T.C.
GAZi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
PLASTIK, REKONSTRUKTIF VE ESTETIK CERRAHI ANABILIM DALI

ERITROPOIETIN VE FiBRIN YAPISTIRICI
KARISIMININ PERIFERIK SINIR ONARIMINDA
KULLANIMI

UZMANLIK TEZi
Dr. Ayhan Isik ERDAL

TEZ DANISMANI
Dog. Dr. Kemal FINDIKCIOGLU

ANKARA
2019



T.C.
GAZIi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
PLASTIK, REKONSTRUKTIF VE ESTETIK CERRAHI ANABILIM DALI

ERITROPOIETIN VE FiBRIN YAPISTIRICI
KARISIMININ PERIFERIK SINIR ONARIMINDA
KULLANIMI

UZMANLIK TEZi
Dr. Ayhan Isik ERDAL

TEZ DANISMANI
Do¢. Dr. Kemal FINDIKCIOGLU

Bu tez Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 01/2018-31
proje numarasi ile desteklenmistir.

ANKARA
2019






© o N o v

10.

GIRIS VE AMAC
GENEL BIiLGILER

2.1.

Eritropoietin

2.1.1. Eritropoietinin tarihi

2.1.2. Eritropoietinin yapisi, etki mekanizmasi ve metabolizmasi
2.1.3. Eritropoietinin farkl dokulara etkisi

2.1.4. Eritropoietinin merkezi sinir sistemi Uzerine etkisi
2.15. Eritropoietinin periferik sinir sistemi Gzerine etkisi
2.2. Fibrin Yapistirici

2.2.1. Fibrin yapistiricinin tarihi

2.2.2. Fibrin yapistiricinin yapisi, etki mekanizmasi ve metabolizmasi
2.2.3. Fibrin yapistiricinin kullanmim alanlar

2.24. Fibrin yapistiricinin sinir onariminda kullanimi
2.2.5. Fibrin yapistiricimin tasiyici olarak kullamimi

2.3. Periferik Sinir Anatomisi

2.4, Periferik Sinir Hasar1 ve Onarim

2.5. Periferik Sinir Tyilesmesi

2.6. Eritropoietinin Sinir Onariminda Kullanim

2.7. Fibrin Yapistiriciya Eklenen Faktorler ile iyilesmenin Desteklenmesi
GEREC VE YONTEM

3.1. Gruplar ve Ac¢iklamalari

3.2. Eritropoietin iceren Fibrin Yapistiricimn Hazirlanmasi
3.3.  Cerrahi Prosedur

3.4.  Yurdme Analizi

3.5.  Pin-Prick Test

3.6. Toe-Spread Test

3.7. Histolojik Degerlendirme

3.8. Istatistiksel Analiz

BULGULAR

4.1. Makroskobik ve Morfolojik Bulgular

4.2. Yiiriime Analizi Sonu¢lar:

4.3. Pin-Prick Test Sonuclari

4.4. Toe-Spread Test Sonuglar1

4.5. Histolojik Bulgular

TARTISMA

SONUC

OZET

SUMMARY

KAYNAKLAR

OZGECMIS

eI NN SN S~ I

10
13
18
18
18
21
22
24
25
27
30
32

36
36
37
47
53
58
58
59
60

61
61
63
66
67
68

77
84
85
87
89
102



SEKILLER

Sekil 1: Eritropoietin reseptorii ve JAK-STAT transdiiksiyon mekanizmasi
(Nelson DL, Lehninger AL, Cox MM. Lehninger principles of
biochemistry: Macmillan; 2008. 433 P)....cccceveerieerierieeeie e 7

Sekil 2: Eritropoietin ve anti-apoptotik etki yolaklar1 (Morishita E, Masuda S,
Nagao M, Yasuda Y, Sasaki R. Erythropoietin receptor is expressed in rat
hippocampal and cerebral cortical neurons, and erythropoietin prevents in
vitro glutamate-induced neuronal death. Neuroscience. 1997;76(1):105-16.)

............................................................................................................................ 13
Sekil 3: Fibrin yapistirici bilesenlerinin etki mekanizmasi................ccccccceenee. 19
Sekil 4: Sinirin yapisi1 (Gartner LP. Textbook of Histology, International

Edition: Elsevier Health Sciences; 2015) ......cccccevevievieieeciesieeee e 26
Sekil 5: A) Sinir kesisi B) Epinoral onarim C) Perinoral onarim (Gurtner GC,

Neligan PC, Liu DZ. Plastic Surgery: Volume 1 Principles. London:

Elsevier Health Sciences; 2018.) ....ccooveiieiieiereeie e 29
Sekil 6: Rekombinant insan eritropoietini preparati Eprex® 2000 (epoetin alfa /

epoetina alfa) (Janssen-Cilag Ltd., Beerse, Belgium) ........cccecvvevevveceereenee. 38
Sekil 7: Tisseel Lyo kutusu ve Eprex 2000 SIringasi ............ccooceevvieeinieennneennnen. 42
Sekil 8: Tisseel Lyo kutusu icerigi, sol iistte 4 flakon ilaci iceren kutu, sol altta

Duploject enjeksiyon sistemi iceren KUtU..........cccceeeveveeiieciesieneeeciesieene 42
Sekil 9: Tisseel Lyo kutusu icerigi, sag iistte 4 flakon ilacg, sag altta Duploject

ENJEKSTYON SISTEMI..ccviiiiiiiesiieiieie ettt e sae e sreeeas 43

Sekil 10: Soldan saga sirayla fibrinojen (sealer protein), aprotinin, kalsiyum,
trombin (arka planda hangi flakonun hangisine aktarilacag:
(0 [o IS (=] ] [ 4 1=] ST 1 ) IS 43
Sekil 11: Mavi ile kodlanmis flakonlar (fibrinojen ve aprotinin) ile siyah ile
kodlanmis flakonlarin (kalsiyum ve trombin) yine ayn1 renkler ile

kodlanmis siringalar ile gruplanmasi...........coccoevvvviiiiiiniiiie e 44
Sekil 12: Solda aprotininin fibrinojene, sagda kalsiyumun trombine aktarilmak
iizere aym renkler ile kodlanmis siringalara gekilmesi .....................c..ec... 44
Sekil 13: Solda aprotininin fibrinojene, sagda kalsiyumun trombine aktarilmasi
............................................................................................................................ 45
Sekil 14: hem fibrinojen hem de trombin bilesenine esit miktarda eritropoietin
BKIBNMIEST ..o 45

Sekil 15: Isitici ve karistirici Fibrinotherm sistem ile bilesenlerin aktivasyonu 46
Sekil 16: Kullammma hazir Duploject enjeksiyon sistemine aktarilmis fibrin

yapistiricl ve yedeK Ug.........ccooooiiiiiiiiiiii 46
Sekil 17: Pozisyon verilmesi ve insizyonun cerrahi oncesi isaretlenmesi............ 48
Sekil 18: Cerrahi alanin steril 6rtiinmesi ve insizyon alanimin dominant

olmayan elin yardimu ile gerilmesi...............ccoccoooiiiiiiiii 48
Sekil 19: Insizyonun 15 numara bistiiri ile yapilmasi.............c.cccoovevrrrrrerennnnnns 49

Sekil 20: Tenotomi makasi ile kas planinin gecilerek siyatik sinirin goriilmesi. 49
Sekil 21: Siyatik sinirin mobilize edilerek insizyondan disar:1 alinmasi.............. 50



Sekil 22: 8 mm genisliginde yapismaz kirmizi renkli fonun sinirin arkasina

yerlestirilmesi (solda diisiik biiyiitme, sagda yiiksek biiyiitme ile).............. 50
Sekil 23: 2 adet epinoral dikis ile onarim (solda diisiik biiyiitme, sagda yiiksek

DUYULME 18) .ttt s 51
Sekil 24: Onarim hattina fibrin yapistirici uygulanmasi .............occcceeeviieennnnnee. 51
Sekil 25: Fibrin yapistiricinin onarim hattinca organize olmus goriiniimii....... 52
Sekil 26: Insizyonun kapatilmasi sonrasi @oriniim ...............cccoccevevevevereerennnnnns 52

Sekil 27: Ayak izinde dl¢iilen mesafelerin ayaktaki karsihgi. A — Print Length
(PL) (Ayak izinin boyu, 6n-arka mesafesi) B — Toe Spread (TS) (Birinci ve
besinci parmaklarin uglar1 arasindaki mesafe) C — Intermediary Toe
Spread (IT) (Ikinci ve dérdiincii parmaklarin uclar arasindaki mesafe)
(Brown CJ, Mackinnon SE, Evans PJ, Bain JR, Makino AP, Hunter DA, et
al. Self-evaluation of walking-track measurement using a Sciatic Function
Index. Microsurgery. 1989;10(3):226-35) ...cccceeveevieeiieenieeieesee e 54

Sekil 28: U¢ farkh calismada tamimlanan siyatik fonksiyonel indeks formiilleri.
E ile baslayan kisaltmalar Experimental (deneysel) tarafi gostermektedir.
N ile baslayan kisaltmalar Normal tarafi gostermektedir. Bu cahismada C.
satirinda yer alan Bein ve ark. tammladig1 formiil kullanilmistir. (Brown
CJ, Mackinnon SE, Evans PJ, Bain JR, Makino AP, Hunter DA, et al. Self-
evaluation of walking-track measurement using a Sciatic Function Index.
Microsurgery. 1989;10(3):226-35) ......ccceverereeiierienieriesieneeeeeeeese e 55

Sekil 29: Normal, posterior tibial sinir hasarli,, penoneal sinir hasarh ve siyatik
sinir hasarh ratlarda ayak bilegi, ayak, ayak parmaklar1 morfolojik
degisimleri. Siyatik siniri kesilen tarafta ayak 6n-arka mesafesinin (print
length) arttig, ayak bilegi dorsifleksiyonunun azaldig, birinci-besinci
parmak ucu mesafesinin (toe spread) azaldig goriilmektedir. (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.) ..ccueeueeuieieiesiesiesie sttt sttt sttt ne e 56

SeKil 30: AyaK izi Ornei........ccceevviiiiiiiiiiieeeee e 57

Sekil 31: Solda Grup 4’ten bir 6rnek, sagda Grup 5’ten bir 6rnek goriiliiyor.
Sadece morfolojik yorum ile solda iyilesmenin iyi oldugu, sagda kotii
oldugu soylenebilir (kirmiz1 oklar deney tarafi olan ekstremiteyi isaret
Y1 1= =T [T ) TSRS 62

Sekil 32: Grup 5’ten bir hayvana ait 6rnekte ayak morfolojik degisimleri
belirgin olarak goriilityor (kirmizi oklar deney tarafi olan ekstremiteyi

isaret etmektedir). ...........ccooiiiiiii i 62
Sekil 33: 21. giinde gruplara gore siyatik fonksiyon indeks degerleri ................ 65
Sekil 34: 42. giinde gruplara gore siyatik fonksiyon indeks degerleri ................ 65
Sekil 35: 63. giinde gruplara gore siyatik fonksiyon indeks degerleri ................ 66
Sekil 36: Schwann hiicre artis skorunu gosteren grafik (Ortalama + SS).......... 70

Sekil 37: Endonoral kollajen artis skorunu gosteren grafik (Ortalama + SS). .. 71

Sekil 38: Fibriller yapida bozulma skorunu gosteren grafik (Ortalama +SS)....... 72

Sekil 39: Grup 1’e iliskin 6rnek resimler (Masson’un iiclii boyasi, 400x
biiyiitme). A: Proksimal ucta sinir fibrilleri kirmiz1 renkte izlenirken,
Schwann hicrelerinin ¢ekirdekleri siyah olarak izlenmektedir. B: Yara



bolgesinde epindoryumda fibrin yapistirici kalintisi (ok), fibrin yapistirici
etrafinda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu izlenmektedir(kesik ¢izgi).
Kollajen liflerin (mavi) diizenlenimi fibrin yapistiriciy1 cevreleyecek
sekildedir. C: Distal ucta kollajen liflerde artis izlenmektedir. Kollajen
liflerdeki artisa Schwann hiicrelerinde artis eslik etmektedir. Perinoral
damar yapilari ¢cevrelerindeki kollajen liflerle izlenmektedir (yildiz). D:
Distal ucta fibriler yapida belirgin bozulma, endonoral kollajen miktarinda
artis goriilmektedir. Vaskiiler yapilar okla gosterilmektedir....................... 73
Sekil 40: Grup 2’ye iliskin 6rnek resimler (Masson’un ii¢lii boyasi, 400x
blayutme). A: Proksimal ucta sinir fibrilleri endon6éryum ve Schwann
hiicreleri dogal yapisinda izlenmektedir. B: Distal ugta Schwann
hiicrelerinde yogun artisa eslik eden endonoral kollajen miktarinda
minimal artis, fibriller yapida bozulma gorillmektedir. .............................. 74
Sekil 41: Grup 3’e iliskin 6rnek resimler (Masson’un iiclii boyasi, 400x
biiyiitme). A: Proksimal u¢ta korunmus sinir yapisi. B: Distal ucta
Schwann hiicre yogunlugunda artisa karsin korunmus fibril yapisi. C:
Distal ucta kollajen miktarinda yogun artis. .............ccceeveevervvereerencneneennnns 74
Sekil 42: Grup 4’e iliskin ornek resimler (Masson’un iiclii boyasi, 400x
bilyiitme). A: Proksimal ucta korunmus sinir fibril yapisi. B:
Epinoryumda, dikis materyali kalintis1 ve etrafindaki graniilasyon dokusu
(kesik cizgi) disinda kalan alanda seliilarite artis1 ve fibroblastalarin
paralel duzenleniminde bozulmalar izlenmektedir. C: Distal ugta fibril
yapisinda bozulma, kollajen miktarinda orta derecede artis ve Schwann
hiicrelerinde yogun artis izlenmektedir. D: Distal ucta iistte epinéryum
izlenmekte (kesik cizgi), fibrosit ¢cekirdekleri siyah, kollajen lifleri paralel
diizenlenmis olarak izleniyor. Endondral kollajen miktar: orta derecede

Sekil 43: Grup 5’e ait 6rnek resimler (Masson’un iiclii boyasi, 400x biiyiitme).
A: Proksimal ugta sinir fibrilleri korunmus ve eslik eden Schwann
hiicrelerinin ¢ekirdekleri, endondral kollajen lifler izlenmektedir. B: Distal
ucta dejenerasyona bagh fibrillerde azalma, endonéral kollajen artisi,
Schwann hiicrelerinde artis goriilmektedir. ...............ccooccooviiiniiinnininien. 75

Sekil 44: Grup 6’ya iliskin ornek resimler (Masson’un iiclii boyasi, 400x
biiyiitme). A: Proksimal ucta korunmus sinir fibrilleri. B: Sol tarafta
epindryum, sag iistte sinir fibrilleri izlenmekte. Dikis materyalini iceren
graniilasyon dokusu kesik cizgiyle ¢evrelenmistir. C: Distal ucta endonoral
kollajen miktarinda minimal artis goriilmekte ancak fibril yapisi
korunmus ve Schwann hiicrelerinde artis izlenmemektedir........................ 76

Sekil 45: Kontrol grubuna iliskin 6rnek resimler (Masson’un iiclii boyasi, 400x
biiyiitme). A, B, C: Farkh bolgelerden ahinmis fotograflarda sinir
fibrillerinin diizenlenimi, Schwann hiicre yogunlugu, endonoral kollajen
miktar1 benzer olarak izlenmektedir................ccoccooiiiiiiiiie 76



TABLOLAR

Tablo 1: Tisseel® (Baxter AG, Vienna, Austria) icerigi.............c.ccccceevvvrrrrerennnenen, 20
Tablo 2: Piyasada bulunan fibrin yapistiricilar .............cccoovvveviniinceeneeienene, 21
Tablo 3: Periferik sinirlerin iletim hizina gore siniflandirmasi (Gartner LP.
Textbook of Histology, International Edition: Elsevier Health Sciences;
2005) ettt ettt b h ettt b b e eas 27
Tablo 4: Sinir hasar1 sinifladirmasi (Gurtner GC, Neligan PC, Liu DZ. Plastic
Surgery: Volume 1 Principles. London: Elsevier Health Sciences; 2018.) . 28

Tablo 5: Deney Gruplart ...........ccooviiiiiiiiiiiee e 37
Tablo 6: Pin-prick test SKOTIArL...........c..cccooiiiiiiiiiiiceeeee e 58
Tablo 7: Toe-spread test SKOFIArT ..............cccoeievieiiieiecieecec e 59
Tablo 8: 21., 42. ve 63. giinlerdeki siyatik fonksiyonel indeks sonuglari ............ 64
Tablo 9: 21., 42. ve 63. gunlerdeki pin-prick test sonuglari ...............ccceevennenee. 67
Tablo 10: 21., 42. ve 63. guinlerdeki toe-spread test sonuclari ................cccoo........ 68

Tablo 11: Schwann hiicrelerinde artis, endonéral kollajen artisi, fibriller yapida
bozulma skorlarinda gruplara ait ortalama ve standart sapma degerleri. 69



KISALTMALAR

Epo - Eritropoietin

JAK —Janus Kinase

STAT - Signal Transducers and Activators of Transcription

Grb2 — Growth factor receptor — bound protein 2

MAPK — Mitogen — Activated Protein Kinases

CFU - Es — Eritroid Koloni Olusturan Uniteler (Colony Forming Unit-Erythroid)
NMDA — N-methyl-D-aspatate

INOS — indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentetaz

IGF-1 — instilin benzeri blytume faktoru (insulin-like growth factor)
NGF — sinir buyume faktor (Nerve Growth Factor)

PLGA — poli(laktik asit-ko-glikolik asit)

HIV — insan immin yetmezlik virtisii (human immunodeficiency virus)
HCV — hepatit C virisu

HBV — hepatit B virlsi

ABD — Amerika Birlesik Devletleri

Ca2+ — kalsiyum iyonu

Faktor 13 — Fibrin stabilize edici faktor

FGF — fibroblast buyume faktori

GUDAM — Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel
Arastirmalar Merkezi



1. GIRIS VE AMAC

Sinir  sisteminde yara iyilesmesi mevcut siirhiliklari  nedeniyle
arastirmalarn  hep ilgi odagi olmustur. Periferik sinir sisteminde gorilen
yaralanmalarmm  mikrocerrahi  tekniklerle onarmmi plastik cerrahide rutin
gergeklestirilen iglemlerdendir. Bu tiir onarmmlar sonrasi elde edilen iyilesme
basarisinin  kismi olmasit bu alanda bircok klinik ve deneysel c¢alismanin
yiiriitiilmesine neden olmustur. Literatiirde sinir onarimlarinda kullanilabilecek farkl
cerrahi teknik ve aygitlar tanimlanmis, bir¢ok maddenin sinir iyilesmesinde etkisi
calisilmistir. Gilinlimiizde de tatmin edici iyilesme sonuclarina ulagma amacinda

caligmalar devam etmektedir.

Eritropoietin, eritropoezde rol alan bir hormondur. Bu hormonun rekombinant
formu bazi anemi formlariin tedavisinde kullanilmak {izere piyasada bulunmaktadir.
Zaman i¢inde eritropoietinin merkezi ve sinir sisteminde farkl etkileri goriilmiistiir.
Bazi hastaliklarda sinir iyilesmesi iizerinde olumlu etkisi olabilecegi hipotezine
dayanan ¢aligmalar artmistir. Farkli deneysel modellerde sistemik veya lokal
eritropoietin uygulamasinin sinir iyilesmesine etkilerini inceleyen ¢alismalar
mevcuttur. Bunlarin ¢ogunda eritropoietin uygulamasinin sinir iyilesmesini olumlu

yonde etkiledigine dair bulgular raporlanmistir.

Fibrin yapistiricilar ilk olarak hemostaz amacgh kullanima siiriilmiis,
fibrinojen ve trombin olmak (izere iki bilesenden olusan, bu iki bilesenin birlesmesi
ile aktive olarak yapistirict fonksiyonu goren iirlinlerdir. Cerrahide ilk olarak
kardiyak damar anastomozlarinda hemostaz amaciyla kullanilmig, zamanla farkli

cerrahi amaglarda kullanimi yayginlagmistir. Periferik sinir kesilerinin tamirinde de



kullanilmaktadirlar. Literatiirde periferik sinir kesilerinin tamirinde altin standart bir
yéntem olmasa da kesilmis sinir u¢larmin mikrocerrahi dikis ile bir arada tutulmasi
en ¢ok kabul goren ve uygulanan tekniktir. Kesilmis sinir uglarini bir arada tutmada
fibrin yapistiricilar da sik olarak kullanilmaktadir. Dikis, fibrin yapistirici, tiip
kullanim1 gibi tekniklerin izole olarak yada kombine kullanildig1 calismalar
mevcuttur ve sonuglari ¢esitlilik gdstermektedir. Hangi teknigin iistiin olduguna dair
net veri yoktur. Dikis ve fibrin yapistiricinin kombine kullanim1 da sik tercih edilen

bir yontemdir.

Fibrin yapistiricilarin olusturdugu c¢okeltinin vicutta yavas gerceklesen bir
yikima ugramasi nedeniyle bazi ilaglarin viicutta kontrollii salinimini saglayan bir
vektor olarak kullanilabileceklerine dair calismalar yapilmistir. Amerikan Gida ve
Ila¢ Dairesi (United States Food and Drug Administration - FDA) fibrin yapistirict
kullanimin1 onaylamistir, bu haliyle yavas salimmda kullanilan diger farkl
bilesimlere Ustlindiir. Literatiirde lokal ve kontrollii eritropoietin salinimi amaciyla
fibrin yapistirict kullanilan bir ¢alisma mevcuttur ve bu tagima etkin olarak

raporlanmigtir (1).

Literatiirde fibrin yapistiricinin sinir kesilerinin onariminda kullanimina dair
fazlaca ¢alisma bulunmaktadir (2). Fakat bu ¢alismalarin higbirinde sinir Kkesisi

onarimminda eritropoietin ve fibrin yapistirici karigimi kullanilmamistir.,

Hipotez: Bahsedilen literatiir verilerinden yola ¢ikilarak, eritropoietin iceren
fibrin yapistiricinin periferik sinir kesisi onariminda kullaniminin sinir iyilesmesini

olumlu etkileyecegi hipotezi ortaya konulmustur.



Amag: Periferik sinir yaralanmalar1 6zellikle el yaralanmalarinda ¢ogunlukla
sinir kesisi olarak siklikla gorlilmektedir. Mikrocerrahi ekipman ve teknigin
gelismesi ve yayginlagsmasi ile sinir onarim ameliyatlarmin sayis1  giderek
artmaktadir. Fakat sinir iyilesmesi mekanizmasindaki zorluklar nedeniyle bazi
olgularda fonksiyonel iyilesme ve kazanim kisith olmakta yada olmamaktadir.
Eritropoietinin fonksiyonel sinir iyilesmesini artirdig literatiirdeki bazi ¢caligmalarda
gosterilmistir. Bu calismada rutinde kullanilmakta olan onarim yontemlerine ek
olarak eritropoietin eklenerek iyilesmede artis saglamak amaglanmistir. Eger
calismanin sonuglar1 bunu destekler ise eritropoietinin bu sekilde kullaniminin klinik
kullanima girme olasiligimin dogacagi diisiiniilmiistiir. Fibrin yapistirict igindeki
eritropoietinin sinir iyilesmesine olumlu bir etkisinin olup olmadig1 sorusuna cevap

verme ve literatiirdeki bu agigin kapatilmas1 amaglanmistir.



2. GENEL BiLGILER
2.1.  Eritropoietin

2.1.1. Eritropoietinin tarihi

Ilk kez 1863 yilinda Jourdanet yiiksek rakimlarda yasayan insanlarin daha
visk6z kana sahip olduklar1 gozlemini yaparak dolayli da olsa eritropoietinin
kesfinde ilk adimi atmistir (3). 1891°de Viault Peru’da rakim olarak daha yiiksek
bolgeye goc edenlerde kirmizi hiicre saymminin arttigini gézlemlemistir (4). 1906’da
Carnot ve Deflandre tavsanlari1 kanatarak anemik hale getirmis, anemik tavsanlardan
elde ettigi serumu anemik olmayan tavsanlara aktarmis ve onlarda kirmizi hiicre
saymminin arttigin1  gostermistir.  Carnot ve Deflandre buna dayanarak kanda
‘hemopoietin’ diye tanimladiklar1 bir madde oldugu ve bu maddenin kan iiretimini
gerektiginde artirdig1 ¢ikarimini yapmislardir (5). Ardindan gesitli yollar ile anemik
ya da hipoksik hale getirilen rat ya da tavsanlar ile bir¢ok ¢aligma yapilmistir (6).
1948’de Bonsdorff ve Jalavisto daha 6nce ‘hemopoietin’ diye tanimlanan hormonal
faktorii ‘eritropoietin’ olarak tamimlamiglardir (7). 1955’te Plazak ilk kantitatif
eritropoietin testini gelistirmistir (8). 1957°de Jacobson bu maddenin nerede
dretildigini bulmak amaciyla kanatilarak anemik hale getirilen ratlarda g¢esitli
organlar1 ¢ikararak calismis ve bilateral bobregi cikarilan ratlarda anemiye cevap
olarak plazmada beklenen eritropoietin artisinin olmadigimi gézlemlemistir (9). Bu
eritropoietinin primer iiretim yerinin bobrek oldugunu gosteren giiclii bir bulgudur.
1960°da  White tarafindan saf eritropoietin elde edilemediginden kolbalt ile
stimulasyona bagli iinite birimi tanimlanmistir (10). 1966’da anemik koyun kanindan

elde edilen eritropoictinin {initelendirilmesi amaciyla birinci Eritropoietin



Uluslararas1 Referans Standartin1 gelistirmislerdir (11). 1972’de insan idrarindan
elde edilen eritropoietinin iinitelendirilmesi amaciyla da ikinci Eritropoietin
Uluslararas1 Referans Standartini gelistirmiglerdir (12). Zaman ic¢inde daha hassas
saflastirma ve 6l¢lim yontemleri gelistirilmistir (13). 1977°de Miyake insan idarindan
eritropoietini basariyla saflastirilmasini yedi basamakli olarak sistematik sekilde
yayinlamistir ve Zanjani fetiiste eritropoietin iiretiminin primer yerinin karaciger
oldugunu gostermistir (14, 15). 1985°te Lin eritropoietin genini, ekspresyonunu ve
klonlamasini yaymlamistir (16). BOylece ilk rekombinant insan eritropoietini 1985
yilinda yapilabilmistir. 1986’da Winearls rekombinant insan eritropoietininin kronik
hemodiyaliz hastalarinin anemi tedavisinde etkili oldugunu gostermistir (17).
1989°da  Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (United States Food and Drug
Administration - FDA) rekombinant insan eritropoetininin (rHUEPO - epoetin alfa -
Epogen®) kronik bobrek yetmezligi ile iliskili aneminin tedavisinde kullanilmasini
onaylamistir (18). 1990’da D’Andrea ve Zon eritropoietin reseptorii yapisinit ve
aktivasyon mekanizmasina yonelik bulgular yayinlamiglardir (19). Yine 1992°de saf
rekombinant insan eritropoietini igin birinci Uluslararas1 Standart yayinlanmistir
(20). 2003°te saf yine rekombinant insan eritropoietini i¢in ikinci Uluslararasi

Standart yayinlanmigtir (21).

Doksanli yillardan baslayarak eritropoietinin eritropoez diginda farkli etkileri
oldugu gozlenmistir. Ornek verilecek olursa 1998’de Sakanaka eritropoietinin
noronlart iskemik hasardan korudugunu ortaya koymustur (22). 2003’te Calvillo
rekombinant insan eritropoietinin miyokardiyumu iskemi-reperfliizyon hasarindan
korudugunu ortaya koymustur (23). Eritropoietinin farkli dokular {izerindeki gesitli

etkilerinden ilerde daha detayli bahsedilecektir.



2.1.2. Eritropoietinin yapisi, etki mekanizmasi ve metabolizmasi

Eritropoietin  bir glikoproteindir. Molekiil agirhigi 30.400 daltondur.
agirhigindadir. Primer olarak bobrekte, fetliste primer olarak karacigerde iiretilir.
Agirhigmin yarisina yakimi seker (glikozil) yapist olusturur ve bu kisim sayesinde
yikilmaktan korunur. Dolasimda bulunan matiir protein 165 aminoasit igerir (24).
Rekombinant insan eritropoietini ile endojen eritropoietin arasinda seker gruplari

ufak farkliliklar gosterebilir, fakat aminoasit dizilimleri aynidir (25).

Eritropoietin primer olarak renal korteksteki peritiibiler fibroblastlarda
uretilir. Gorevi hemoglobini stabil tutmak, kan kaybi durumlarinda ise iyilesmeyi
hizlandirmaktir. Saglikli insanda dolasimda eritropoietin siirekli vardir. Bobrekteki
eritropoietin sentezi transkripsiyon seviyesinde reglle edilir. Hipoksi ile Gretimi
uyarlir. Eritropoietin mRNA’s1 beyin, karaciger, dalak, akciger, testis gibi bobrek
dis1 odaklarda da tespit edilmistir. Fakat kronik bobrek yetmezliginde bu alanlar

bobrek iiretimine alternatif olamamaktadir (26).

Uretilip dolasima salinan eritropoietin, kemik iliginde eritrositik serinin
progenitér hiicrelerinde, Ozellikle eritroid koloni olusturan iinitelerde (colony-

forming units -erythroid, CFU-Es) proliferasyon ve farklilagsmay1 uyarir.

Eritropoietin, hiicre ylizeyindeki eritropoietin reseptoriine baglanarak etki
gOsterir. Eritropoietin reseptorii 60.000 dalton agirligindadir. Baglanma sonrasi
reseptdr konformasyonel degisiklige girer, reseptorde dimerizasyon olur, bunun
sonunca reseptdr solubl Janus Kinase’i (JAK) baglar, JAK ise eritropoietin
reseptoriiniin sitoplazmik domainindeki bazi tirozin rezidiilerini fosforile eder. Bu

forforilasyon islemi sonrasi ana olarak Signal Transducers and Activators of



Transcription (STAT) aktive olur. Ozetle JAK2/STAT-5 intraseliiler sinyal yolag1
aktive olur (27). Ayrica growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2) ve mitogen-
activated protein kinases (MAPK) kaskadi da aktive olur. Tim bu transkripsiyon

faktorleri niikleusta gen espresyonunu diizenler ve etkileri ortaya ¢ikarir (Sekil 1)

(28).

Eritropoietinin metabolizmas1 uzun siire arastirilmistir. One ¢ikan glincel
goriis baglandig1 reseptorii ile birlikte hiicre i¢ine alinip lizozomal olarak yikildigidir
(29). Eritropoietinin glikozil komponentindeki ufak farkliliklarinin potensi ve yari-

omru etkiledigi diistiniilmektedir (26).

Eritropoietin

Eritropoietin
' Reseptori
D

MAPK
kaskadi

MAPK

Nikleusta gen

ekspresyonu
etkilenir

.

dimerizasyon

Sekil 1: Eritropoietin reseptori ve JAK-STAT transdiiksiyon mekanizmast (Nelson DL, Lehninger
AL, Cox MM. Lehninger principles of biochemistry: Macmillan; 2008. 433 p)



2.1.3. Eritropoietinin farkh dokulara etkisi

Doksanli yillarda eritropoietinin bobrek haricinde de sentezlendigi, eritropoez
digindaki hiicrelerde de reseptorii ve dolayistyla etkileri oldugu kesfedildikten sonra
farkli doku ve organlardaki bu etkileri aragtirmaya yonelik caligmalar siklagsmistir.
Bu alanlar arasinda endotel hiicreleri, santral ve periferik sinir sistemi, erkek ve
kadin lireme organlari, gastrointestinal sistem, kalp 6ne ¢ikmaktadir. Fakat bunlara
ek olarak ¢ok ¢esitli etki alanlar1 gosterilmistir. Bu farkli etkiler otokrin, parakrin ya

da endokrin mekanizma ile ortaya ¢ikabilmektedir (13).

Literatlirde eritropoietinin Kkoruyucu, rejeneratif, anjiojenik, trofik, anti-

apoptotik etkilerini arastiran birgok ¢alisma vardir (30).

Daha once de belirtildigi gibi 2003’te Calvillo ve ark. rekombinant insan
eritropoietinin miyokardiyumu iskemi-reperfiizyon hasarindan korudugunu ortaya
koymustur (23). Yine 2003’te Sterin-Borda ve ark. uzamis hipoksi ile kardiak
kontraktiliteyi baskilamis, eritropoietin verilmesi sonrast bu baskilanmanin
diizeldigini, monoklonal anti-eritropoietin  antikorunun verilmesi ile de

baskilanmanin tekrar ettigini gostermistir (31).

2000’de Ledbetter ve ark. diisik dogum agirlikli dogan ve anemi nedeniyle
rekombinant insan eritropoietini ile tedavi edilen yenidoganlarda nekrotizan
enterokolitin daha az oldugunu géstermistir (32). 2001°de Jull ve ark. eritropoietinin

yenidogan rat bagirsagina trofik faktor olarak etti ettigini gostermistir (33).

1998’de Yasuda ve ark. uterustan Ostrojen bagimli eritropoietin iiretiminin

oldugunu ve bunun uterin anjiogenezde rol oynayabilecegini gostermistir (34). Disi



Ureme sisteminde eritropoietin tretimi uterus disinda over, fallop tiipii, endometrium,

servikste de gosterilmistir (35, 36). Plasentada da trofoblastlarda gosterilmistir (37).

Erkek treme sisteminde ilk olarak Sertoli hicrelerinde eritropoietin tretimi
gosterilmistir (38). Daha sonra penis, prostat ve periprostatik norovaskiiler yapilarda
da gosterilmistir (39). Ozellikle prostatektomi sonras1 gelisen erektil disfonksiyonun

tedavisinde kullanimi arastirilmigtir (40).

Eritropoietinin rejeneratif etkisiyle kemik iyilesmesini hizlandirdigi da
raporlanmistir (41-43). Mihmanli ve ark. mandibulada distraksiyon osteogenezi
uygulanan tavsanlarda eritropoietinin kemik konsolidasyonunun hizin1 ve kalitesini

artirdigini géstermistir (44).

Hamed ve ark. eritropoietinin yag grefti tutulunumu artirdigini

gostermislerdir (45).

Hong ve ark. rekombinant insan epidermal biyume faktorl ve eritropoietin
kombinasyonunun diyabetik ratlarda tam kalinlikta yara iyilesmesini hizlandirdigini
gostermiglerdir (46). Eritropoietinin diyabetiklerde yara iyilesmesine etkisini

arastiran birgok ¢alisma mevcuttur (47).

Fenjves ve ark. tarafindan pankreatik ada hucrelerinde eritropoietin reseptoru
varhigi ve bu hiicreler tizerinde eritropoietinin anti-apoptotik etkisi gosterilmistir

(48).

Ozetle eritropoietin sentezi ve reseptdriiniin varlig1 gosterilen birgok doku ve

organ vardir.



2.1.4. Eritropoietinin merkezi sinir sistemi Uzerine etkisi

Ik kez 1992°de Tan ve ark. tarafindan hipoksi uyarisi sonrasi beyin, testis ve
dalakta eritropoietin mRNA miktarinda artis gosterilmistir (49). Bu kesif lzerine
beynin hangi bolgelerinde eritropoietin ve reseptoriiniin bulundugunu arastiran
caligmalar siklasmistir (50). Digicaylioglu ve ark. radyoaktif iyot ile isaretlenmis
eritropoietin kullanarak ratlarda hipokampds, kapsula intern, korteks ve orta-beyin
bolgesinin eritropoietin bagladigini gostermistir (51). Jull ve ark. gelisen insan
beyninde eritropoietin ve reseptoriiniin varligint ve yogunlugunu 5 haftalik
embriyodan baslayarak yetiskin beynine kadar incelemis ve farkli gelismislik
donemlerinde farkli alan ve hiicrelerde yogunlastigini1 gostermistir. Bu bulgudan yola
¢ikarak eritropoietinin beyin gelisiminde rol oynadigi yorumunu yapmistir (52).
Siren ve ark. normal ve iskemik-hipoksik insan beyninde eritropoietin ve reseptorini
arastirmiglardir. Normal beyinde noronlarda, taze enfarklarda vaskiiler endotel ve
mikrodamarlarda, eski enfarklarda ise reaktif astrositlerde eritropoietin ve
reseptoriiniin  yogunlastigini gostermislerdir. Bulgulara dayanarak eritropoietinin
endojen noroprotektif sistem olarak rol oynadig1 yorumunu yapmislardir (53). Yu ve
ark. eritropoietin reseptori olmayan farelerde embriyonik beyinde ileri derece
apoptozis gergeklestigini gostermislerdir (54). Sugawa ve ark. eritropoietinin
oligodendrosit ve astrosit maturasyonunda rol oynadigini géstermistir (55).

Zaman iginde eritropoietinin ndroprotektif ajan oldugunu gosteren ¢aligmalar
artmustir (13, 56). Morishita ve ark. ratlarda glutamat aracili norotoksisite modelinde

eritropoietinin noroprotektif etki gosterdigini raporlamistir (57). Dayicioglu ve ark.

eritropoietinin  noroprotektif etkisinin JAK2 ile NF-kappaB sinyal yolaklar
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arasindaki baglant1 ile agiklamigtir (58). Ruscher ve ark. oksijen ve glukoz kisitlama
modelinde eritropoictinin parakrin noroprotektif ajan oldugunu gostermistir (59).
Weber ve ark. eritropoietinin iskemi sonrast sinaptik transmisyonu artirdigini
gostermistir (60). Sadamoto ve ark. orta serebral arteri tikanarak iskemik hasar
yaratilan ratlara eritropoietin  verilmesinin yon bulma yetisini kaybetmeyi
engelledigini gostermistir (61). Sakanaka ve ark. karotid tikanarak iskemik hasar
yaratilan ratlara eritropoietin verilmesinin 6grenme yetisini kaybetmeyi engelledigini
gostermistir.  Bunu N-methyl-D-aspartate  (NMDA) reseptorii aracili  glutamat
toksisitesi ile iliskili kalsiyum artisini ve nitrik oksit aracili serbest radikal
olusumunu engelleyerek yaptigi yorumunu yapmuslardir (22). Brines ve ark.
rekombinant insan eritropoietininin iskemik ratlarda kan-beyin bariyerini gecerek

noroprotektif ajan olarak davrandigini gostermislerdir (62).

Eritropoietinin noroprotektif etkileri optik sinir ve retinada da gosterilmistir.
Junk ve ark. iskemi reperfiizyon hasar1 modelinde eritropoietinin antiapoptotik etki
ile retinal noronlar1 korudugunu gostermistir (63). Suhs ve ark. ve Diem ve ark.
tarafindan optik norit hastalarinda standart tedavi olan metiprednisolona ek olarak
verilen yiiksek doz eritropoietinin olumlu etkileri gosterilmistir (64) (65). King ve
ark. eritropoietinin ratlarda optik sinir kesisinde noroprotektif ve nérorejeneratif
etkisi oldugunu gostermislerdir (66). Metanol aracili toksik optik noropatide

kullanimini raporlayan ¢alismalar da mevcuttur (67, 68).

Spinal kord hasarlarinda da eritropoietinin noroprotektif etkisi gosterilmistir.

Gorio ve ark. spinal kord ezilme ve kontiizyon yaralanmas1 modelinde eritropoietinin
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inflamasyonu ve kavitasyonu azalttii, iyilesmeyi hizlandirdigimni gostermislerdir

(69).

Klinikte eritropoietinin serebrovaskiiler olay gegiren hastalarda kullanimi
mevcuttur (70). 2002’de Ehrenreich ve ark. 13 iskemik inme hastasina U¢ gun
boyunca intravendz yliksek doz rekombinant insan eritropoietini vermisler ve olumlu

etkisini gostermislerdir (71).

Eritropoietinin noroprotektif etkisinden faydalanma amaciyla tasarlanan bazi
klinik ¢alismalarda ise olumlu etki goériilmemistir. Ehrenreich ve ark. 522 inme
hastasinda  eritropoietinin  uygulamasinin  anlamli  kazanim  saglamadigini
gostermislerdir (72). Lv ve ark. hipoksik-iskemik ensefalopati tanili 21 yenidogana
uygulanan eritropoietinin uzun donem takipte olumlu etkisinin olmadigi
gostermislerdir (73). Acar ve ark. ge¢ evre optik ndropatide intravitreal eritropoietin

enjeksiyonu uygulamasinin etkili olmadigini raporlamislardir (74).

Psikiyatrik hastaliklarda da eritropoietinin etkileri aragtirilmistir. Ehrenreich
ve ark. sizofreni ile eritropoietinin olasi iliskilerini raporlamistir (75, 76). Ma ve ark.

depresyon ile eritropoietinin olasi iliskilerini raporlamistir (77).

Pang ve ark. karbonmonoksit zehirlenmesi tedavisinde néroprotektif olarak

kullaniminin olumlu etkilerini raporlamistir (78).

Naldi ve ark. yasa bagli duyma kaybi1 yasa baglh isitme kayb1 (presbiakuzi)

modelinde eritropoietinin noroprotektif etkisini gostermistir (79).

Bahsedilen ¢alismalar disinda yaymlanan ve devam eden bir¢cok c¢alisma
mevcuttur. Calismalarin ¢ogunlugunda eritropoietinin olumlu etkileri gosterilmistir.

Fakat olumlu etkisinin olmadigin1 gosteren ¢alismalar da tabi ki mevcuttur.
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Sekil 2’de eritropoietinin doku Kkoruyucu, anti-apoptotik etkilerini hangi

yolaklar ve mekanizmalar aracilig1 ile ortaya ¢ikardigi 6zetlenmistir (56).

Eksitatuar itz
norotransmitter

salinimi

Sekil 2: Eritropoietin ve anti-apoptotik etki yolaklar: (Morishita E, Masuda S, Nagao M, Yasuda Y,
Sasaki R. Erythropoietin receptor is expressed in rat hippocampal and cerebral cortical neurons,

and erythropoietin prevents in vitro glutamate-induced neuronal death. Neuroscience.
1997;76(1):105-16.)

2.1.5. Eritropoietinin periferik sinir sistemi Uzerine etkisi

Eritropoietinin periferik sinir sistemi Uzerindeki noroprotektif ve rejeneratif
etkileri mevcuttur. Hem deneysel hem klinik ¢alismalarla periferik sinir sistemindeki

etkileri tespit edilmistir.
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Literaturde eritropoietinin periferik sinir sistemi tizerindeki etkilerini arastiran
deneysel sinir hasar1 modellerinden en sik olarak ratlarda siyatik sinir modellerinin
kullanildig1 goriiliir. Alternatif olarak spinal sinir, fasyal sinir modellerinin de
kullanildig1 ¢aligmalar mevcuttur. Sinir hasart tipi ezilme, avulsiyon, kesilme, toksik
ya da bunlarin kombinasyonu olarak degisebilmektedir. Calismalarda rekombinant

insan eritropoietini sistemik ve lokal olarak uygulanmistir.

Campana ve ark. yaptigi calismada eritropoietin reseptorii aksonlarda,
Schwann hiicrelerinde, dorsal kdk ganglion hiicre gévdelerinde ve perindral vaskiler
yapilarin endotelinde gosterilmistir. Siyatik sinirde kronik konstriksiyon hasari
yaratilan ratlarin Schwann hiicrelerinde eritropoietin liretiminin arttig1, reseptoriiniin
yogunlugunun ise degismedigi gosterilmistir (80). Li ve ark. rat siyatik sinir kronik
konstriksiyon hasar1 modelinde ¢aligarak periferik sinir sistemindeki néroprotektif
etkisinin Schwann hiicrelerindeki eritropoietin reseptdrleri iizerinden gergeklestigini

raporlamigtir (81).

Lykissas ve ark. rat siyatik sinir kesisi ve ug-uca sinir onarimi modelinde
onarim sonras1 her 24 saatte bir uygulama olacak sekilde 20 giin boyunca sistemik
2680 tinite/kg eritropoietin vermigler ve bunun sinir iyilesmesini olumlu etkiledigini

raporlamiglardir (82).

Zhang ve ark. rat fasiyal sinir ezilme (crush) yaralanmasi modelinde her 24
saatte bir uygulama olacak sekilde 14 gilin boyunca farkli gruplara sistemik 1000,
5000 ve 10000 {inite/kg eritropoietin vermisler ve 5000 ve 10000 {inite/kg dozda

uygulanan gruplarda sinir iyilesmesinin olumlu etkilendigini gostermislerdir (83).
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Geary ve ark. fare siyatik sinir ezilme yaralanmas1 modelinde hafif, orta, agir
olacak sekilde farkli (¢ siddette hasar yaratmiglar ve bir kez sistemik 5000 Unite/kg
eritropoietin vermisler, orta siddette hasar grubunda olumlu etkisinin oldugunu

raporlamiglardir (84).

Allaf ve ark. ratlarda kaverndz sinir kesisi ile iliskili erektil fonksiyon
modelinde sistemik 5000 (nite/kg eritropoietin verilen grupta erektil fonksiyon

kazanim siiresinin azaldigini gostermislerdir (40).

Zhang ve ark. ratlarda fasiyal sinir kesisi modelinde sakrifikasyona kadar
haftada iki kez sistemik 5000 (Unite/kg eritropoietin verilen  gruplarda sinir
iyilesmesinin hizlandigin1 géstermislerdir. Bunu etkiyi eritropoietinin fasiyal sinir
niikleusunda indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentetaz (INOS) ekspresyonunu azaltarak
yaptig1 yorumunu yapmislardir (85). Wang ve ark. ise bu etkiyi instlin benzeri

blylime faktori-1 (IGF-1) iiretimini artirarak yaptigini raporlamistir (86).

Bernstein ve ark. total kalca ya da diz artroplastisi ameliyati geciren ve
periferik sinir hasar1 gelisen hastalarda eritropoietin ve steroid kombinasyonunun

fonksiyonel sinir iyilesmesini artirdigini raporlamislardir (87).

Yin ve ark. rat siyatik sinir defektinin silikon tiip ile onarimi1 modelinde her
24 saatte bir uygulama olacak sekilde 14 giin boyunca 5000 iinite/kg eritropoietin

vermisler ve iyilesmenin olumlu etkilendigini raporlamigslardir (88).

Sarica ve ark. rat siyatik sinir ezilme ya da kesi gruplar1 olan ¢aligmalarinda
sadece islem sirasinda bir defa sistemik ya da lokal olacak sekilde 5000 tinite/kg
eritropoietin  vermisler ve bunun sinir iyilesmesini olumlu etkiledigini

raporlamiglardir (89).
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Rotter ve ark. ratlarda kombine sinir ve kas hasar1 modelinde islem sirasinda
bir defa sistemik 5000 iinite/kg eritropoietin uygulamasinin iyilesmeyi olumlu

etkiledigini gostermislerdir (90).

Elfar ve ark. fare siyatik sinir ezilme ya da kesi gruplar1 olan ¢aligmalarinda
cerrahinden 24 saat Once, cerrahi sirasinda, cerrahiden 24 saat sonra ve cerrahinden 1
hafta sonra olacak sekilde sistemik 5000 Unite/kg eritropoietin vermisler ve bunun

sinir iyilesmesini olumlu etkiledigini raporlamiglardir (91).

Sundem ve ark. yaptig1 fare siyatik sinir ezilme modelinde bazi gruplara
cerrahi sirasinda bir defa sistemik 5000 Unite/kg eritropoietin, baz1 gruplara ise
cerrahi smrasinda lokal olarak fibrin yapistirici iginde eritropoietin verilmistir.
Eritropoietin alan gruplarda sinir iyilesmesinin daha hizli oldugu raporlanmistir.
Fibrin yapistirict yardimi ile lokal olarak eritropoietin uygulamasi sistemik uygulama
kadar etkin oldugu raporlanmistir. Eritropoietinin, Schwann hiicreleri zerinden
miyelin durumunu etkileyerek bu etkiyi ortaya ¢ikardigi yorumunu yapmislardir.
Literatlrdeki eritropoietin ile fibrin yapistiricinin kombine edilerek kullanildig: tek

calisma budur (1).

Zhang ve ark. rat siyatik sinir defekti modelinde ayr1 ya da kombine olarak
eritropoietin ve sinir blytme faktorini (NGF) poli(laktik asit-ko-glikolik asit)
(PLGA) bazli partikiillere yiikklenmis ve lokal olarak uygulamiglardir. Sundem ve
ark. yaptig1 fibrin yapistirict kullanimi gibi burada da PLGA kullanimini lokal olarak
kontrollii eritropoietin salinim mekanizmas1 olmasi amaciyla tercih edilmistir (92).
Zhang ve ark. yaptig1 baska bir calismada eritropoietin yiliklenmis PLGA

partikiillerinin en az 14. giine kadar kontrollii salinim yaptig1 gosterilmistir (93).
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Yine Zhang ve ark. yaptig1 baska bir caligmada lokal olarak kontrollii salimim

eritropoietin kitosan sinir kondiiitine yiiklenerek uygulanmistir (94).

Noguchi ve ark. ratlarda C6 sinir kokii avulsiyon yaralanmasi modelinde
baslangic zamanlar gruplar arasinda farkli olacak sekilde her 24 saatte bir ve ug¢ glin
boyunca sistemik 2680 {inite/kg eritropoietin vermisler ve hasar sonras1 96 saat
icinde baslanan eritropoietin uygulamasinin iyilegsmesini olumlu etkiledigini

raporlamiglardir (95).

Danigo ve ark. ratlarda resiniferatoxin ile olusturulan kii¢iik fiber néropatisi
modelinde hasardan bir giin 6nce baslanarak bir hafta boyunca gunluk sistemik 3000

tinite/kg eritropoietin verilmesinin néropatiden korudugunu raporlamiglardir (96).

Periferik sinir hasarinda eritropoietin  kullanimina dair ¢alismalarin
cogunlugunda eritropoietinin olumlu etkileri gosterilmistir. Fakat olumlu etkisinin
olmadigini gdsteren sayica az olmakla birlikte tabi ki mevcuttur. Lohmeyer ve ark.
rat siyatik sinir defektinin tiip ya da greft ile onarimi modelinde her 24 saatte bir
uygulama olacak sekilde 14 giin boyunca 1000 {inite/kg eritropoietin vermisler ve
akson sayisi ve capi gibi Onemli iyilesme parametrelerinin farkli olmadigini

raporlamiglardir (97).

Calismalarda sistemik eritropoietin ¢ogunlukla subkutan nadir olarak da
intraperitoneal olarak uygulanmistir. Subkutan uygulamalarda yar1 omir diger
yollara gore daha uzundur ve yaklasik 24 saattir (98). Rutin klinik uygulamalarda da

rekombinant insan eritropoietini subkutan uygulanmaktadir.
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2.2.  Fibrin Yapistiric

2.2.1. Fibrin yapistiricinin tarihi

Fibrin yapistiricilarin (fibrin glue, fibrin sealant, fibrin adhesive) cerrahide
kullanimi fikri ilk olarak 1909’da Bergel tarafindan ileri stiriilmistiir (99). 1940°da
Young ve ark. fibrin yapistiricinin periferik sinir onariminda kullanimin
raporlamistir (100). 1944°te Cronkite ve ark. deri greftlenmesinde fibrin yapistirict
kullanimin1 raporlamiglardir (101). Teknik imkanlarin gelismesi ile kandaki
koagulasyon mekanizmasi bilesenlerini konsantre etme kolaylagsmigs ve 1972°de
Avrupa’da havuzlanmig insan plazmasindan elde edilen fibrin yapistiricilar ilag
piyasasina siiriilmiistiir (102). 1998 yilinda Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (United
States Food and Drug Administration - FDA) tarafindan onaylaninca Amerika
Birlesik Devletleri (ABD) piyasasina da gecikmeli olsa da fabrikasyon fibrin
yapistiricilar girebilmistir. Bu gecikmis onaymn en 6nemli nedeni insan immin
yetmezlik virtst (HIV), hepatit C virtst (HVC), hepatit B virisi (HBV) gibi kan
yolu ile bulasan viriislerden korkulmasidir (103). FDA onay1 6ncesi ABD’de kisinin
kendi kaninin elde edilen otolog fibrin yapistiricilar kullanilmistir (104, 105).
Havuzlanmis insan plazmasindan elde edilen fabrikasyon fibrin yapistiricilar

giiniimiizde bir¢ok farkli endikasyon ile kullanilmaktadir.

2.2.2. Fibrin yapistiricinin yapisi, etki mekanizmasi ve metabolizmasi
Fibrinojen ve trombin olarak ana iki bilesenden olusan, insan plazmasindan
elde edilen fibrin yapistiricilar fizyolojik koagulasyon kaskadinin son basamaklarini

ortaya koyarak stabil fibrin piht1 olusturma amaciyla kullanilirlar (106). Karmasik
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koagulasyon kaskadinda kan ve doku kaynakli 50 {izerinde faktor rol oynar (107).
Fakat son basamaklar1 6zetlemek gerekirse; trombin fibrinojenden fibrin olusumunu
saglar, bu doniisiimde kalsiyum iyonu (Ca?*) kofaktor olarak gorev yapar, fibrinler
birleserek pihtiyr olusturur, olusan fibrin pihtiyr da faktor 13 stabil hale getirir.
Aprotinin ise bir proteaz inhibitoridir ve fibrin pihtinin erken yikimini engeller

(Sekil 3)(106).

[ fibrinojen }

trombin ] Ca?*
[ fibrin monomer }

Cah
[ fibrin fiber ]

faktor 13

gapraz bagh fibrin (pihti) ]

VI p—

[ fibrin yikimi J

Sekil 3: Fibrin yapigtirict bilesenlerinin etki mekanizmast

Trombin, fibrinojen, kalsiyum, faktér 13 (fibrin stabilize edici faktor) ve
aprotinin fibrin yapistiricilardaki aktif ana bilesenlerdir. Bu ana bilesenler disinda
farkli markada iirtinlerde degisiklik gosterebilen yardimci bilesenler de vardir, 6rnek
olarak Tablo 1’de Tisseel® (Baxter AG, Vienna, Austria) bilesenleri verilmistir.
Tisseel® yapistiric: protein soliisyonu (sealer protein) ve trombin soliisyonu olmak
tizere iki bilesenlidir. Trombin ve fibrinojen insan kaynakli, aprotinin ise bovin ya

da sentetik olabilmektedir.
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Tablo 1: Tisseel® (Baxter AG, Vienna, Austria) icerigi

Yapistiricl Protein Soliisyonu Trombin Seliisyonu

Aktif * Fibrinojen (insan) * Trombin (insan)
Bilesenler

» Aprotinin (sentetik) = Kalsiyum Klorid

» Faktor13
Yardimel * Albumin (insan) * Albumin (insan)
Bilesenler

* Histidin * Sodyumklorid

* Nikotinamid = Su(enjeksiyon i¢in)

* Polisorbat 80

*  Sodyumsitrat

* Su(enjeksiyonigin)

Tisseel® {iriiniiniin kullanima hazirlanmas1 ve enjeksiyon sistemine aktarmmi

‘3. Gereg ve Yontem’ boliimiinde detayli anlatilacaktir.

Farkli ireticilerin  fibrin  yapistiricilart  igerik  olarak  degisiklik
gosterebilmektedir. Tablo 2’de ila¢ piyasasinda bulunan fibrin yapistirici

alternatiflerinin 6zellikleri 6zetlenmistir.
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Tablo 2: Piyasada bulunan fibrin yapigtiricilar

Uriin Markas1  Uretici Aktif Bilesenler Doz Cesitliligi

Tisseel Baxter AG Trombin, fibrinojen, aprotinin 2,4ve l0ml
(Viyana, Avusturya) (sentetik), faktor 13

Evicel Ethicon Trombin ve fibrinojen 2,4ve l0ml
(Ohio, ABD)

Thrombin-JMI King Pharmaceuticals Trombin (bovin) 5ve20ml

(bovin orijin) (Tennessee, ABD)

Quixil OMRIX Biopharmaceuticals Trombin ve pihtilagsma faktorleri 1,2 ve S5ml
(New Jersey, ABD)

Tissucol Baxter AG Trombin, fibrinojen, aprotinin (bovin), 1,2,4 ve 10 ml

(bovin bilesen) (Viyana, Avusturya) faktor 13, fibronektin, plazminojen

Beriplast CSL Behring Fibrinojen, aprotinin (bovin), faktor 13 0.5, 1 ve 3 ml

(bovin bilesen) (Pensilvanya, ABD)

Olugan fibrin pihti, fibrin yapistirici igindeki anti-fibrinolitik bilesen
sayesinde gecikmeli olarak, yaklasik birka¢ hafta icerisinde, fibrinoliz mekanizmasi

ile yikilmaktadir (108).

2.2.3. Fibrin yapistiricimin kullanim alanlari

Fibrin yapistiricilar birgok farkli amagla kullanilmistir fakat bu kullanim
alanlar1 (¢ ana gruba indirgenebilir. Birincisi hemostat amaciyla kullanim, ikincisi
yapistirict ya da tikayier ya da bariyer (sealing agent) amaciyla kullanim, tigiinciisii

ise ilag ya da diger biyoaktif maddeler i¢in tasiyici amaciyla kullanim.

Hemostat olarak fibrin yapistirici kullamimi ilk olarak kardiyovaskiler
cerrahide anastomoz hatt1 ¢evresinde ya da diger bolgelerde, abdominal cerrahide

karaciger, dalak yaralanmalarinda kanamay1 engellemek amaciyla tercih edilmistir

(109-113).

Yapistirict olarak fibrin yapistirict  Sinir  onariminda, deri greftlerinin

immobilizasyonunda, 6lii bosluklarin kapatilmasinda kullanilmistir (2, 114-117).
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Tikayict olarak fistiil onariminda, defekt doldurmada kullanilmistir (118-120).

Bariyer olarak dura onarimlarinda kullanilmistir (121, 122).

Tastyici olarak fibrin yapistirict kullanimi da birgok farkli ilag, hiicre ya da

madde i¢in denenmistir.

Bu calismada fibrin yapistiricinin  yapistirict ve tasiyici fonksiyonlari
kullanilmistir. Bu amagclarla kullanimindan 2.2.5. Fibrin yapistiricinin tagiyici olarak

kullanim1’ alt bagliginda daha detayli bahsedilecektir.

2.2.4. Fibrin yapistiricinin sinir onariminda kullanimi
Fibrin yapistiricinin deneysel sinir onariminda ilk kullanimi 1940°da Young
ve ark. tarafindan raporlanmistir (100). Buna ragmen fabrikasyon fibrin yapistiricilar

ilac piyasasina girene kadar bu konuda klinik uygulama olmamaistir.

1983’te Egloff ve ark. fibrin yapistirict kullanarak sinir onarimi
gerceklestirdikleri 56 olguluk serilerini ve sonucun klasik onarima esit oldugunu

raporlamiglardir (123).

1986’da Cruz ve ark. rat siyatik sinir onarim modelinde dikis ile fibrin
yapistiricinin - ayr1  ya da kombine olarak kullannomina dair sonuglarim
raporlamiglardir. Sonuglarinda yalnizca fibrin yapistirict kullanilan onarimlarda
dehisans goriildiigiinii ve basarisiz oldugunu ortaya ¢ikmistir (124). Sames ve ark. da
tavsan siyatik sinir modelinde yalnizca fibrin yapistirici kullanilan onarimlarin
basarisiz oldugunu raporlamiglardir (125). Bu gibi ¢aligmalarin sonuglarina bakilarak
mikrocerrahi teknikle yapilan dikis ile onarim 6ne ¢ikmaktadir. Dikis ile onarimin

giicliniin, fibrin yapistirict ile onarima kiyasla daha iyi olduguna yonelik bulgular
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birgok ¢aligmalarda vurgulanmistir (126).

Fakat dikis materyaline bagli yabanci cisim reaksiyonu ya da olas1 bagka bir
inflamatuar mekanizma ile dikis ile yapilan onarim hatlarinda fibrozisin daha fazla
olduguna, bunun da iyilesmeyi olumsuz etkiledigine dair c¢aligmalar mevcuttur.
Literatiirde fibrin yapistirici ile onarim sonuglarinin daha basarili olduguna yonelik
bulgular bir¢ok ¢aligmada gosterilmistir. Martins ve ark. rat siyatik sinir onarim
modelinde fibrin yapistirict ile onarimin daha basarili oldugunu raporlamiglardir
(127). Boedts ve Narakas da yine fibrin yapistirici lehine bulgular yayinlamiglardir
(128, 129). Inaléz ve ark. rat siyatik sinir onarim modelinde fibrin yapistirict
kullanilan grupta graniilomat6z inflamasyonun daha az oldugunu, sonuglarin dikis ile

onarima gore daha iyi oldugunu raporlamistir (130).

Sameem ve ark. yaptig1 caligmada sinir onarmminda fibrin yapistirict ile dikis
tekniginin etkinligini arastiran 16 adet calisma (12 rat siyatik sinir modeli, bir rat
median sinir modeli, bir tavsan siyatik sinir modeli, bir kadavra tibial ve derin
peroneal siniri, bir farkli sinirlerden olusan klinik 56 olgudan olusan seri) incelenmis
ve sonuclar raporlanmistir. Calismalarin sonuclar1 degisiklik gostermekle birlikte
ortaya koyulabilecek ¢ikarimlar mevcuttur. En Onemli ¢ikarim olarak fibrin
yapistirict ve dikis ile onarimlarin iyilesme sonuglar1 benzer olarak yorumlanmistir.
Dikis ile onarmm gruplarinda dejeneratif sinir demetleri ve onarim hattinda belirgin
yabanci cisim graniilomlar1 fibrin yapistirict kullanilan gruplara gore daha fazla
bulunmustur. Onarim sonrast ilk 1-2 haftadaki gerim kuvveti dikis ile onarmmda

belirgin olarak daha yiiksek, sonraki donemde benzer bulunmustur (2).
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2.2.5. Fibrin yapistiricinin tasiyici olarak kullanimi

Fibrin yapistiricilarin i¢ine farkl ilag, hiicre ya da madde karistirarak tasiyici
olarak kullamilmas1 80’li yillarda baslamistir. igerige eklenen maddelerin, olusan
fibrin pihtinin haftalar i¢inde yikilmasi sirasinda yavas olarak aciga c¢ikarak kontrollii
salinimin gergeklesmesi prensibine dayanir. Kolay ulasilabilir, hazirlanabilir ve
uygulanabilir olmasi en 6nemli avantajidir. 1986°’da Zilch ve ark. osteomiyelit
hastalarinda sefotaksim igeren fibrin yapistiricinin kontrollii salinim amaciyla
kullaniminin etkili oldugunu raporlamiglardir (131). Zamanla gesitli ilag, hiicre,
hormon, biiyiime faktorli tasiyicist olarak kullanildigi ve fibrin yapistiricinin bu

maddeler ile kimyasal iliskisini inceleyen ¢alismalar raporlanmistir (132, 133).

Kitajiri ve ark. lidokain igeren fibrin yapistiricinin tonsillektomi sonrasi agri
tedavisinde etkili oldugunu raporlamislardir (134). Fu ve ark. ropivakain iceren fibrin
yapistiricinin laparoskopik kolesistektomi sonrasi agri tedavisinde etkili oldugunu
raporlamiglardir (135). Lendeckel ve ark. adipoz doku kaynakli kok hiicre igeren
fibrin yapistiricinin  travmatik kalvaryal defekt tedavisinde kullanilabilecegini
raporlamistir (136). Stendel ve ark. taurolidin igeren fibrin yapistiricilarin beyin
timorii  rezeksiyonu sonrasi lokal kemoterapi amaciyla kullanilabilecegini
raporlamiglardir (137). Opitz ve ark. sisplatin i¢eren fibrin yapistiricilarin malign
plevral mezotelyoma nedeniyle yapilan pnomonektomi sonrasi intrakaviter lokal
kemoterapi amaciyla kullanilabilecegini raporlamiglardir (138). Hafeli ve ark.
Renyum-188 igeren fibrin yapistiricilarin beyin tiimorii rezeksiyonu sonrasi
brakiterapi amaciyla kullanilabilecegini raporlamiglardir (139). Qi ve ark. papaverin

iceren fibrin yapistiricinin arter greftinde vasospazmin engellenmesi amaciyla
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kullanilabilecegini raporlamislardir (140). Schillinger ve ark. fibrin yapistiricinin
niikleik asit vektorleri tasiyicisi olarak kullanilabilecegini raporlamiglardir (141). Nie
ve ark. kopek akut enfarktiis modelinde fibroblast blyiume faktéri (FGF) iceren
fibrin yapistiricinin miyokard perfiizyonunu ve kardiyak fonksiyonu artirdigini
raporlamiglardir (142). Singh ve ark. ratlarda ksifoid kikirdak defekti modelinde,

fibrin yapistiricinin kondrosit tasiyici olarak etkili oldugunu raporlamiglardir (143).

Ozaki ve ark. vankomisin igeren fibrin yapistiricinin metisilin direncli
staphylococcus aureus enfeksiyonuna karsi kullanilabilecegini raporlamiglardir
(144). Cashman ve ark. sefazolin, fusidik asit, 5-florourasil iceren fibrin
yapistiricilarin - titanyum  implant  enfeksiyonuna  karsi  kullanilabilecegini
raporlamiglardir (145). Farkli antibiyotikler ile fibrin  yapistirict
kombinasyonlarindaki salinim zamani farkliliklarini arastiran ¢alismalar mevcuttur
(146, 147). Fujioka-Kobayashi ve ark. gucli bir osteojenik indiktér olan
rekombinant insan kemik morfogenetik proteini-9 iceren fibrin yapistiricinin kemik

rejenerasyonunda kullanilabilecegini raporlamislardir (148).

2.3.  Periferik Sinir Anatomisi

Periferik sinir sisteminde aksonlar miyelinli ve miyelinsiz olabilirler.
Miyelinsiz aksonlarin Schwann hiicresinden kaynaklanan tek bir basal membrani
vardir, miyelinli aksonlarin ise ¢ok katli, lamininden zengin miyelin ile sarilidir. Bu

miyelini akson boyunca yiginlar olugturan Schwann hiicreleri olusturur.

Sinir fiberleri ince kollajen yap1 olan endondéryum ile sarihidirlar. Belli bir

anatomik bolgeye giden fiberler beraberce fasikiilleri olustururlar ve perindéryum ile
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sarthdirlar. Periferik siniri en digtan saran bag dokusu ise epindéryumdur.
Epinéryumu ¢evre yapilara baglayan ince gevsek areolar doku ise mezondéryumdur.

Mezonoryum ekstremite hareketi sirasinda sinirlerin hareketine izin verir (Sekil 4).

Epinéryum

Perinéryum

Endonéryum

Schwann
hlicresi

Akson

Sekil 4: Sinirin yapist (Gartner LP. Textbook of Histology, International Edition: Elsevier Health
Sciences; 2015)

Bolgesel arter ve venler vasa nervorum araciligi ile siniri besler.
Epinéryumda longitudinal seyreden damarlar, perinéryum ve endondryum icinde
baglantilar kurarlar. Sinir dokusunun intrinsik kan akimi ¢ok iyidir, bu yiizden ¢evre
dokulardan glivenle mobilize edilebilir. Bipedikilli olarak uzunluk:genislik orani

64:1 olsa bile beslenebilir (149, 150).

Fonksiyonel olarak periferik sinirler duyu ve motor sinir olarak ikiye

ayrilirlar. Motor sinirler somatik ve otonom olarak ikiye ayrilirlar.
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Periferik sinirler iletim hizina gore A, B ve C olarak {i¢ gruba ayrilirlar (Tablo

3) (150).

Tablo 3: Periferik sinirlerin iletim hizina gore siniflandirmast (Gartner LP. Textbook of Histology,
International Edition: Elsevier Health Sciences; 2015)

Tletim Hizx .
Grup Cap (um) (m/sn) Fonksiyon
Tip A fiber — agir miyelinli 1-20 15-120 Yiiksek hizl fiberler:
akut agr1, sicaklik, dokunma, basing,
propriosepsiyon, somatik efferent
Tip B fiber — daha az miyelinli 1-3 3-15 Orta hizli fiberler:
viseral aferent, preganglionik otonom
Tip C fiber - miyelinsiz 05-1.5 05-2 Diigiik hizl fiberler:

postganglionik otonom, kronik agr1

2.4.  Periferik Sinir Hasar1 ve Onarimi
Periferik sinir hasarlar1 ¢esitli mekanizmalarla ve farkli derecelerde

olusmaktadir. Bu sebeple sinir hasarinin siniflandirmalar1 mevcuttur.

1943°te Seddon histolojik olarak néropraksi, aksonotmezis, nérotmezis olmak
Uzere g tip sinir hasar1 tanimlamistir. Noroprakside sinirin seyrinde belli bir alanda
iletim blogu olur. Aksonotmezis direk olarak aksonal hasar1 tanimlar. Norotmezis ise
sinirin transeksiyonunu tanimlar. Noroprakside Wallerian dejenerasyonu olmaz ve
fonksiyonel tam iyilesme beklenir. Aksonotmezis ve ndrotmeziste yaralanmanin
distalinde Wallerian dejenerasyonu olur. Aksonotmeziste iyilesme miimkiindiir fakat
skar olusumu goriilir ve noropraksideki kadar miikemmel bir iyilesme olmaz.

Norotmeziste ise iyilesme olmaz (151).

Wallerian dejenerasyonu hasar distalinde aksonda, Schwann hcrelerinde,
makrofajlarda meydana gelen tipik morfolojik ve histolojik degisimleri tanimlar. Bu

degisimler aksonal rejenerasyona uygun mikro-cevreyi saglar (152). Ozetlemek
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gerekirse hasar distalinde akson ve miyelin ayrigmasi olur, makrofajlar yikim
iirlinlerini temizler, Schwann hiicreleri ¢ogalir, sonrasinda yeni olusan aksonu yeni

miyelin kilif sarar (153).

Seddon’in bu siniflandirmasini Sunderland genisletmistir ve bes farkli
derecede hasar tanimlamistir (154). Mackinnon ise alt1 farkli dereceye ¢ikarmistir
(155, 156). Hasarin derecesini anlamak iyilesmeyi de tahmin edebilmeyi saglar.
Tablo 4’te Seddon siniflandirmasi, Sunderland smiflandirmasi, Mackinnon’un
tanimadig1 altinc1 derece hasar ve iyilesme beklentileri verilmistir. Birinci derece
noropraksik hasarda iyilesme tamdir. ikinci derece aksonotmetik hasarda 1 — 1,5
mm/giin hiz1 ile tam iyilesme beklenir (157). Dordiincii aksonotmetik ve besinci
derece norotmetik hasarda tedavisiz iyilesme beklenmez. Ucgiincii derece
aksonotmetik ve altinct derece (¢ok seviyeli) hasarlarda kismi iyilesme beklenir

(158).

Tablo 4: Sinir hasari sinifladirmasi (Gurtner GC, Neligan PC, Liu DZ. Plastic Surgery: Volume 1
Principles. London: Elsevier Health Sciences; 2018.)

Seddon Sunderland Hasar iyilesme

Noropraksi 1. derece iletim blogu (spontan diizelir) Hizli / Mitkemmel

Aksonotmezis 2. derece Basal lamina tiipleri hasarlanmadan aksonal riiptiir Yavag / Mitkemmel
3. derece Hem basal lamina tiiplerinin hem aksonlarin riiptiirii Yavag / Inkomplet
4. derece Komplet skar blogu Yok

Norotmezis 5. derece Komplet transeksiyon Yok

6. Derece (Mackinnon)  1-4. derece hasarlarin kombinasyonu +normal fasikiiller ~ Degisken

Seddon, Sunderland ve Mackinnon’un bu oncii ¢aligmalari ile sinir hasar1 ve
iyilesmesine yonelik temel bilgiler saglamistir. Sonrasinda 6zellikle dordiincii ve
besinci derece hasarlarda sinir onarim tekniklerine ve sonuglarina yonelik ¢ok sayida

calisma yapilmistir.
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Kesilmis sinirlerde en sik uygulanan yontem sinir uglarinin bir araya
getirilmesidir, primer nororafi olarak tanimlanir. Nororafi en sik kullanilan teknik
olan dikis ile yapilabilecegi gibi, yapistiricilar (fibrin ya da sentetik yapistiricilar),
kondiiit denen tiip yapilar1 ile de yapilabilir. Sinir uglarinin arasinda bosluk (gap)
olmas1 durumunda primer onarim miimkiin olmaz ve sinir greftleri, damar greftleri,

kondiiitler gibi yapilar ile aradaki bosluk giderilerek onarim yapilir (159).
Onarimin optimum zamanlamasi igin ilk 72 saat 6nerilmektedir (160).

Dikis ile primer nororafi yapilir iken dikislerin yerlestirildigi yerlere gore
epindral, perindral onarim olarak degisiklik gosterebilir. Sekil 5’te epindral ve

perindral onarim goriilmektedir.

Sekil 5: A) Sinir kesisi B) Epinoral onarim C) Perinoral onarim (Gurtner GC, Neligan PC, Liu DZ.
Plastic Surgery: Volume 1 Principles. London: Elsevier Health Sciences; 2018.)

Bu onarimlar mikroskop ya da biiyiitmeli ameliyat gozligii (surgical loupes)
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yardimi ile gercgeklestirilir. Siklikla 8-0 — 10-0 nylon ya da polipropilen dikisler
kullanilir. Sinir uglarin1 uygun hizalama, atravmatik yaklasmm, gerginlik olmadan
onarim, uygun sayida dikis yerlestirilmesi, avaskiiler dokularin temizlenmesi, skar
dokularmin ¢ikarilmasi gibi onarim prensiplerine uyum onarimin basarisini artirir.
Sayilan bu onarima bagl faktorlerin yani sira hastaya bagli faktorler ve hasara bagh

faktorler de prognozu etkiler (158).

2.5.  Periferik Sinir Iyilesmesi

Periferik sinir yaralanmasi sonrasi ger¢eklesen iyilesme sinir govdesi, akson,
Schwann hucresi, makrofajlar, sinir gevresine yer alan stroma ve diger hiicrelerin
karsilikl etkilesimi ile gergeklesir. Bu kompleks patofizyolojik siirecte morfolojik ve
metabolik degisimler olur. Bu degisimler sinir govdesinde, yaralanma proksimalinde,
yaralanma distalinde, kas-sinir kavsaginda gergeklesir. Bu degisimler hasarin

gerceklesmesi ile hemen baglar.

Akson kesisi ile aksoplazmanin biiyliik kismi kaybolmus olur ve bu bazen
hiicre 6limine neden olabilir (161). Sinir goévdesinde kromatoliz olarak tanimlanan
morfolojik degisim goézlenir (bliytimiis nikleus, niikleer eksantrisite). Bu ddénemde
hiicre tamir i¢cin gerekli yapitaslarin1 sentezler. Goriilen degisimler sinyal iireten

durumdan biiyliyen moda gegisi yansitir (162).

Hasar proksimalinde aksonlar dejenere olarak hasar bélgesinden bir miktar
geri cekilir, geride Schwann huclererinin basal laminalarindan olusan igi bos
endonoral tiip kalir. Bu retrograd dejenerasyon hasarin derecesine gore degisen
mesafede olabilir. Hasar sonrasi saatler igerisinde proksimalde kalan aksonlarin

uclarindan terminal ve kollateral dallar (sprout) olusturmaya baglarlar ve bunlar
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Schwann hiicresi iginde distale dogru biiylir (163). Bu yeni olusan aksonlardan
bazilar1 distale ulagir ve yeniden inervasyon saglanmis olur. Schwann hiicreleri bu
yeni olusan aksonlara yol gosterici, yonetici olur, bu yiizden gergeklesen aksonal
rejenerasyonun hiz kisitlayici basamagi aksonal biiyiime degil Schwann hiicresinin
fonksiyonu oldugu diisiiniilmektedir (164, 165). Bu rejenere olan kisimlar hasara
ugramis mevcut sinir miyelinli olsa bile baslangigta miyelinsizdir, zamanla miyelin

olusumu tamamlanir (166).

Hasar distalinde akson Wallerian dejenerasyonu adiyla tanimlanan yavas
dejenerasyon siirecine girer. Bu silire¢ hasarin gergeklesmesi ile hemen baslar.
Norofilament ve mikrotiibiil ayrismasi, miyelin yikimi ve Schwann hiicresi
cogalmasi ile karakterizedir. Hasar alanina gelen makrofajlar tim miyelin ve
hiicresel debrisi temizler. Schwann hiicreleri iirettigi ¢esitli norotrofik faktorlerin
sentezini artirirlar. SUtunlar halinde organize olan Schwann hiicreleri yeni olusan

aksonlar1 yonlendirirler.

Rejenerasyonun devam eden aylarinda yeni olusan aksonlar sinir igerisinde
kiigiik kompartmanlara ayrilarak yeniden organize olur, yeni perinéryum ile sarilir.

Bu diizenlenme kompartmantasyon olarak isimlendirilir (167).

Aksonal  rejenerasyonun  hizi  hasarin  tipine  gore  degisiklik
goOsterebilmektedir. Rat ve tavsan modellerinde kesi sonrast 2,0 — 3,5 mm/gin
hizinda iyilesme olabilir iken ezilme yaralanmasi sonrasi 3,0 — 4,4 mm/giin hizinda

iyilesme oldugu raporlanmistir (168).

Ozetlenen bu rejenerasyon siirecinde birgok kimyasal ve hiicresel etkilesim
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rol oynamaktadir ve giiniimiizde de ¢ok sayida caligmann ilgi odagi olmaya devam

etmektedir.

2.6.  Eritropoietinin Sinir Onariminda Kullanimi
Eritropoietinin periferik sinir sistemi iizerindeki etkilerine Bolim 2.1.5.°te
ayrintili yer verilmistir. Bu boliimde yalnizca sinir kesisi sonrasi onarim yapilan

deneysel modellerden bahsedilecektir.

Eritropoietinin periferik sinir zerine etkisi direkt olarak ya da Schwann

hiicreleri basta olmak {izere komsu hiicreler {izerinden indirekt olarak gerceklesir

(81).

Lykissas ve ark. rat siyatik sinir kesisi ve u¢ uca sinir onarimi modelinde
onarim sonras1 her 24 saatte bir uygulama olacak sekilde 20 giin boyunca sistemik
2680 tinite/kg eritropoietin vermisler ve bunun sinir iyilesmesini olumlu etkiledigini

raporlamiglardir (82).

Yin ve ark. rat siyatik sinir defektinin silikon tiip ile onarimi1 modelinde her
24 saatte bir uygulama olacak sekilde 14 giin boyunca 5000 {inite/kg eritropoietin

vermisler ve iyilesmenin olumlu etkilendigini raporlamiglardir (88).

Sarica ve ark. rat siyatik sinir ezilme ya da kesi gruplar1 olan ¢aligmalarinda
sadece islem sirasinda bir defa sistemik ya da lokal olacak sekilde 5000 {iinite/kg
eritropoietin  vermigler ve bunun sinir iyilesmesini olumlu etkiledigini

raporlamiglardir (89).

Elfar ve ark. fare siyatik sinir ezilme ya da kesi gruplar1 olan ¢alismalarinda
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cerrahinden 24 saat Once, cerrahi sirasinda, cerrahiden 24 saat sonra ve cerrahinden
bir hafta sonra olacak sekilde sistemik 5000 iinite/kg eritropoietin vermisler ve

bunun sinir iyilesmesini olumlu etkiledigini raporlamiglardir (91).

Lohmeyer ve ark. rat siyatik sinir defektinin tiip ya da greft ile onarimi
modelinde her 24 saatte bir uygulama olacak sekilde 14 giin boyunca 1000 {inite/kg

eritropoietin vermisler ve sonuglarini raporlamislardir (97).

Zhang ve ark. rat siyatik sinir defekti modelinde eritropoietini poli(laktik asit-
ko-glikolik asit) (PLGA) bazli partikiillere yiikleyerek, baska bir ¢aligmalarinda ise

kitosan kondiiite yiikleyerek lokal olarak kullanmiglardir (92, 94).

Literatirde daha once yapilan sinir onariminda eritropoietin kullanimi
calismalarinda goriildiigii gibi eritropoietin cogunlukla sistemik, nadir olarak da lokal
olarak uygulanmistir. Bu sinir onarimi c¢aligmalarinin tamami rat ya da fare

modelleridir, insan ¢alismas1 bulunmamaktadir.

Literatirde mevcut c¢alismalar incelendiginde, sistemik uygulamalarda
eritropoietin dozunun 1000 (nite/kg ile 5000 Unite/kg arasinda degistigi fakat en sik
olarak 5000 tinite/kg dozun tercih edildigi goriilmektedir. Sistemik uygulama
subkutan ya da intraperitoneal olarak yapilmistir. Cerrahiden dnce veya cerrahi ile es

zamanli veya cerrahi sonrasinda veya bunlarin kombinasyonu seklinde eritropoietin

uygulamasi yapilmistir.

Sinir onarimi yapilan mevcut c¢aligmalarin hi¢birinde fibrin yapistirict ve

eritropoietin karigimi kullanilmamastir.
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2.7.  Fibrin Yapistiriciya Eklenen Faktorler Ile Iyilesmenin Desteklenmesi
Fibrin yapistiricinin hem periferik sinir kesisi onariminda kullanilabilmesi
hem de kontrollii salimim vektorii olarak kullanilabilmesi nedeniyle igerigine sinir
Uzerine etki edebilecek ilag, biyoaktif molekil ya da hicre ekleme fikrini
dogurmustur. Boylece sistemik uygulamanin yan etkilerinden kaginilabilecek ve
lokal uygulama ile sinir daha yakindan, daha yuksek konsantrasyonda ve daha uzun

sure ila¢ etkisine maruz birakilabilecektir.

Literaturde fibrin yapistiricinin tasiyici olarak kullanilmasina yonelik fazlaca
calisma vardir. Fakat icine eklenen madde ile sinir iyilesmesine yonelik

kullanilmasina yonelik birka¢ ¢alisma mevcuttur.

Gao ve ark. rat siyatik sinir kesi modelinde tiim gruplara dikis ile onarim
gerceklestirmis, sonrasinda onarim hattina birinci grupta sinir biiylime faktorii (NGF)
ve fibrin yapistirict kombinasyonu, ikinci grupta NGF, fgciincii grupta fibrin
yapistiricl, dordiincii grupta salin uygulamistir. Iyilesmenin birinci grupta daha iyi

oldugunu raporlamistir (169).

Reichenberger ve ark. rat siyatik sinir kesi modelinde tiim gruplara dikis ile
onarim gerceklestirmis, sonrasinda onarim hattina deney grubunda yag dokusu
kaynakli kok hiicre iceren fibrin yapistirici, kontrol grubunda ise yalniz fibrin
yapistirict uygulamis, 7, 21, 35 ve 63. gilinlerde histolojik inceleme yapmistir. Deney
grubunda bazi histolojik parametrelere gore iyilesmenin daha iyi oldugunu

raporlamislardir (170).
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Sundem ve ark. fare siyatik sinir ezilme modelinde bazi gruplara sistemik
eritropoietin, bazi gruplara ise cerrahi sirasinda eritropoietin iceren fibrin yapistirici
verilmigtir. Fibrin yapistirict yardimi ile lokal olarak eritropoietin uygulamasinin
sistemik uygulama kadar etkin oldugu raporlanmistir (1). Literatlirdeki eritropoietin

ile fibrin yapistiricinin kombine edilerek kullanildig: tek ¢alisma budur.
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3. GEREC VE YONTEM

Gazi Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
06.04.2018 tarihli toplantida G.U.ET-18.030 kod numarasi ile etik kurul onay1 almis
olup, Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel
Arastirmalar Merkezinde (GUDAM) gerceklestirildi. Calismada toplam agirliklar:
225 (+25) gram olan Long Evans tiirii disi siganlar kullanildi. Deneyde 6 ana grup ve

her grupta 6 adet olmak Uzere toplam 36 adet deney hayvani kullanild.

3.1.  Gruplar ve A¢iklamalari
TUm deney gruplarinda sol taraf siyatik siniri kesildi ve dikis ya da fibrin
yapistirict ya da bunlarin kombinasyonu ile onarildi. Sag taraf siyatik siniri kontrol

tarafi olarak korundu.

Grup 1°de sinir kesisi salin igeren fibrin yapistirict ile onarildi.

Grup 2’de sinir kesisi rekombinant insan eritropoietini igeren fibrin yapistirici

ile onarild1.

Grup 3’te sinir kesisi 2 adet epindral dikis ile kombine olarak salin igeren

fibrin yapistirict ile onarilda.

Grup 4’te sinir kesisi 2 adet epinoral dikis ile kombine olarak eritropoietin

iceren fibrin yapistiric ile onarild1.

Grup 5’te sinir kesisi 2 adet epindral dikis ile onarildi.

Grup 6°da sinir kesisi 4 adet epinoral dikis ile onarild.
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Tablo 5’te gruplara uygulanan islemler 6zetlenmistir.

Tablo 5: Deney gruplart

Hayvansayis1 Dikis kullamim ve sayis1  Fibrin yapistirier (FY) kullammm

Grup 1 6 - FY + Salin
Grup 2 6 - FY + Epo
Grup 3 6 2 adet FY + Salin
Grup 4 6 2 adet FY + Epo
Grup 5 6 2 adet -

Grup 6 6 4 adet -

Ratlar 12 saat aydinlik, 12 saat karanlikta olacak ve her kafeste bir rat olacak

sekilde yem ve su verilerek barindirildi.

Tum gruplara 21, 42 ve 63. gunlerde ylrime analizi, pin-prick test ve toe-

spread test uygulandi.

Tum gruplar 63. gunde intrakardiyak ilac doz asimi ile sakrifiye edilerek,
cikarilan deney tarafi olan sol ve kontrol tarafi olan sag siyatik sinir drneklerinin

histolojik incelemesi yapildi.

3.2.  Eritropoietin iceren Fibrin Yapistiricimin Hazirlanmasi

Caligmada rekombinant insan eritropoietini olarak piyasada enjeksiyona hazir
siringa halinde bulunan 2000 1U/0.5 ml Eprex® 2000 (epoetin alfa / epoetina alfa)
(Janssen-Cilag Ltd., Beerse, Belgium) preparati kullanilmistir (Sekil 6). Enjeksiyona
hazir siringanin yay ve kilit mekanizmasi ¢ikarilarak daha kontrolli bir enjeksiyon

sistemi elde edilmistir.
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Sekil 6: Rekombinant insan eritropoietini preparati Eprex® 2000 (epoetin alfa / epoetina alfa)
(Janssen-Cilag Ltd., Beerse, Belgium)

Calismada fibrin yapistirict olarak 4 ml Tisseel Lyo® (Baxter AG, Vienna,
Austria) kullanilmigtir. Fibrin yapistiricinin uygulama bdlgesine verilmesini saglayan
enjeksiyon sistemi olarak da paket iginden ¢ikan 2ml/4ml Duploject® sistem (Baxter

AG, Vienna, Austria) kullanilmigtir.

4 ml Tisseel Lyo, 2 ml trombin ¢Ozeltisi ve 2 ml fibrinojen ¢ozeltisi olarak iki
bilesenlidir. Bir siringasinda 2000 IU eritropoietin olan Eprex preparat yari yariya
bolinerek fibrin yapistiricinin her iki bilesenine de 1000 IU olacak sekilde
eklenmigtir. Toplamda 4 ml fibrin yapistirict icinde 2000 IU eritropoietin

oldugundan, 1 ml fibrin yapistirici iginde de 500 IU eritropoietin olmustur.

Eritropoietin ya da salin igeren fibrin yapistirict kullanilan gruplarda (Grup 1,
2, 3 ve 4) her bir onarim i¢in fibrin yapistirict 0,1 ml hacminde kullanilmistir. Ozetle
eritropoietin iceren fibrin yapistirici kullanilan gruplarda (Grup 2 ve 4) bir hayvan

icin 0,1 ml fibrin yapistirici iginde 50 1U eritropoietin bulunmaktadir.

Literatlirde eritropoietin ve fibrin yapistirict karigimimnin kullanildigr tek

calisma olan Sundem ve ark. yaptig1 rat siyatik sinir ezilme hasar1 modelli ¢caligmada
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fibrin yapistirici igine eklenecek eritropoietin dozu daha Onceki ¢aligmalarda
sistemik olarak verilen 5000 IU/kg/hafta klinik dozdan yola ¢ikilarak ve viicut
agirhgmin siyatik sinir agirligma orant kullanilarak hesaplanmistir. Yaptiklari
hesaplama ile ortaya ¢ikan eritropoietin dozu 0,5 TU/ml olmustur. Her bir ezilme
hasar1 olan sinir i¢in 0.5 IU/ml dozunda eritropoietin iceren 0,01 ml fibrin yapistiric

kullanmiglardir (1).

Zhang ve ark. yaptig1 eritropoietin yliklii kitosan kondiiit kullanilan ¢aliymada
kondiiit tiretim agamasinda 1000 IU eritropoietin kullanilmistir (94). Yine Zhang ve
ark. yaptigi1 Zhang eritropoietin yiklu poli(laktik asit-ko-glikolik asit) (PLGA) bazli
partikill ¢alismasinda sinir ¢evresine lokal uygulanan eritropoietin dozu 5000 IU/kg
olarak hesaplanmistir, 200 — 230 gram agirliginda ratlarin kullanildig1 hesaba katilir

ise bir uygulama i¢in eritropoietin miktart 1000 IU — 1150 IU olarak hesaplanir (93).

Sarica ve ark. rat siyatik sinir ezilme ya da kesi modelli ¢aligmada sistemik ya
da lokal uygulanan eritropoietin dozu 5000 IU/kg olarak hesaplanmistir, 200 — 250
gram agirliginda ratlarin kullanildig1 hesaba katilir ise bir uygulama i¢in eritropoietin

miktar1 1000 IU — 1250 IU olarak hesaplanir (89).

Ozetle, lokal uygulanan eritropoietinin sinir iyilesmesine etkisi arastiran
literatiirde mevcut ¢alismalara bakildiginda bir uygulama i¢in 0,005 U ile 1250 IU

arasinda degisen kullanimlar mevcuttur.

Ortalama 225 gram ratlarin kullanildigt bu c¢aligmada kullanilacak
eritropoietin dozuna karar verir iken sik kullanilan sistemik uygulama dozlar1 olan

1000 - 5000 1U/kg’dan yola ¢ikilir ise 225 - 1125 IU olarak hesaplanir. Fakat lokal
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uygulamada ila¢ hedef dokuya viicuda dagilmadan direkt olarak ulasabildiginden
dolay1 bu dozlarin daha diisiik olmas1 gerektigi diisiiniildii. Sundem ve ark. yaptigi
viicut agirligmin siyatik sinir agirligina oraninin kullanilarak hesaplamada ise dozun
fazla diisiik ¢iktigi diisiiniildii (1). Bu diisiincelerden yola ¢ikilarak 50 U dozunda

karar kilind1.

Fibrin yapistiricinin kutusundan enjeksiyon sistemi ile birlikte ¢ikarilmasi,
aktive edilmesi, eritropoietinin fibrin yapistirict icine eklenmesi ve enjeksiyon

sistemine ¢ekilmesi sirasiyla Sekil 7°den Sekil 16’ya kadar verilmistir.

Sekil 7°de Tisseel Lyo kutusu ve yayl kilitli enjeksiyon sisteminden

soyulmus Eprex siringas1 goriilmektedir.

Sekil 8’de Tisseel Lyo kutusu i¢inden ¢ikan iki farkli kutucuk goriilmektedir,

bunlardan biri 4 flakon ilac1 digeri ise Duploject enjeksiyon sistemini igermektedir.

Sekil 9’da iki kutucugun igerigi goriilmektedir.

Sekil 10°da mavi renk ile kodlanmis fibrinojen ve aprotinin, siyah renk ile

kodlanmig kalsiyum ve trombin goriilmektedir.

Sekil 11°de mavi ile kodlanmis flakonlar (fibrinojen ve aprotinin) ile siyah ile
kodlanmis flakonlarin (kalsiyum ve trombin) yine ayni renkler ile kodlanmis
siringalar ile gruplandigi goriilmektedir. Aprotinin mavi kodlu siringa ile ¢ekilerek
fibrinojene, kalsiyum ise siyah renkli siringa ile c¢ekilerek trombine aktarilmalidir.

Ardindan 37 °C sicaklikta aktive edilmelidir.

Sekil 12’de aprotininin fibrinojene, kalsiyumun trombine aktarilmak iizere
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uygun renkli siringalara ¢ekilmesi gortilmektedir.

Sekil 13°de aprotininin fibrinojene, sagda kalsiyumun trombine aktarilmasi

gorulmektedir.

Sekil 14’te fibrinojene 0,25 ml (1000 IU), trombine 0,25 ml (1000 V)
eritropoietin eklenmesi gorilmektedir (Grup 2 ve 4). Eritropoietin eklenmeyen
gruplar (Grup 1 ve 3) igin Tisseel hazirliginda bu basamakta her bir flakona 0,25 ml

salin eklenmistir.

Sekil 15°te fibrinojen ve trombinin 1sitic1 ve karistirict Fibrinotherm® sistemi

(Baxter AG, Vienna, Austria) ile aktivasyonu gorilmektedir.

Sekil 16’da hazir hale getirilmis fibrinojen ve trombin bilesenlerinin uygun
renkte siringalara ¢ekilerek Duploject enjeksiyon sistemine aktarilmig hali

gorilmektedir.
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Sekil 7: Tisseel Lyo kutusu ve Eprex 2000 siringast
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Sekil 8: Tisseel Lyo kutusu icerigi, sol iistte 4 flakon ilact iceren kutu, sol altta Duploject
enjeksiyon sistemi iceren kutu
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DUPLOJECT System
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Sekil 9: Tisseel Lyo kutusu icerigi, sag iistte 4 flakon ilag, sag altta Duploject enjeksiyon sistemi

Sekil 10: Soldan saga swrayla fibrinojen (sealer protein), aprotinin, kalsiyum, trombin (arka planda
hangi flakonun hangisine aktarilacag gosterilmektedir)
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Sekil 11: Mavi ile kodlanmis flakonlar (fibrinojen ve aprotinin) ile siyah ile kodlanmis flakonlarin
(kalsiyum ve trombin) yine ayni renkler ile kodlanmis siringalar ile gruplanmasi

Sekil 12: Solda aprotininin fibrinojene, sagda kalsiyumun trombine aktarilmak iizere ayni renkler
ile kodlanmig siringalara cekilmesi
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Sekil 13: Solda aprotininin fibrinojene, sagda kalsiyumun trombine aktarilmasi

Sekil 14: hem fibrinojen hem de trombin bilesenine esit miktarda eritropoietin eklenmesi
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Sekil 15: Isitict ve karistirict Fibrinotherm sistem ile bilesenlerin aktivasyonu

Sekil 16: Kullanima hazir Duploject enjeksiyon sistemine aktarilmis fibrin yapistirict ve yedek ug
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3.3.  Cerrahi Prosedur

Ratlara uygulanan anestezi (intraperitoneal 60 mg/kg ketamin + 5 mg/kg
xylazin enjeksiyonu) yeterli etkinlige ulasinca Sol arka ekstremite caligma tarafi
olarak tiras edildi, yikandi ve povidin iyot ile antisepsi uygulandi. Sag arka
ekstremite kontrol tarafi olarak korundu. Gerekli durumlarda anestezik ila¢ ek doz
olarak verildi. Pozisyon verildi ve insizyon kalem ile isaretlendi (Sekil 17). Cerrahi
alana steril ortiiler uyguland: (Sekil 18). Islem Carl Zeiss marka OPMI 9-FC model
mikroskop altinda ile gergeklestirildi. Siyatik sinir izolasyonu icin femur
proksimalinde baglayan 1 — 1,5 cm cilt insizyonu 15 numara bistiri ile yapilarak,
iliotibial bant {izerinden direk lateral yaklasim uygulandi, kas planlar1 kiint
diseksiyon ile gecildi, femur posteriorunda sinir izole edildi (Sekil 19 ve 20). Siyatik
sinir izole edildi, sinir arkasina 8 mm genisliginde kirmizi renkli elastik yapismaz
fon yerlestirildi ve kesildi (Sekil 21 ve 22). Ardindan gruplarin onarim sekline uygun
olarak 2/4 adet epindral 10-0 nylon dikis (10-0 Ethilon®, Ethicon US, Ohio, USA) ile
ya da eritropoietin/salin iceren 0,1 ml fibrin yapistirict ile ya da bunlarin
kombinasyonu kullanilarak onarildi (Sekil 23 ve 24). Yapismaz fon kullanimi fibrin
yapistirict kullanilan gruplarda yapistiricinin ¢evre dokulardan izolasyonu amaciyla
ve mikroskopta daha net goriintii saglamasi1 amaciyla kullanish oldu (Sekil 25). Sinir
onarimlarit tamamlanmasi sonrasi cilt eriyebilen 5-0 poliglekapron dikis (5-0
Monocryl®, Ethicon US, Ohio, USA) ile basit devamli teknik kullanilarak kapatildi
(Sekil 26). Tekrar povidin iyot ile antisepsi uygulandi. Operasyon sonrasi analjezi

ihtiyaci veteriner hekimlerce degerlendirildi.
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Sekil 17: Pozisyon verilmesi ve insizyonun cerrahi oncesi isaretlenmesi

Sekil 18: Cerrahi alanmin steril ortinmesi ve insizyon alaninin dominant olmayan elin yardimi ile
gerilmesi

48



Sekil 19: Insizyonun 15 numara bistiiri ile yapilmast

Sekil 20: Tenotomi makast ile kas planinin gegilerek siyatik sinirin goriilmesi
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Sekil 21: Siyatik sinirin mobilize edilerek insizyondan disart alinmasi

Sekil 22: 8 mm genigliginde yapismaz kirmizi renkli fonun sinirin arkasina yerlestirilmesi (solda
diisiik biiyiitme, sagda yiiksek biiyiitme ile)
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Sekil 23: 2 adet epindral dikis ile onarim (solda diisiik biiyiitme, sagda yiiksek biiyiitme ile)

Sekil 24: Onarim hattina fibrin yapistirict uygulanmasti
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Sekil 25: Fibrin yapistiricinin onarim hattinca organize olmus goriiniimii

Sekil 26: Insizyonun kapatilmasi sonrasi goriiniim
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3.4.  Yurume Analizi

Tum hayvanlara ylrime koridoru analizi ile 21, 42 ve 63. ginlerde siyatik
fonksiyonel indeks hesaplamasi ile fonksiyonel iyilesme degerlendirilmesi yapildu.
Yiirime sirasinda alinan ayak izlerindeki belirli mesafelerin 6lgtimlerine dayanan
siyatik fonksiyonel indeks hesaplamasi literatiirde ilk defa 1982°de De Medinaceli ve
ark. tarafindan tanimlanmis ve ortaya bir formiil konulmustur (171). 1986°da Carlton
ve Goldberg tarafindan formiil modifiye edilmistir (172). 1989°da Bain ve ark.
tarafindan literatiire kazandirilan farkli bir formiil giiniimiizde en sik kullanilan ve bu
caligmada tercih edilen formiildir (173). Sekil 27°de ayak izlerinde Olctlen
mesafeler, Sekil 28’de ise bahsedilen 3 farkli formiil goriilmektedir (174). Yirime
koridoru daha 6nce tanimlanmis modellere uygun olarak yapildi. Ratlar sol arkada
ekstremitesi deney tarafi olarak siyah, sag arka ekstremitesi normal taraf olarak mavi
mirekkep ile boyandi. 8,2 cm X 42 cm beyaz kagit doseli bir ucu karanlik oda
seklinde olan yiiriime koridoru tizerinde rat yurutulecek ve ayak izleri alindi (173).
Gerektiginde ayak izleri anlasilir olana kadar tekrarlama yapildi. Iki adet calismaya
kor gozlemci kagit tizerindeki ayak izlerinde tanimlanmis uzunluklar1 kaliper ile
Olgerek siyatik fonksiyonel indeks hesaplandi. Bain ve ark. tarafindan tanimlanan
formiil ile yapilan hesaplamada siyatik fonksiyonel indeks O ile -100 arasinda bir
deger olarak ¢ikmaktadir. 0 degeri normal fonksiyonu, -100 degeri ise tam fonksiyon
kaybmi gostermektedir. Sekil 29°da farkli seviyelerden sinir kesilerinin ayakta ve

yiiriime analizinde yaratt1 degisiklikler goriilmektedir (173).

Sekil 30’da galismada 21. gln yirtime testinde elde edilen 6rnek ayak izleri

gorulmektedir. Siyatik siniri kesilen deney tarafinda (soldaki siyah ile boyanan izler)
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ayak on-arka mesafesinin (Print Length - PL) arttig1, ayak bilegi dorsifleksiyonunun
azaldigi, birinci-besinci parmak ucu mesafesinin (Toe Spread - TS) azaldigi
gorulmektedir. Normal taraf ile deney tarafi arasindaki bu mesafelerin fark: arttikga

siyatik fonksiyonel indeks -100’e yaklasmaktadir, azaldik¢a da 0’a yaklagsmaktadir.

Sekil 27: Ayak izinde él¢iilen mesafelerin ayaktaki karsilig.

A —Print Length (PL) (Ayak izinin boyu, én-arka mesafesi)

B — Toe Spread (TS) (Birinci ve besinci parmaklarin uglari arasindaki mesafe)

C — Intermediary Toe Spread (IT) (Ikinci ve dérdiincii parmaklarin uclart arasindaki mesafe)
(Brown CJ, Mackinnon SE, Evans PJ, Bain JR, Makino AP, Hunter DA, et al. Self-evaluation of
walking-track measurement using a Sciatic Function Index. Microsurgery. 1989;10(3):226-35)
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_ ETOF-NTOF , NPL-EPL , ETS-NTS, EIT-NIT _ 220
SH==NToF T eL T Nts tToNT Xa

A. De Medinaceli

SFI= (NPL-EPL 4+ ETS-NTS | EIT-NIT ) x73

EPL NTS NIT B. Carlton + Goldberg

SF1=-383 (EPL-NPL ) 1005 (ETS-NTS) 183 ( EIT-NIT . ,
( NPL NTS +13 NIT 88 C. Bainetal

Sekil 28: Ug farkh calismada tamimlanan siyatik fonksiyonel indeks formiilleri.
E ile baglayan kisaltmalar Experimental (deneysel) tarafi gostermektedir. N ile baslayan
kisaltmalar Normal tarafi gostermektedir.
Bu calismada C. satirinda yer alan Bein ve ark. tamimladigt formiil kullamlmigtir.

(Brown CJ, Mackinnon SE, Evans PJ, Bain JR, Makino AP, Hunter DA, et al. Self-evaluation of
walking-track measurement using a Sciatic Function Index. Microsurgery. 1989;10(3):226-35)
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Nerve Lesion Print Length Ankle Dorsiflexion Toe Spread  Gait Abnormality

Normal None

! Print Length
| Toe Spread
! Ankle Dorsiflexion

<|=

| Print Length
| Toe Spread
| Ankle Dorsiflexion

Peroneal

»

=T . O
3 >

ay

! Print Length
| Toe Spread
! Ankle Dorsiflexion

Sciatic \\ ‘

Sekil 29: Normal, posterior tibial sinir hasarli, penoneal sinir hasarl ve siyatik sinir hasarl
ratlarda ayak bilegi, ayak, ayak parmaklart morfolojik degigimleri.

Siyatik siniri kesilen tarafta ayak 6n-arka mesafesinin (print length) artugi, ayak bilegi
dorsifleksiyonunun azaldigi, birinci-beginci parmak ucu mesafesinin (toe spread) azaldigi
gorilmektedir.

(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.)
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Sekil 30: Ayak izi ornegi

e,

-~
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3.5.  Pin-Prick Test

Tum hayvanlara 21., 42. ve 63. glnlerde pin-prick testi ile duyusal iyilesme
degerlendirilmesi yapildi. Deney tarafi olan sol arka ekstremiteye en distalden
baslayarak disli forseps ile cilt sikilarak agrili uyaran (pinching stimulus) verildi, geri
cekme cevabi alinana kadar proksimale ilerlendi. Geri ¢ekme cevabi alinan segment
ayak bilegi distalinde ise 3 puan, ayak bilegi ile diz arasinda ise 2 puan, diz listiinde
ise 1 puan, cevap yok ise 0 puan verilerek cevaplar skorlandi. 3 puan mikemmel, 2

puan iyi, 1 puan orta, 0 puan ise kotii duyusal 1yilesme olarak yorumlandi (Tablo 6).

Tablo 6: Pin-prick test skorlart

Skor Agrih uyariya geri cekme cevabi alinan segment
0 (kotii) Duyu (cevap) yok

1 (orta) Diz iizeri

2 (iyi) Ayak bilegi ile diz aras1

3 (miikemmel) Ayak bilegi distali

3.6. Toe-Spread Test

Tum hayvanlara 21., 42. ve 63. ginlerde toe-spread testi ile motor iyilesme
degerlendirilmesi yapildi. Hayvan kuyrugundan tutularak kaldirildi ve deney tarafi
olan sol arka ekstremite parmaklarinin hareketler gozlendi. Normal yanit olan tam
ayak parmagi ekstansiyonu ve abdiiksiyonu varsa 3 puan, yalnizca abdiksiyon varsa
2 puan, herhangi bir hareket belirtisi varsa 1 puan, hareket yoksa 0 puan verilerek
cevaplar skorlandi. 3 puan miikemmel, 2 puan iyi, 1 puan orta, 0 puan ise kotii motor

tyilesme olarak yorumlandi (Tablo 7).
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Tablo 7: Toe-spread test skorlart

Kuyruktan tutularak kaldirilmaya deney tarafi

Skor ayak parmaklarinin cevabi
0 (kotii) Hareket yok

1 (orta) Herhangi bir hareket belirtisi
2 (iyi) Abdiiksiyon

3 (miikkemmel) Ekstansiyon + Abdiiksiyon

3.7.  Histolojik Degerlendirme

Histolojik incelemeler igin dokular % 4 notral paraformaldehit ile fikse edildi.
Akarsu ile paraformaldehit uzaklastirildiktan sonra alkol serisi ile dehidratasyon
gergeklestirildi. Ksilol ile seffaflagtirilan sinirler parafine gomiildii. Parafin
bloklardan 4 um kalinliginda kesitler alindi. 56°C etlivde 2 saat deparafinize edilen
kesitler azalan alkol serisinde rehidrate edilerek Masson’un ii¢lii boyamasi yapildi.
Weigert demirli hematoksilen ile 10 dakika boyandi. Distile suyla yikandiktan sonra
asit fuksin ile 15 dakika boyandi. Distile suyla yikanip sonra 10 dakika
fosfomolibdik - fosfotungstik asit soliisyonunda bekletildi. Yikanmadan anilin
mavisiyle 5 dakika boyandi. Alkol serisinde dehidrate edilen kesitler ksilole alind1.
Entellan ile kapatildi. Ornekler Leica DM 4000 Goruntili Analiz Sistemi (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) ile degerlendirildi. Orneklerde hasarm
distalinde kalan bodlgede Schwann hiicrelerinde artis, endondral kollajen artig1 ve

fibriller yapida bozulma degerlendirildi (1: yok, 2: hafif, 3: orta, 4: siddetli).
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3.8. Istatistiksel Analiz

Arastirma verilerinin istatistiksel analizleri i¢in Statistical Package for Social
Sciences (SPSS), Windows igin surim 22.0 (SPSS Inc. Chicago, USA) bilgisayar
paket programi kullanilmistir. Oncelikle, veri setindeki gruplarm normal dagilim
gosterip gostermedikleri Shapiro-Wilk testi ile incelenmistir. Sonuglara gore
gruplarin normal dagilm gostermedigi belirlenmistir (p<0,05). Veri setindeki
gruplarin denek sayisinin az olmasi ve normallik varsayiminin saglanmamasindan
dolay1 Kruskal Wallis testi uygulanarak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark olup olmadigi arastirilmistir. Hangi gruplar arasinda fark oldugunu
belirlemek icin Bonferroni dizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanilarak gruplar

ikigerli olarak karsilagtirilmistir. p<0,05 olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskobik ve Morfolojik Bulgular

Cerrahi sonras1 zaman icinde gelisen ayaklarindaki morfolojik degisimler
tespit edildi ve fotograflandi. Yiiriime analizi sonuclarina dayanilarak daha iyi
iyilesme gozlendigi sOylenebilecek gruplarda morfolojik olarak da ayaklarin ve ayak

parmaklarinin iyi durumda oldugu goézlendi.

Sekil 31°de 63. giinde fotograflanmis solda Grup 4’ten bir hayvana ait ayak
morfolojisi, sagda ise Grup 5’ten bir hayvana ait ayak morfolojisi goriiliiyor. Solda
goriilen ornekte deney tarafi ile saglam taraf arasindaki ayak morfolojisi farkinin az
oldugu goriilityor, bu da yiiriime analizi sonras1 hesaplanan skora olumlu yansiyarak
daha iyi iyilesmeye bulgusu olarak karsimiza ¢ikiyor. Sagda ise deney tarafi ile
saglam taraf arasindaki ayak morfolojisi farkinin fazla oldugu goriiliiyor, bu da

yiiriime analizine yansiyarak kotii iyilesme bulgusu olarak karsimiza ¢ikiyor.

Sekil 32°de Grup 5’ten baska bir hayvana ait ayak tabani degisimleri 6rnek

olarak verilmistir.

Daha Onceki boliimde Sekil 29°da siyatik sinir kesisi sonrasi beklenen

degisimler 6zetlenmisti.
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Sekil 31: Solda Grup 4’ten bir érnek, sagda Grup 5’°ten bir érnek goriilityor. Sadece morfolojik
yorum ile solda iyilesmenin iyi oldugu, sagda kotii oldugu soylenebilir (kirmizi oklar deney tarafi
olan ekstremiteyi isaret etmektedir).

Sekil 32: Grup 5’ten bir hayvana ait 6rnekte ayak morfolojik degisimleri belirgin olarak gériiliyor
(kirmizi oklar deney tarafi olan ekstremiteyi isaret etmektedir).
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Insizyon alanlarmm minimal skar ile iyilestigi tespit edildi. Sakrifikasyon
sirasinda yapilan yeniden insizyon ile siyatik sinire ulagsmak kolay oldu. Siyatik
sinirlerin makroskobik olarak normal yapisin1 yeniden aldigi ve iyilesmenin
makroskobik olarak iyi oldugu tespit edildi. Bazi hayvanlarda iyilesme hattindaki

dikisler goriildii.

4.2. Yiiriime Analizi Sonuclar

Yiriime analizi sonrasi hesaplanan siyatik fonksiyonel indeks veri setindeki
gruplarin  normal dagilim gosterip gostermedikleri Shapiro-Wilk testi ile
incelenmistir. Sonuglara gére gruplarin normal dagilim gostermedigi belirlenmistir
(p<0,05). Veri setindeki gruplarin denek sayisinin az olmast ve normallik
varsaymminin saglanmamasindan dolayr Kruskal Wallis testi uygulanarak giin (21.,
42. ve 63. giinler) bazinda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olup

olmadig1 arastirilmistir.

21. gun sonuglar1 incelediginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark bulunamamustir (p=0,441).

42. gun sonuglar1 incelediginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
fark bulunmustur (p=0,002). Yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda 42. giinde
alinan d6l¢tim degerleri igin Grup 1 ile Grup 4 arasinda (p=0,027) ve Grup 4 ile Grup

5 (p=0,006) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir.

63. gln sonuglar1 incelediginde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur (p=0,001). Yapilan ikili karsilastirmalar sonucunda 63. giinde

alinan Olgim degerleri igin Grup 1 ile Grup 4 (p=0,003), Grup 3 ile Grup 5
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(p=0,033),

Grup 4 ile Grup 5 (p=0,001), Grup 5 ile Grup 6 (p=0,020) arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir.

Yiiriime analizinin sonuglar1 Tablo 8’de 6zetlenmistir.

Tablo 8: 21., 42. ve 63. glinlerdeki siyatik fonksiyonel indeks sonuclar:

GRUP 21. giin 42. giin 63. giin
Median Median Median
(Min, Maks) Ortalama # 5D (Min, Maks) Ortalama # 50D (Min, Maks) Ortalama 5D
Grup 1 -62,36 59,02 -57,04
(-75,25,-55,28) -62,63£7,09 (-70,48, 54,54) -60,3015,65 (-72,70,-50,37) 58,9747,67
Grup 2 57,95 52,12 -48,25
-! + - +
(-69,35,-51,53) -59,7146,88 (70,53, -39,41) 54,01+11,49 (-64,63, -32,20) 48,97+12,23
Grup 3 -61,08 -46,89 -35,53
. : N : P +
(-84,71,55,44) | -63,66110,75 (-60,62, -36,63) ~47,3419,13 (-45,66,-24,69) 354447.97
Grup 4 -56,83 -42,10 -14,94
+ - +
(-63,99,-49,86) -56,7845,13 (48,37, 35,52) -41,9715,20 (-22,55,-9,97) 15,52 44,80
Grup 5 -65,19 63,49 -63,89
- +i
(75,53, -55,20) -64,71£7,40 (72,54, 54,87) 63,576,46 (-79,32,-52,66) £4,1349,69
Grup 6 57,76 -47,59 -34,43
g . N X . .
(74,03,-53,60) | 5997756 (7254, 3552) | HA0AB | (4364355 | 2BSILTE
p-value 0,441 0,002 0,001

Sekil 33°te 21. giine, Sekil 34’te 42. giine ve Sekil 35’te 63. giine ait gruplarin

tanimlayict istatistikleri (median, min-maks, outlier, quartile) Box-plot grafikleri

kullanilarak gosterilmistir. Tiim giinlerde median degeri en yiiksek olan Grup 4’tiir

(Her kutucugun igindeki yatay ¢izgi o gruba ait medyan degerini ifade eder).
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Sekil 33: 21. ginde gruplara gore siyatik fonksiyon indeks degerleri
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Sekil 34: 42. giinde gruplara gore siyatik fonksiyon indeks degerleri
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Sekil 35: 63. glinde gruplara gore siyatik fonksiyon indeks degerleri

4.3.  Pin-Prick Test Sonuglari
Gruplar arasinda 21. giinde ve 42. gunde istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamistir (p=0,797 ve p=0,308).

63. gunde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmigtir
(p=0,015). En yiiksek skor Grup 4’te goriilmiistiir. Grup 1 ile Grup 4 (p=0,014),
Grup 4 ile Grup 6 (p=0,007), Grup 3 ile Grup 4 (p=0,014), Grup 4 ile 5 (p=0,007) ve
Grup 2 ile Grup 5 (p=0,037) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu

bulunmustur.

Pin-prick test sonuglar1 Tablo 9°da 6zetlenmistir.
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Tablo 9: 21., 42. ve 63. gunlerdeki pin-prick test sonuglar

GRUP 21. giin 42. giin 63. giin
Median Median Median
(Min, Maks) (Min, Maks) {Min, Maks)
Grup 1 1 1 2
(0,2) (1,2) (1,2)
Grup 2 1 1,5 2,5
(0,1) (1,2) (1,3)
Grup 3 1 1 2
(0,1) (1,2) (1,2)
Grup 4 1 1,5 3
(0,2) (1,3) (2,3)
Grup 5 1 1 1
(0,1) (1,1) (0,2)
Grup 6 1 1,5 2
(0,1) (1,2) (1,3)
p-value 0,797 0,308 0,015

4.4. Toe-Spread Test Sonuclari
Gruplar arasinda 21. giinde ve 42. giinde istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamustir (p=0,699 ve p=0,331).

63. gunde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir
(p=0,032). Bu karsilagtirma sonucunda Grup 1 ile Grup 4 (p=0,014), Grup 3 ile Grup
4 (p=0,014) ve Grup 4 ile Grup 5 (p=0,014) arasinda istatistiksel olarak anlaml fark

bulunmustur.

Toe-spread test sonuglar1 Tablo 10°da 6zetlenmistir.
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Tablo 10: 21., 42. ve 63. gunlerdeki toe-spread test sonuglart

GRUP 21. giin 42. giin 63. giin
Median Median Median
(Min, Maks) (Min, Maks) {Min, Maks)
Grup 1 1 1 1
(0,2) (0,2) (1,2)
Grup 2 1 1 2
(0,1) (1,2) (1,3)
Grup 3 1 1 1
(0,2) (1,2) (1,2)
Grup 4 1 2 2
(1,2) (1,2) (2,3)
Grup 5 1 1 1
(0,2) (1,2) (1,3)
Grup 6 1 1 2
(0,1) (1,2) (1,3)
p-value 0,699 0,331 0,032

4.5. Histolojik Bulgular

Yapilan histolojik incelemelerde uzunlamasina sinir kesitlerinde proksimal ve
distal uglarin yani sira hasar bolgeleri analiz edildi. Onarim i¢in kullanilan dikis
materyali ve minimal fibrin yapistirici kalintilar1 izlendi. Dikis kalntilarinin
etrafinda kendini sinirlayan graniilasyon dokular1 izlendi. Hasarin distalinde kalan
bolgelerde, Schwann hiicrelerinde artis, sinir fibrillerinin yapisinda bozulmalar ve
endondryumda kollajen lif artis1 tespit edildi. Orneklerde mevcut bu parametreler
semikantitatif olarak skorlandi (1: yok, 2: hafif, 3: orta, 4: siddetli). Yapilan
istatistiksel analiz sonucunda ortaya ¢ikan gruplara ait ortalama skorlar ve standart

sapma degerleri Tablo 11°de verilmistir.
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Tablo 11: Schwann hiicrelerinde artis, endonéral kollajen artisi, fibriller yapida bozulma
skorlarinda gruplara ait ortalama ve standart sapma degerleri.

Schwann Hiicrelerinde Artis | Endonéral Kollajen Artisa Fibriller Yapida Bozulma
GRUP
Standart Standart Standart
Ortalama anaar Ortalama andar Ortalama anaar
sapma sapma sapma

Grup 1 2,5 94772 2 0 1,8333 ,40825
Grup 2 3,3 ,81650 2 0 2 0
Grup 3 2,8 ,44721 3,2000 ,44721 2,6000 54772
Grup 4 3,5 ,54772 3,6667 ,54772 2,1667 ,40825
Grup 5 2,8 ,95743 3,2500 ,50000 2,5000 57735
Grup 6 2,0 ,63246 3,3333 ,51640 2,0000 ,63246
Kontrol 1 0 1 0 1 0

Schwann hiicrelerinde artis: Wallerian dejenerasyon nedeniyle hasarin

distalinde goriilen Schwann hiicre artis1 en fazla olarak Grup 2 ve Grup 4’te
bulunmustur. Artisin en diisiik oldugu deney grubu, Grup 6 olarak bulunmustur.
Grup 6 ve kontrol grubu olan sag taraf saglam sinirler arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir (p=0,162). Grup 2 ve Grup 6 arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,013). Grup 4 ve Grup 6 arasindaki fark
da istatistiksel olarak anlamlidir (p=0,003). Grup 6 disindaki tim gruplardaki
Schwann hiicre artig1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0,05). Sekil 36°da gruplara ait Schwann hicrelerinde artis grafigi gosterilmistir.
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Sekil 36: Schwann hiicre artis skorunu gésteren grafik (Ortalama £ SS).

Endonéral Kollajen Artisi: Butlin gruplarda kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli kollajen artis1 goriilmiistiir (p<0,05). Grup 3, Grup 4,
Grup 5 ve Grup 6°daki artiglar Grup 1 ve Grup 2’ye gore istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0,01). Sekil 37’de endondral kollajen artis1 gosterilmistir.
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Sekil 37: Endondral kollajen artis skorunu gosteren grafik (Ortalama + SS).

Fibriller Yapida Bozulma: Tiim gruplarda fibriller yapidaki bozulma

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Ancak
bozulma siddetli olmadigi i¢in gruplar arasinda anlaml fark yoktur (p>0,05). Sekil

38’de gruplara ait skorlar gosterilmistir.
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Sekil 38: Fibriller yapida bozulma skorunu gosteren grafik (Ortalama £ SS).

Ozetle:

* Schwann hiicrelerinde artis skorunda Grup 2 ve Grup 4’te,

* endonoral kollajen artis1 skorunda Grup 3, Grup 4, Grup 5 ve Grup 6’da

diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli yiikseklik bulunmustur (p<0,05).

* Fibriller yapida bozulma skorunda ise gruplar arasi anlamli fark yoktur

(p>0,05).

Sirastyla Grup 1°den Grup 6’ya histolojik kesitlerinden 6rnekler Sekil 39 ile
Sekil 44 arasinda verilmistir. Kontrol grubu olan sag taraf saglam siyatik sinire ait
ornek Sekil 45’te verilmistir. One ¢ikan diger histolojik ozelliklerden sekil

aciklamalarinda bahsedilmistir.
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Sekil 39: Grup 1’e iliskin ornek resimler (Masson’un iiglii boyasi, 400x biiyiitme). A: Proksimal
ucta sinir fibrilleri kirmizi renkte izlenirken, Schwann hucrelerinin ¢ekirdekleri siyah olarak
izlenmektedir. B: Yara bélgesinde epinoryumda fibrin yapistirict kalintist (ok), fibrin yapistirict
etrafinda inflamatuvar hiicre infiltrasyonu izlenmektedir(kesik c¢izgi). Kollajen liflerin (mavi)
duzenlenimi fibrin yapistiricyyr gevreleyecek sekildedir. C: Distal ugta kollajen liflerde artis
izlenmektedir. Kollajen liflerdeki artisa Schwann hiicrelerinde artis eslik etmektedir. Perinoral
damar yapilar: cevrelerindeki kollajen liflerle izlenmektedir (yildiz). D: Distal ucta fibriler yapida
belirgin bozulma, endonoéral kollajen miktarinda artis goriilmektedir. Vaskiiler yapilar okla
gosterilmektedir.
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Sekil 40: Grup 2’ye iliskin érnek resimler (Masson’un ii¢lii boyasi, 400x biiyiitme). A: Proksimal
ucta sinir fibrilleri endondoryum ve Schwann hiicreleri dogal yapisinda izlenmektedir. B: Distal
ucta Schwann hiicrelerinde yogun artisa eslik eden endonéral kollajen miktarinda minimal artig,
fibriller yapida bozulma goriilmektedir.

Sekil 41: Grup 3’e iliskin ornek resimler (Masson’un iiclii boyasi, 400x biiyiitme). A: Proksimal
ucta korunmug sinir yapist. B: Distal ucta Schwann hiicre yogunlugunda artisa karsin korunmug
fibril yapisi. C: Distal ucta kollajen miktarinda yogun artis.
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Sekil 42: Grup 4’¢ iliskin drnek resimler (Masson’un iiclii boyast, 400x biiyiitme). A: Proksimal
ucta korunmug sinir fibril yapisi. B: Epinoryumda, dikis materyali kalintist ve etrafindaki
graniilasyon dokusu (kesik cizgi) disinda kalan alanda seliilarite artisi ve fibroblastalarin paralel
diizenleniminde bozulmalar izlenmektedir. C: Distal ucta fibril yapisinda bozulma, kollajen
miktarinda orta derecede artis ve Schwann hiicrelerinde yogun artis izlenmektedir. D: Distal ucta
ustte epindryum izlenmekte (kesik cizgi), fibrosit ¢ekirdekleri siyah, kollajen lifleri paralel
diizenlenmis olarak izleniyor. Endondral kollajen miktart orta derecede artmis.

Sekil 43: Grup 5°¢ ait drnek resimler (Masson’un iiclii boyasi, 400x biiyiitme). A: Proksimal ucta
sinir fibrilleri korunmus ve eslik eden Schwann hiicrelerinin ¢ekirdekleri, endonéral kollajen lifler
izlenmektedir. B: Distal ucta dejenerasyona bagh fibrillerde azalma, endonéral kollajen artisi,
Schwann hiicrelerinde artig goriilmektedir.
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Sekil 44: Grup 6°ya iliskin ornek resimler (Masson’un iiclii boyasi, 400x biiyiitme). A: Proksimal
ucta korunmus sinir fibrilleri. B: Sol tarafta epindryum, sag iistte sinir fibrilleri izlenmekte. Dikis
materyalini iceren graniilasyon dokusu kesik cizgiyle cevrelenmistir. C: Distal ucta endonoral
kollajen miktarinda minimal artis goriilmekte ancak fibril yapisi korunmus ve Schwann
hiicrelerinde artis izlenmemektedir.
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Sekil 45: Kontrol grubuna iliskin érnek resimler (Masson’un iiclii boyast, 400x bityiitme). A, B, C:
Farkli bolgelerden alinmis fotograflarda sinir fibrillerinin diizenlenimi, Schwann hicre
yogunlugu, endondéral kollajen miktar: benzer olarak izlenmektedir.
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada eritropoietin igeren fibrin yapistiricinin periferik sinir kesileri
onariminda kullanimimin sinir iyilesmesini olumlu etkileyecegi hipotezi ortaya

konulmustur.

Fonksiyonel siyatik sinir iyilesmesinin en 6nemli gdstergelerinden yiirtime
analizi sonras1 hesaplanan siyatik fonksiyonel indekslerin istatistiksel analizi sonrasi
21. giinde gruplar arasinda anlamli fark yoktur. Pin-prick ve toe-spread testlerinde de
21. gunde gruplar arasinda anlamli farklilik yoktur. 21 gunun sinir ezilme
yaralanmalar1 sonrasi iyilesme bulgularinin gortilmesi igin yeterli sure olsa da kesi

onarimi1 iyilesme bulgularinin gériilmesi i¢in yeterli olmadig1 diisiiniilmiistiir.

42. gunde de pin-prick ve toe-spread testlerinde gruplar arasinda anlamli
farklilik yoktur. Fakat ylirime analizinde Grup 4 en yuksek skoru vermekte, Grup 4
ile Grup 1 ve 5 arasinda anlamli farklilik bulunmaktadir. Bu sonuca dayanilarak 42.
giinde en iyi iyilesmenin hipotezi destekler sekilde eritropoietin igeren fibrin

yapistirict ve iki dikis kullanilan Grup 4’te goriildiigii soylenebilir.

42. giinde en diisiik siyatik fonksiyonel indeks ise Grup 1 ve Grup 5’te
goriilmiistiir ve Grup 4’e gore anlamli olarak farklidir. Sadece salin igeren fibrin
yapistirict kullanilan Grup 1’de iyilesmenin goreceli olarak kotli olmasinin nedeni
yalnizca fibrin yapistirici ile yapilan onarimlarin gerim kuvveti (tensile strength)
acisindan dikis ile yapilan onarimlara gore geride kaldigini raporlayan ¢aligmalarin
bulgularmi akla getirmektedir. Cruz ve ark. yalmizca fibrin yapistiric1 kullanilan
onarmmlarin gerim kuvveti agisindan yetersiz oldugunu raporlamiglardir (124). Fakat

yalniz fibrin yapistirict ile onarimin, dikis ile onarima esit sonuglar verdigini
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gosteren ¢alismalar da mevcuttur (127, 175, 176). Fakat Grup 2’deki iyilesmenin
istatistiksel olarak anlamli olmasa da Grup 1’e gore daha iyi olmasi, Grup 2’de
eritropoietinin gerim kuvveti disindaki baska bir mekanizma iizerinden iyilesme
iizerindeki olas1 olumlu etkisine baglanabilir. Isaacs ve ark. yaptig1 calismada iki
adet epinoral dikise ek olarak fibrin yapistirici ile yapilan onarimlarda bosluk (gap)

formasyonunun azaldig1 gostermistir (177).

42. gin yirime analizi sonuglarinda Grup 5’te iyilesmenin goreceli olarak
kot olmasmin nedeni yalnizca iki adet epindral dikisin yeterli gerim kuvveti
saglayamama ihtimalini akla getirmektedir. Grup 6’da iyilesmenin istatistiksel olarak
anlamli olmasa da Grup 5’e¢ gore daha iyi olmasi, dort adet epinoral dikis ile
onarimin iki adet epindral dikis ile onarima kiyasla daha iyi fonksiyonel iyilesme
sagladig1 sdylenebilir. 63. giin ylirlime analizi sonuglarinda ise Grup 5 ile Grup 6
arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli olmustur. Goldberg ve ark. kadavra
dijital sinir lizerinde yaptiklar1 ¢alismada dikis sayisi, dikis kalinligi, dikis ge¢me
mesafesi degiskenleri uygulamislar ve onarim dayanikliliginda en Onemli
belirleyicinin dikis sayis1 oldugunu gostermislerdir (178). Artan dikis sayisinin

histolojik sonuglari ileride tartigilmigtir.

Nihai sonug sayilabilecek 63. giin yiiriime analizi, pin-prick test ve toe-spread
test sonuglarinda en iyi iyilesme yine Grup 4’te bulundu. 63. gun yiriime analizi,
pin-prick test ve toe-spread test sonuglar1 genel olarak birbirine uyumlu bulunmustur.
Bu bulguya dayanilarak yiiriime analizinin diger iki teste oranla erken donemde (42.
giinde) gruplar arasinda fark verebilen, daha kiiclik fonksiyonel bulgulari

yakalayabilen bir test oldugu sdylenebilir. Monte-Raso ve ark. yaptig1 calismada
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siyatik fonksiyonel indeks hesaplamasinin yaralanma sonrasi 3. haftada giivenilir

sonug vermeye basladigini raporlamiglardir (179).

63. glin yurime analizi, pin-prick test ve toe-spread test sonuglarinda en kotii
iyilesme yine Grup 1 ve Grup 5’te bulundu. Bu bulgudan yola ¢ikilarak sadece fibrin
yapistirici ya da sadece iki epindral dikis ile yapilan onarimlarin goreceli olarak daha
kot iyilesme verdigi, bunun da muhtemel nedeninin gerim kuvveti yetersizligi
oldugu sdylenebilir. Daha 6nce de bahsedildigi gibi, Grup 2°de Grup 1 ve Grup 5’e
gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da daha iy1 iyilesme olmasi eritropoietinin

iyilesme iizerindeki olumlu etkisine baglanabilir.

Eritropoietinin, fibrin yapistiricinin, dikis materyalinin sinir iyilesme
mekanizmasi lizerine etkilerinden 6nceki boliimlerde detayli bahsedilmistir. Bu etki
mekanizmalar literatiirde fazlaca gesitlilik gostermektedir (80, 82, 88, 91, 92, 94).
Eritropoietin sinir iyilesmesi lizerindeki etki mekanizmasi i¢in One c¢ikan yol
Schwann hiicresi iizerinden gergeklesen mekanizmadir (80, 81, 91). Schwann
hiicrelerinin fonksiyonu Wallerian dejenerasyonda, sinir iyilesmesi sirasinda yeni
olusan aksonlarin distale ilerlemesinde, miyelin olusumunda yonetici olur (152). Bu
nedenle Schwann hiicrelerine etki etmek sinir iyilesmesine etki etmektir denebilir.
Histolojik incelemede Schwann hiicrelerinde artis skorlar1 eritropoietin kullanilan
gruplar olan Grup 2 ve Grup 4’te, eritropoietin kullanilmayan gruplara oranla anlaml
olarak fazladir. Bu bulgudan yola ¢ikilarak eritropoietinin Schwann hiicrelerine etki
ettigi ve proliferasyonu uyardigini soylenebilir. Bu bulgu Li ve ark. tarafindan
yapilan, eritropoietinin  Schwann hiicresinde proliferasyonu uyardigi gosterilen

caligma ile uyumludur (81).
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Sinir onariminda kullanilan teknikler olan epindral dikis ile fibrin yapistiriciyi
karsilastiran literatiirde mevcut calismalar dikis ile onarim yapilan gruplarda dikis
materyaline yabanci cisim graniilomunun ve fibriller yapida bozulmanin, adezyon ve
fibrozisin fibrin yapistiric1 ile onarim yapilan gruplara kiyasla fazla olabilecegini
gostermislerdir (130, 180). Bu parametrelerdeki farklarin anlamli olmadig1 yoniinde
bulgular olan ¢alismalar da mevcuttur (2). Histolojik incelemede endondral kollajen
artig1 skorlart dikis kullanilan gruplar olan Grup 3, Grup 4, Grup 5 ve Grup 6’da,
dikis kullanilmayan gruplara oranla istatistiksel anlamli olarak fazladir. Fakat
fibriller yapida bozulma skorlar1 incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel anlaml
farklilik yoktur. Dikis materyali ¢evrelerinde yabanci cisim graniilomu olusumu
gozlenmistir. Dikis kullanilan gruplarda anlamli olarak endondral kollajen artiginin
olmas1 bulgusundan yola ¢ikilarak, dikis materyalinin yabanci cisim reaksiyonuna
neden oldugu, graniilom olusumunu, kollajen tiretimini ve dolayli olarak fibrozisi
uyardigi sdylenebilir. Ornelas ve ark. dikis ile onarimin fibrin yapistirict ile onarima
gore daha fazla fibrozise neden oldugunu raporlamistir (176). Bu bulgular
literatirdeki diger bazi ¢alismalar ile de uyumludur (125, 130, 180). Grup 4’te
endonoral kollajen artis1 en fazla olmasina ragmen siyatik fonksiyonel indeks, pin-
prick ve toe-spread testlerinde en iyi sonuglar1 vermesine dayanilarak iyilesen sinirde
kollajen artis1 ya da dolayli fibrozis artiginin fonksiyonel sonucu dogrudan

etkilemedigi soylenebilir.

iki adet epinéral dikis ile onarim yapilan Grup 5 ile dort adet epindral dikis
ile onarim yapilan Grup 6 kendi aralarinda endondral kollajen artig skorlar1 agisindan
kiyaslandiginda gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik yoktur. Bu bulgudan

yola ¢ikilarak kullanilan dikis sayisinin iki ya da dort olmasinin endondral kollajen
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artisin1 ve dolayli olarak fibrozisin etkilemedigi sdylenebilir. Mevcut yabanci cisim
yogunlugunun ortaya ¢ikacak reaksiyonun yogunlugunu etkileyecegi géz oOniinde
bulunduruldugunda bu sonug beklenenin aksi yonde bir bulgudur. Eger ¢alismada
kullanilan epindral dikis sayisinin bes ve daha fazla oldugu bir grup var olsaydi,

artan dikis sayisinin bu parametrede istatistiksel fark yaratabilecegi diisiintilmiistiir.

Sadece fibrin yapistirict i¢inde eritropoietinin olup olmamasinin degiskenlik
gosterdigi Grup 1 ile Grup 2 kendi aralarinda ve Grup 3 ile Grup 4 kendi aralarinda
endonoral kollajen artis skorlar1 acisindan kiyaslandiginda gruplar arasinda
istatistiksel anlamli farklilik yoktur. Bu bulgudan yola ¢ikilarak, eritropoietinin

kollajen iiretimini ve fibrozis iizerinde etkisi olmadig1 soylenebilir.

Onarimda eritropoietinin yer alip almamasinin sonuca etkisine odaklanacak
olursak Grup 1 ile Grup 2’nin kendi aralarinda ve Grup 3 ile Grup 4’lin kendi

aralarinda ikiserli olarak karsilagtirma analizine bakmak gerekir.

Grup 1 ile Grup 2 arasinda siyatik fonksiyonel indeks, pin-prick test ve toe-
spread test skorlari, endondral kollajen artisi ve fibriller yapida bozulma
parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli farklililk yoktur. Yalmizca Schwann
hiicrelerinde artig skoru Grup 2’de Grup 1’e gore istatistiksel anlamli olarak fazladur.
Bu etkide de Schwann hiicresi proliferasyonunun eritropoietin tarafindan

uyarilmasina baglanmistir.

Grup 3 ile Grup 4 arasinda siyatik fonksiyonel indeks, endondral kollajen
artis1, fibriller yapida bozulma parametrelerinde istatistiksel olarak anlamli farklilik
yoktur. Grup 4’te 63. giin pin-prick test ve toe-spread test sonuglart Grup 3’e oranla

daha yulksektir, yani daha iyi iyilesmeyi isaret etmektedir. Schwann hiicrelerinde
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artig skoru Grup 4’te Grup 3’e gore istatistiksel anlamli olarak fazladir. Bu etkide de
Schwann hiicresi proliferasyonunun eritropoietin  tarafindan uyarilmasina

baglanmistir.

Genel olarak bakildiginda eritropoietin kullanimi tiim testlerde ve tim
parametrelerde istatistiksel olarak anlamli farklilik yaratmasa da pin-prick ve toe-

spread testlerinde iyilesmeyi olumlu yonde etkiledigine dair bulgu vermistir.

Onarimda fibrin yapistirictnin  yer alip almamasmin sonuca etkisine
odaklanacak olursak Grup 3 ile Grup 5’1 kendi aralarinda karsilagtirma analizine
bakmak gerekir. 63. glinde siyatik fonksiyonel indeks Grup 3’te Grup 5’e gore daha
yiiksektir, yani daha iyi iyilesmeyi isaret etmektedir. Bu bulguya dayanarak iki dikis
ile yapilan onarimlara fibrin yapistirici eklenmesinin iyilesmeyi olumlu etkilemede
etkin oldugu sdylenebilir. Bu Isaacs ve ark. yaptigi ¢alisma ile uyumludur (177).
Calismada dort dikis kullanilan Grup 6’y1 kiyaslayacak, dort dikis ve fibrin
yapistiricinin beraber kullanildigi bir grup olmadigi i¢in bu ¢ikarmmi tiim dikis
sayilar1 i¢in genellemek dogru olmaz. Diger parametrelerde Grup 3 ile Grup 5

arasinda istatistiksel olarak anlaml fark yoktur.

Onarimda epindral dikis sayisinin sonuca etkisine odaklanacak olursak Grup
5 ile Grup 6’y1 kendi aralarinda karsilagtirma analizine bakmak gerekir. 63. giinde
siyatik fonksiyonel indeks Grup 6’da Grup 5’e gore daha yiiksektir, yani daha iyi
iyilesmeyi isaret etmektedir. Bu bulguya dayanarak dort dikis ile yapilan onarimlarin
iki dikisle yapilanlara gore fonksiyonel iyilesmede daha etkin oldugu sdylenebilir.
Diger parametrelerde Grup 3 ile Grup 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

yoktur.
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Tiim gruplar incelendiginde fibrin yapistirict ve iki epindral dikisin kombine
kullannmi (Grup 3 ve 4) istatistiksel anlamli olarak bir¢ok parametrede One
¢tkmaktadir. Bu kombine kullanima eritropoietin eklenmesi ile her parametrede

istatistiksel olarak anlamli olmasa da, daha basaril1 iyilesme sonuglar1 elde edilmistir

(Grup 4).
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6. SONUC
63. gln siyatik fonksiyonel indeks, pin-prick test ve toe-spread test

sonuglarina gore en iyi iyilesme Grup 4’te, en kotii iyilesme Grup 5’te izlend.i.

Eritropoietin kullanilan gruplarda (Grup 2 ve 4) Schwann hiicrelerinde artis

skoru en yiiksek izlendi.

Epinoral dikis kullanilan gruplarda (Grup 3, 4, 5 ve 6) endonoral kollajen

miktarinda artis skoru yiiksek izlendi.

Fibrin yapistirict ve iki epindral dikisin kombine kullanimi istatistiksel
anlamli olarak daha iyi iyilesme gostermektedir. Bu kombine kullanima eritropoietin

eklenmesi ile daha da basarili iyilesme sonuglar1 elde edilmistir.

Eritropoietin igeren fibrin yapistiricinin sinir kesisi onariminda izole ya da
epinoral dikisler ile kombine olarak kullanildig: literatiirdeki bu ilk c¢alisma
gostermistir ki fibrin yapistirict i¢indeki eritropoietin lokal olarak Schwann hiicresi

ve sinir lizerine etki ederek daha basarili iyilesme sonuglar1 saglamaktadir.
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7. OZET
Eritropoietin Ve Fibrin Yapistirict Karisiminin Periferik Sinir

Onarmminda Kullanimi

Sinir kesileri glinlik pratikte sik karsilasilan acil servis olgular1 arasindadir.
Sinir iyilesmesindeki kisitliliklar ve sorunlar bircok ¢alismanin yapilmasina neden
olmaktadir. NOrotrofik faktor uygulamalariyla ya da farkli onarim teknikleri
kullanimiyla daha iyi iyilesme hedefleyen calismalar mevcuttur. Son yillarda
eritropoietinin sinir iyilesmesine olumlu katkida bulundugunu raporlayan ¢ok sayida
calisma mevcuttur. Sinir kesisi onarim yontemi olarak da fibrin yapistirici
kullaniminin etkili ve dnemli avantajlara sahip oldugunu raporlayan ¢aligmalar da
mevcuttur. Bu calismada eritropoietin igeren fibrin yapistiricinin sinir onarmminda
kullaniminin sinir iyilesmesini olumlu etkileyecegi hipotezinden yola c¢ikilarak
bunlarin ayr1 ayr1 ve kombine kullaniminin etkileri aragtirilmastir.

Calismada 36 adet disi Long Evans tri rat kullanildi. Ratlar her bir grupta 6
adet olacak sekilde 6 gruba ayrildi. Sol taraf siyatik siniri kesildi ve dikis ya da fibrin
yapistirict ya da bunlarin kombinasyonu ile onarildi. Sag taraf siyatik siniri kontrol
tarafi olarak korundu. Sinir kesileri Grup 1°de salin igeren fibrin yapistirict ile, Grup
2’de eritropoietin iceren fibrin yapistirict ile, Grup 3’te 2 adet epindral dikis ile
kombine olarak salin igeren fibrin yapistirici ile, Grup 4’te 2 adet epindral dikis ile
kombine olarak eritropoietin i¢eren fibrin yapistirict ile, Grup 5’te 2 adet epindral
dikis ile, Grup 6’da 4 adet epinoral dikis ile onarildi. Tim gruplara 21, 42 ve 63.
gunlerde yirime analizi, pin-prick test ve toe-spread test uygulandi. Tim gruplar 63.

gunde sakrifiye edildi. Cikarilan siyatik sinirler histolojik olarak incelendi.
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63. gun siyatik fonksiyonel indeks, pin-prick test ve toe-spread test
sonuglarma gore en iyi iyilesme Grup 4’te, en kotii iyilesme Grup 5°te izlendi.
Eritropoietin kullanilan gruplarda (Grup 2 ve 4) Schwann hiicrelerinde artig skoru en
yiiksek izlendi. Epindral dikis kullanilan gruplarda (Grup 3, 4, 5 ve 6) endondral

kollajen miktarinda artis skoru yliksek izlendi.

Fibrin yapistirict ve iki epindral dikisin kombine kullanimi istatistiksel
anlamli olarak daha iyi iyilesme gostermektedir. Bu kombine kullanima eritropoietin
eklenmesi ile daha da basarili iyilesme sonuglari elde edilmistir.

Sinir onarimda fibrin yapistirict i¢ine eritropoietin eklenmesi ucuz, kolay ve

klinik pratikte uygulanabilir bir yéntemdir.

Anahtar Kelimeler: eritropoietin, fibrin yapistirici, sinir onarimi.
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8. SUMMARY
Use of Erythropoietin and Fibrin Glue Mixture for Peripheral Nerve

Repair

In routine practice, nerve transections are common emergency room cases.
Limitations and problems in nerve regeneration encourage many researches. There
are researches aiming for better regeneration with neurotrophic factor applications or
the use of different repair techniques. There have been many studies reporting that
erythropoietin has contributed positively to nerve healing in recent years. There are
also studies reporting that the use of fibrin glue in nerve repair is an effective and
advantageous. In this study, based on the hypothesis that the use of erythropoietin-
containing fibrin glue in nerve repair would affect the healing positively, we
investigated the effects of separate and combined use of erythropoietin-containing
fibrin glue on nerve regeneration.

36 female Long Evans rats were used. The animals were divided into 6
groups of 6 animals each. Left sciatic nerves were isolated, transected and repaired
with suture or fibrin glue or combination of those. Right sciatic nerves were kept as
control. Nerves were repaired with saline-containing fibrin glue in Group 1,
erythropoietin-containing fibrin glue in Group 2, saline-containing fibrin glue and
two sutures in Group 3, erythropoietin-containing fibrin glue and two sutures in
Group 4, two sutures in Group 5, four sutures in Group 6. Walking track analysis,
pin-prick test and toe-spread test were performed on days 21, 42 and 63. All animals

were sacrificed on day 63. Sciatic nerves were analyzed histologically.

Sciatic function index, pin-prick test index, toe-spread test index were that
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was best in Group 4, worst in Group 5. Erythropoietin-treated rats (Group 2 and 4)
showed superior Schwann cell proliferation. In groups those had epineural repair
with sutures (Group 3, 4, 5 and 6) superior endoneural collagen synthesis scores

WEre seen.

The combined use of fibrin glue and two epineural sutures showed
significantly better recovery. Further successful recovery results were obtained by
addition of erythropoietin to that combination.

The addition of erythropoietin into fibrin glue is cheap, easy and applicable in

clinical practice of nerve repair.

Keywords: erythropoietin, fibrin glue, nerve repair.
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