nerve repair using laser-activated chitosan adhesive films. J
Biophotonics. 2015;8(3):196-207.

40. Nijhuis TH, Brzezicki G, Klimczak A, Siemionow M. Isogenic venous graft
supported with bone marrow stromal cells as a natural conduit for bridging a 20 mm
nerve gap. Microsurgery. 2010;30(8):639-45.

41. Wang X, Luo E, Li Y, Hu J. Schwann-like mesenchymal stem cells within vein
graft facilitate facial nerve regeneration and remyelination. Brain Res. 2011;1383:71-
80.

64



42.  Chen X, Wang XD, Chen G, Lin WW, Yao J, Gu XS. Study of in vivo
differentiation of rat bone marrow stromal cells into schwann cell-like cells.
Microsurgery. 2006;26(2):111-5.

43. Marconi S, Castiglione G, Turano E, Bissolotti G, Angiari S, Farinazzo A, et al.
Human adipose-derived mesenchymal stem cells systemically injected promote
peripheral nerve regeneration in the mouse model of sciatic crush. Tissue Eng Part A.
2012;18(11-12):1264-72.

44, Kingham PJ, Kolar MK, Novikova LN, Novikov LN, Wiberg M. Stimulating
the neurotrophic and angiogenic properties of human adipose-derived stem cells
enhances nerve repair. Stem Cells Dev. 2014;23(7):741-54.

45.  Choi BH, Zhu SJ, Kim BY, Huh JY, Lee SH, Jung JH. Transplantation of
cultured bone marrow stromal cells to improve peripheral nerve regeneration. Int J Oral
Maxillofac Surg. 2005;34(5):537-42.

46. Cooney DS, Wimmers EG, Ibrahim Z, Grahammer J, Christensen JM, Brat GA,
et al. Mesenchymal Stem Cells Enhance Nerve Regeneration in a Rat Sciatic Nerve
Repair and Hindlimb Transplant Model. Sci Rep. 2016;6:31306.

47.  Ladak A, Olson J, Tredget EE, Gordon T. Differentiation of mesenchymal stem
cells to support peripheral nerve regeneration in a rat model. Exp Neurol.
2011;228(2):242-52.

48.  Cuevas P, Carceller F, Dujovny M, Garcia-Gomez I, Cuevas B, Gonzalez-
Corrochano R, et al. Peripheral nerve regeneration by bone marrow stromal cells.
Neurol Res. 2002;24(7):634-8.

65



49.  Cuevas P, Carceller F, Garcia-Gomez I, Yan M, Dujovny M. Bone marrow
stromal cell implantation for peripheral nerve repair. Neurol Res. 2004;26(2):230-2.
50.  Walsh S, Midha R. Practical considerations concerning the use of stem cells for
peripheral nerve repair. Neurosurg Focus. 2009;26(2):E2.

51. Lopatina T, Kalinina N, Karagyaur M, Stambolsky D, Rubina K, Revischin A,
et al. Adipose-derived stem cells stimulate regeneration of peripheral nerves: BDNF
secreted by these cells promotes nerve healing and axon growth de novo. PLoS One.
2011;6(3):€17899.

52.  Salgado AJ, Reis RL, Sousa NJ, Gimble JM. Adipose tissue derived stem cells
secretome: soluble factors and their roles in regenerative medicine. Curr Stem Cell Res
Ther. 2010;5(2):103-10.

53.  Javazon EH, Beggs KJ, Flake AW. Mesenchymal stem cells: paradoxes of
passaging. Exp Hematol. 2004;32(5):414-25.

54.  Carriel V, Garzon I, Alaminos M, Cornelissen M. Histological assessment in
peripheral nerve tissue engineering. Neural Regen Res. 2014;9(18):1657-60.

55.  Carriel V, Garrido-Gomez J, Hernandez-Cortes P, Garzon |, Garcia-Garcia S,
Saez-Moreno JA, et al. Combination of fibrin-agarose hydrogels and adipose-derived
mesenchymal stem cells for peripheral nerve regeneration. J Neural Eng.
2013;10(2):026022.

56. Huang W, Begum R, Barber T, Ibba V, Tee NC, Hussain M, et al. Regenerative
potential of silk conduits in repair of peripheral nerve injury in adult rats. Biomaterials.
2012;33(1):59-71.

66



57. MaCH, Omura T, Cobos EJ, Latremoliere A, Ghasemlou N, Brenner GJ, et al.
Accelerating axonal growth promotes motor recovery after peripheral nerve injury in
mice. J Clin Invest. 2011;121(11):4332-47.

58.  Carriel V, Garzon I, Campos A, Cornelissen M, Alaminos M. Differential
expression of GAP-43 and neurofilament during peripheral nerve regeneration through
bio-artificial conduits. J Tissue Eng Regen Med. 2017;11(2):553-63.

59. Bain JR, Mackinnon SE, Hunter DA. Functional evaluation of complete sciatic,
peroneal, and posterior tibial nerve lesions in the rat. Plast Reconstr Surg.
1989;83(1):129-38.

60.  Zeng X, Zhang L, Sun L, Zhang D, Zhao H, Jia J, et al. Recovery from rat sciatic
nerve injury in vivo through the use of differentiated MDSCs in vitro. Exp Ther Med.
2013;5(1):193-6.

61.  Chimutengwende-Gordon M, Khan W. Recent advances and developments in
neural repair and regeneration for hand surgery. Open Orthop J. 2012;6:103-7.

62. Tse R, Ko JH. Nerve glue for upper extremity reconstruction. Hand Clin.
2012;28(4):529-40.

63.  Martins RS, Siqueira MG, Da Silva CF, Plese JP. Overall assessment of
regeneration in peripheral nerve lesion repair using fibrin glue, suture, or a combination
of the 2 techniques in a rat model. Which is the ideal choice? Surg Neurol. 2005;64

Suppl 1:S1:10-6; discussion S1:6.

67



64.  Whitlock EL, Kasukurthi R, Yan Y, Tung TH, Hunter DA, Mackinnon SE.
Fibrin glue mitigates the learning curve of microneurosurgical repair. Microsurgery.
2010;30(3):218-22.

65. Menovsky T, Beek JF. Carbon dioxide laser-assisted nerve repair: effect of
solder and suture material on nerve regeneration in rat sciatic nerve. Microsurgery.
2003;23(2):109-16.

66.  Siemionow M, Uygur S, Ozturk C, Siemionow K. Techniques and materials for
enhancement of peripheral nerve regeneration: a literature review. Microsurgery.
2013;33(4):318-28.

67. Masear VR, Colgin S. The treatment of epineural scarring with allograft vein
wrapping. Hand Clin. 1996;12(4):773-9.

68. Yoo YM, Lee IJ, Lim H, Kim JH, Park MC. Vein wrapping technique for nerve
reconstruction in patients with thyroid cancer invading the recurrent laryngeal nerve.
Arch Plast Surg. 2012;39(1):71-5.

69.  Alligand-Perrin P, Rabarin F, Jeudy J, Cesari B, Saint-Cast Y, Fouque PA, et al.
Vein conduit associated with microsurgical suture for complete collateral digital nerve
severance. Orthop Traumatol Surg Res. 2011;97(4 Suppl):S16-20.

70. Leuzzi S, Armenio A, Leone L, De Santis V, Di Turi A, Annoscia P, et al. Repair
of peripheral nerve with vein wrapping. G Chir. 2014;35(3-4):101-6.

71. Ren Z,Wang Y, Peng J, Zhao Q, Lu S. Role of stem cells in the regeneration

and repair of peripheral nerves. Rev Neurosci. 2012;23(2):135-43.

68



69



