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1.OZET

Sicanlarda Sinir Buyume Faktord ve Mikroakim Stimilasyonu ile Doku
Reenerasyonunun Gosterilmes

M iige Sevindik, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltes Plastik, Rekonstriiktif ve

Estetik Cerrahi Anabilim Dal inciralti-izmir , muge.sevindik@deu.edu.tr

Rejenerasyon; organizmalarin doku ve hicrelerinin yenilenmesi  ya da kayiplarimn
eksiksiz olarak ayn doku ile yerine konulmasi, yenilenmesi siirecidir.

Memeliler ve Ust dizey omurgalilarda kapasitesinin azligi ile bilinen epimorfik
rejenerasyonun gerceklesebilirliginin gosterilmesi ekstremite amputasyonlari, spinal kord
yaralanmalari, retina, lens ve optik sinir hasarlart gibi tip bilimi igin 6nemli olan sorunlara
¢OzUm olanag: yaratacaktir. Bu ¢alismada, sinir blytme faktori (Nerve Growth Factor-NGF)
ve mikroakim stimilasyonunun doku rejenerasyonunda ki etkileri arastirildi.

Calismada 24 adet 300 gr ve Uzeri erkek Sprague Dawley sican Uzerinde kuyruk
bolgesinde kaudal vertebrayr acikta birakacak sekilde amputasyon modeli olusturuldu.
Rejenerasyon gozlemlemek (izere her bir grupta alt1 adet sican yer alacak sekilde toplam dort
calisma grubu olusturuldu. Kontrol grubunda ampute edilen kuyruk; iginde serum fizyolojik
olan makrogevreye yerlestirilip deney siiresince izlendi.ikinci grupta ampute edilen kuyruk
makrogevre icinde mikroakim stimilasyonu ile izlendi. Uglincii grupta kuyruk heparinle
konjuge fibrin jel (HCFG) ile sinir buyume faktori (NGF) iceren makrogevre icinde takip
edildi.Dordincti grupta ampute edilen kuyruk HCFG ile NGF iceren makrogevre iginde
mikroakim stimilasyonu ile izlendi. Siganlar uygun kosullarda 42 gun stire ile gozlendi. Bu
siire icinde mikroakim stimilasyonu uygulanan ¢alisma gruplarina 0,3, 6 ,12,18, 24, 35 ve
42. gunlerde 15 dk siren seanslar ile 1 pA elektrik akimi uygulandi. Siganlarin 0. ve 42.
gunlerde On-arka grafi ile radyolojik goruntuleri kaydedildi.

Calisma sureci sonunda sicanlar sakrifiye edilip histolojik ve radyolojik olarak
degerlendirildi.Y apilan degerlendirmelerin sonuclart her bir grup icin epitel kalinligi, yeni
kollgen olusumu, kemik, kil foliklll ve yag-ter bezi olusumu agisindan istatiksel olarak
karsilastirildi. Sonugta; yeni kemik olusumu ,yeni kollajen olusumu ve artmis epitel kalinligi
bulgular1 dogrultusunda mikroakim elektrik stimilasyonu ve NGF uygulamasinin doku
rejenerasyonunu destekledigi soylenehilir.

Anahtar kelimeler: Doku rejenerasyonu, Sinir buyume faktord (NGF), Elektrik
stimilasyonu
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2.ABSTRACT

The effect of Nerve Growth Factor and Microwave Electrical Stimulation on Tissue
Regeneration: An Experimental Study in Rats

M tige Sevindik, Dokuz Eylul University Faculty of M edicine, muge.sevindik @deu.edu.tr

Tissue regeneration involves replacement of damaged structures or cells with
replications of the originals.

While mammals and most higher vertebrates typically express very limited
regenerative capacities.It is hoped that epimorphic regeneration on mammalian systems will
be the answer of extremity amputations,spinal cord injuries and damaged lens, optic nerve
and retina. In this study, the effects of nerve growth factor and microwave electrical
stimulation on tissue regeneration were evaluated in rats.

Twenty-four 300 gr and over , male, Sprague Dawley rats were included in this study
with amputated tail model .In this study, four experimental group is designated , each
containing six rats, in order to observe tissue regeneration. In Group-1, amputated tail
followed up with saline filled macro-environment tubes. In Group-2, the rats are followed up
with amputated tail in macro-environment tubes with electrical stimulation. In Group-3, we
used nerve growth factor with heparin- conjugated fibrin gel at macro-environment tubes. In
Group-4, the rats are followed up with microwave electrical stimulation at nerve growth
factor with heparin - conjugated fibrin gel filled macro-environment tubes. The rats are
followed- up fourty-two days in standard conditions. Electrical stimulation performed in rats
of group two and four on days 0,3,6,12,18,24, 35 and 42 with 1 pA for 15 minutes. X-rays
are taken on first and 42th days. At the end of this period, they are sacrificed and evaluated
histopathologically and radiologically. At the end of analysis, findings are compared
statistically for each group. Depending on these results, it can be concluded that NGF and
microwave electrical stimulation have positive effects on tissue regeneration.

Key words: Tissue regeneration, Nerve growth factor (NGF), Electrical stimulation
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3. GIRIS ve AMAC

Rejenerasyon; organizmalarin doku ve hicrelerinin yenilenmesi  ya da kayiplarinin
eksiksiz olarak ayni doku ile yerine konulmasi sirecidir. Yasamsal dongide epitelde ya da
hematopoetik sistemde goruldigl gibi  hicrelerin dogal dalgalanmalar halinde yaptigi
yenilenme fizyolojik rejenerasyon iken doku kayiplari sonrasi yara iyilesmesi benzeri
baslayan sirecin bazi genler ve sinyal yolaklarimin aktivasyonu ile aym cins ve degerde
hiicrelerle olan kompleks doku ya da organ restorasyonu ise onarimsal rejenerasyondur.”

Bir diger rejenerasyon sekli ise “Ototomi” dir. Ototomi; deniz yilchzi, yengegc ve
kertenkele gibi hayvanlarin tehlike amnda otonomik olarak uzuvlarini kaybetmesini takiben
gerceklesen rejenerasyon siirecidir.?

Rejenerasyon 2 temel hicresel mekanizma ile gerceklesir. Gerceklesen doku kaybi
sonrasi proliferasyonun gozlenmedigi, kalan mevcut dokularin yeniden diizenlenmesi ve
sekillendirilmesi ile gerceklesen “Morfalaktik rejenerasyon” ve epidermis altina kiimelenen
progenitor hicrelerin reoryantasyonuna degil rediferansiyasyonuna ve proliferasyonuna
dayanan “ Epimorfik rejenerasyon” seklindedir.® (Sekil 1-2)

Morfalaktik
Rejenerasyon

AMPUTASYON

N

Epimorfik
Rejenerasyon

Sekil 1. Rejenerasyon tipleri; Morfolaktik Rejenerasyon- Epimorfik Rejenerasyon
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Sekil 2: Epimorfik- Morfolaktik Rejenerasyon®

Memeliler ve Ust diizey vertebralilarda zamana spesifik ve limitli rejenerasyon kapasitesi
vardir. Bundan yola cikilarak epimorfik rejenerasyon icin (i temel gereklilik vardir.*

1. Organizmanin mitotik olarak aktif hiicreler icermesi gerekir.
2. Mitotik aktif olan hiicrelere sinyaller gonderilerek proliferasyonun indiklenmesi
gerekir.

3. Rejenerasyon cevabini inhibe eden faktorlerin olmamasi gerekir.

Filogenetik olarak bakildiginda ; bazi eklem bacaklilarin ve amfibilerin  yiksek
rejenerasyon kapasitesi oldugu gorulmektedir. Deniz yildizi, kertenkele, semenderler
rejenerasyonun dogada bilinen en iyi ornekleridir. Bu canlilarda yapilan c¢alismalarda
rejenerasyon sireci ve slrecin basamaklart  incelendiginde sinir  uyarimi  ve
norotransmitterlerin rejenerasyon icin gerekli olan gen ve sinyal yolaklarinda énemli rol
oynadig1 gorilmistir.® Calismalar dogrultusunda néronlarin ve sentezledikleri proteinlerin
rejenerasyon icin gerekliligi esas alinip memelilerde de rejenerasyon kapasitesini arttirma
amacli kullanlabilecegi ¢alismamizin temelini olusturmaktadir.



Sinir rejenerasyonu; doku rejenerasyonunda temel nokta olarak kabul edildiginde
norotrofin ailesinin en etkili Giyesi olan sinir bliyime faktorti (NGF) 6n plana ¢cikmaktadir. Her
Uc germ yapragina da etki etme potansiyeli tasiyan bu biiyime faktortinin hem periferik hem
santral sinir sistemine ait ndronlarin proliferasyonu ve diferansiyasyonundan sorumlu olmakla
birlikte sinir sistemi disindaki dokularin iyilesme siireclerinde de etkili oldugu bilinmektedir. ®

“Sinir doku , rejenerasyon icin hedef basamak mudir” sorusuna yanit aramak icin NGF
temelli yOrittigumiz calismamizda rejenerasyon kaskadini amplifiye edip devam ettirecek
bir diger segenek olarak elektrik stimilasyonu giindeme gelmistir. Elektrik stimulasyonu
tarih boyunca kirik onariminda, agr1 tedavisinde , yara iyilesmesinde kullanilmis olup son
dénemde de doku rejenerasyonunda kullaniimaktadir.” Elektrik stimiilasyonunun doku
perflizyonunu arttirmasi, hiicre proliferasyonunu arttirip hizlandirmasi gz 6niine alindiginda
rejenerasyon Uzerine olasi etkilerinin gozlemlenmesi hedeflenmistir.

Ust diizey vertebralilarda rgenerasyon elde edilmesi halinde ekstremite
amputasyonlari, spinal kord yaralanmalari, retina ve optik sinir hasarlar: gibi tip diinyasininin
ugrast olan konulara yeni c¢ozimler sunma hedefi ile NGF ve mikroakim elektrik

stimulasyonu kullanilarak bu ¢alisma gergeklestirilmistir.



4. GENEL BIiLGIiLER

4.1 Yaralyilesmes ve Reenerasyon

Yara iyilesmesi, bir organizmanmn, bir doku ya da organin fiziksel butunlgintn
bozulmas: karsisinda organizmanin defektin sinirlar: 6tesinde ttim organizmanin fizyolojisini
stabilize etmek Uzere verdigi yanitin timudir. Bu asamada karsimiza iki sire¢ cikar; skar
olusumu ve rejenerasyon sureci. Yaralanmis organ ya da dokunun fizyolojik devamlilign
saglamak amacli baska bir hicresel matriksin yarali dokunun yerini almasi skar olusum
sirecidir. Gelisimsel yollarin reaktivasyonu araciligi ile orijinal mimarinin yeniden
olusturulmasi ise rejenerasyon siirecidir.®

Yara iyilesmesi cevabi ve rejenerasyon cevabi arasinda agik bir fark vardir. Bu iki
olay aym basamaklar ile ilerleyip tamamen farkli son Urtnler olustururlar. Yara iyilesmesi
siirecinde; yag-ter bezleri, bu bezlerin kanallar1 , kil folikdlleri , kikirdak ve kemik doku gibi
kompleks biyolojik yapilar olusmaz. Rejenerasyonda ise tium bu orijinal yapilarin
yenilendigini gdrmekteyiz.® Epimorfik rejenerasyon icin (¢ temel gereklilik vardir.*

1. Organizmanin mitotik olarak aktif hiicreler icermesi gerekir.

2. Mitotik aktif olan hlcrelere sinyaller gonderilerek proliferasyonun indiklenmesi
gerekir.

3. Regenerasyon cevabini inhibe eden faktorlerin olmamasi gerekir.

Memelilerde epidermal yara olusumunu takip eden ilk dakikalarda defekt alaninda fibrin
tikag olusur. Fibrin tikag; capraz bagl: fibrin ve platelet yaninda sitokin, epidermal biyime
faktort (Epidermal growth factor-EGF), heparine bagli epidermal biyume faktort ( Heparin
binded epidermal growth factor-HB-EGF), transforme edici bllytime faktor  (Transforming
growth factor p -TGF- B) agisindan oldukca zengindir.? Kuru cevreye sahip yara modelinde;
grantlasyon doku formasyonu fibrin tikag altinda yerlesen komsu epidermal hiicrelerin gocu
ile gerceklesir. Epidermal hiicreler bu go¢ sirasinda fibrin tikagi yikima ugratarak, tikag
altinda mevcut blyime faktorleri ve sinyal molekilleri araciligiyla yeni epiteli olusturur.

Nemli yara modelinde ise grantilasyon dokusu olusumu olmadan direk olarak yara ylzeyinde



reepitelizasyon gerceklesir.’® Tim bu yara iyilesmesi sireci sonunda orijinal yapi ve
fonksiyondan uzak kollajen aglar: ile 6rult skar doku olusur. Yara iyilesme sirecinde olusan
bu yara epiteli rejenerasyon icin gerekli bir basamaktir. Gortldigl Uzere yara iyilesmesi ve
rejenerasyon slreci erken donemlerinde benzer basamaklara sahiptir. Fakat epimorfik
rejenerasyon yaraya karsi verilen biyokimyasal cevabin yaninda biyofiziksel cevabi da
barindirir. Rejeneratif surecin igerdigi  bu biyofiziksel sire¢ fiziksel mekanikleri,
biyoelektriksel olaylari ve yara cevresinde olusan elektriksel alan: kapsamaktadir.™

4.1.1 Yaralyilesmes

Patolojik bir olay sonucu doku ya da orgamn anatomik butanlGginin ve
fonksiyonunun bozulmasi yarayr tammlar. Yara iyilesmes ise yaralanmadan sonra birgok
hiicre ve onlarin Urettikleri mediatorlerin yer aldigi, ekstraselliler matriks Uretimi ile

sonuclanan fizyolojik ve biyokimyasal olaylarin biittntdir.*
Yaraiyilesmesi Tipleri:

1. Primer yaraiyilesmesi
2. Sekonder yaraiyilesmesi
3. Tersiyer yaraiyilesmesi

1. Primer yara iyilesmes

Y ara kenarlarinin cerrahi yontemler ile kapatilabildigi, epitelyal ve stromal yapilarin
en az hasar gordugl, bakteriyel kontaminasyonun az oldugu yaraiyilesme seklidir.

Primer yara iyilesmesinde baslica roll yara dudaklarina paralel yer alan keratinositler
oynar. Epidermis hizla prolifere olur ve insizyon hattina dogru hiicre gogti gorultr. Kirksekiz
saat sonunda fibrin tabaka olusumu ile dis ortam temas: kesilir ve dehidratasyon onlenir.
Fibrin tabaka aym zamanda bakteriyel penetrasyonu onlemede de bariyer olusturur. Ug ile
besinci ginde kollgjen sentezi artar, 30. ginin sonunda inflamatuar hiicre icermeyen skar

doku olugur.



2. Sekonder yara iyilesmes

Hasar goren dokuda inflamatuar reaksiyonun fazla olmasi, doku hasarimn fazla
gorildugt durumlarda grantlasyon dokusu artisi olmast beklenir. Ortamda debris, bakteriyel
kontaminasyon ve eksuda fazla oldugu icin inflamatuar yamt daha siddetlidir. Epidermal
rejenerasyon oram yeterli olmadigi icin granilasyon dokusu miktar1 ve kontraksiyon
miktarinda artis vardir.

3. Tergiyer yaraiyilesmes

Gecikmis primer yara iyilesmesinde ise hasar goren doku bakteriyel yik, yabanci
cisim varlig1 gibi sebeplerle pansuman ile izlenir. Yara debridman ve pansumanlarla uygun
hale geldikten sonra primer yaraiyilesmesi yontemleri uygulanr .

Memelilerin  doku batonlGgini  bozan bir sirece verilen sistemik cevap
hemostaz,inflamasyon, proliferasyon ve remodelling asamalarindan olusur.(Sekil 3)

Sekil 3: Yaraiyilesmesi



1. Hemostaz

Endotel hasar1 ile olusan kanamaya verilen ilk cevaptir. Doku hasar1 sonrasinda bes ile
on dakika icinde katekolamin salinimi sonucu olusan vazokonstriksiyon ile bolgesel kan
akim azalir. Endotel hasari sonucu ortaya c¢ikan subendotelyal kollgjen, dolasimdaki
trombositlerle temas eder ve faktor 12 (Hageman Faktor) aktive olarak, koagilasyon
kaskadim aktifler. Faktor 12° nin aktive olmasi aym anda kompleman sistemini, kinin

sistemini ve plazmin sentezini uyarir.

Tromboksan Ao (TXA5) nin agiga ¢cikmasi ile vazokonstriksiyon ve trombosit aktivasyonu

yolu ile hemostatik plak olusur. intrensek ve ekstrensek koagilasyon yollarimin ortak
aktivasyonu ile protrombinden trombin olusur, trombin ise fibrinojeni fibrine dontstirerek
hemostatik tika¢ olusumunu saglar.(Sekil 4) Fibrin olusumu ile sonuglanan kisa sireli
vazokonstriksiyon hasarli bdlgede hemostaz saglar ve inflamatuar hiicre gogu igin zemin
hazirlar. Trombositlerin alfa granillerinden Platelet kaynakl: buyime faktérti (PDGF), insulin
benzeri buyume faktori-1 (ILGF-1), transforme edici biytme faktori- o (TGF- o), epidermal
blyume faktort (EGF), fibrinojen, fibronektin, platelet faktor-4, prostoglandinler, biyojenik
aminler gibi bircok sitokin ve mediatér salgilanarak makrofa) ve nétrofiller icin hiicre gocl
baglatilir. Hasarl1 bolgeye ulasan notrofil ve makrofajlar nekrotik doku, debris ve bakteriyel
elemanlar1 fagosite ederek uzaklastirilmalarim saglar. Platelet kaynakli blylme faktori
(PDGF) ayni zamanda fibroblast gbgiinii de baslatarak aktive eder, fibroblastlarda sentezlenen

glikozaminoglikanlar ve kollajen ekstraselliler matriks onarim icin  gereklidir.
13,14,15,16
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Sekil 4: Koagulasyon kaskadi

2. Inflamasyon
Endotel hasarindan 24 saat sonra baslayan, hasara verilen hiicresel ve vaskiler yaniti

iceren ikinci evre inflamasyon evresidir. Bu evrede amag; hemostazin saglanmasi, devital
dokularin uzaklastirilmast ve bakteriyel kolonizasyon ile invaziv enfeksiyonlarin
Onlenmesidir.

Vaskiler yanit; gecici hemostaz sonrasinda aktive olan kompleman sisteminden C3a -
C5a, endotel htcrelerinden histamin, prostoglandin Ep, prostosiklin ve mast hiicrelerinden

bradikinin agiga cikarak vazodilatasyon gerceklesir. Trombositler hasarli endotel Uzerinde
bazal membrana yapisarak fosfolipaz Ao'yi aktive eder ve arasidonik asit serbestlesmesine

yol acar. Permeabilite artis1 ve trombositlerden salinan PDGF ve TGF-f salimmina bagl
olarak nétrofil ve monositler hasar alanina ulasirlar. Bu slirecte damar duvarindan interstisyel
alana gegen sivi Klinik bulgularda sislik olarak gorulir. Sislik nedeni ile lokal doku basinci
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artis1 ise agriya sebep olur. Vazoaktif aminlerin ve histamin salimmimin artis1 ile hasar
bdlgesinde kizariklik ve sicaklik artisi gorlir. Vazodilatasyon donemi yaklasik olarak 72 saat

siirer.™>*

Vaskiler permeabilite artisindan sonra PDGF ve TGF-B etkisi ile hasar bolgesinde
gorulen ilk hicreler notrofillerdir. N6trofiller 6 saat iginde yara yerinde gorulirler ve 48 saate
kadar baskin olan hticre tipidirler. Notrofiller diapedez yolu ile damar duvar: disina gikarlar,
endotel hicreleri arasindan gecis icin elastaz ve kollejenaz salgilarlar.

Notrofiller yara yerinde yabanci cisimleri ve bakterileri fagosite ederek, proteaz
salinimi ile hasar gbrmus hicre kalintilarint ortadan kaldirarak fonksiyon gorurler. Notrofil
ylzeyindeki integrinler ile matriks bilesenleri arasinda oksijen varliginda etkilesim olusur ve
sonucunda reaktif oksijen metabolitleri ortaya ¢ikar. Yara yerinde bakteriyel kontaminasyon
ve yabanci cisim yoksa notrofil sayisi apopitoz ile hizla azalir, ters durumda ise inflamatuar
siirec devam eder ve yara yerinde ekstidasyona yol acarak yaraiyilesmesini yavaslatir.

Makrofajlar yara yerinde U¢ ile besinci giinde hakim olan hticre tipidir. Makrofajlar
lenfositleri de aktive ederek yara yerine migrasyonlarim uyarirlar. Lenfosit sayist 6. glinde
maksimuma ulasir. Lenfositlerden lenfokin salimmi ile fibroblast proliferasyonu ve
migrasyonu artar, endotel hticrelerden mediator salinimini uyarilir, hiicre kemotaksisi hizlanir.
Inflamasyon alamnda all-T-cell marker (OKT-1) tastyan lenfositler ile sitotoksik ve supresor
T lenfosit grubu birlikte goralar, birbirleri ile etkileserek calismalart sonucunda ise basarili
yara iyilesmesi gerceklesir. Makrofajlar ise dolasimdan dokuya gecen monositler olarak
bilinir. Makrofajlarin hasarli alanda hakim hale gelmesi inflamatuar strecin sonlanip,
proliferatif evreye gegileceginin gostergesidir. Makrofajlar da nétrofiller gibi debris ve
bakteriyel komponentleri fagositoz ile ortadan kaldirmamn yaninda cesitli mediator ve
sitokinlerin salinim ile grantilasyon dokusu olusumunu, fibroblast gogl ve proliferasyonunu,
anjiyogenez ve kollajen sentezini diizenlemede énemli rol oynarlar.'” Makrofajlardan salinan
baglica sitokin ve blylime faktorleri; PDGF, TGF- a, TGF-B, ILGF-1, Platelet aktive edici
factor (PAF), TUmor nekroz faktor-a (TNF-a), Fibroblast biytme faktori (FGF) , EGF,
Vaskiller endotelyal buyume faktort (VEGF), IL-1velL- 6 olarak sayilabilir. (Tablo 1)
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Tablo 1: Yaraiyilesmesinden sorumlu biiyume faktori ve sitokinler

Blylme Fakior(, Stokinler

Trombosit-kaynakl1 biytime
faktort (Plaelet derived growth

factor, PDGF)
Transforme edici biiytime faktort

beta (Transforming growth factor
b, TGFp)

Epidermal blyume faktori
(Epidermal growth factor, EGF)

Transforme edici biytime faktori

alfa (Transforming growth factor a

TGFa)
Interlokinler

(Interleukins 1-2, 1L-1,2)
TUmoOr nekroz faktoru

(TUmOr necrogisfactor, TNF)
L6kosit kaynakli blytme faktori

(Leucocyte derived growth factor,
LDG
Fibroblast biiytime faktorleri

(Fibroblagt growth fectors, FGF)

Keratinosit blytime faktorleri
(Ceratinocyte growth factors,
CGF)

Trombostler, makrofglar
endotel hiicreleri

Trombosit, notrofil,
lenfosit, makrofg, birgok
doku ve hiicre

Platelet ve makrofg)

Aktive makrofglar ,
trombosit, keratinost

Makrofg, lenfosit, birgok
doku ve hticre, osteoblast

Makrofaj, mast hiicresi, T

Makrofaj, mast hiicres T

Beyin, pitliter bez,
makrofg diger doku ve

Fibroblastlar

Goreveri

Fibroblast proliferasyonu nétrofil
ve makrofg kemoteksisi ve

proliferasyonu, anjiogenez
Fibroblast proliferasyonu,

kemotakds, indirekt anjiogenez,
diger blytme faktorlerinin
etkilerine yardim

Epitdl hiicre ve fibroblast
proliferasyonu ve grantilasyon
dokusu olusumunun uyarilmas
Epitdl hiicre ve fibroblast
proliferasyonu ve grantilasyon

dokusu olusumunun uyarilmas
Fibroblast proliferasyonu,

kollgjenaz, nétrofil kemotaksis

Fibroblast proliferasyonu

Bag dokusu hlicréleri icin
kemoatraktan ve mitojen

Epitd hiicre ve fibroblast
proliferasyonu, matriks
depolanmasin uyarir,
anjiogenezanjiogenez,yara

kontraksyonu
Epitel hiicre proliferasyonu
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Blytme Faktor, Stokinler Kaynag: Gorevieri

Insan bilylime hormonu Pitliiter bez, plazma Anabolizma, IGF-1 i uyarir
(Human growth hormone, HGH)

Interferonlar Lenfogtler, fibroblastlar | Fibroblast proliferasyonu ve
(Interferons, IFN) kollajen sentezinin inhibisyonu
Sinir blyume faktori (Nerve Makrofg, fibroblast, Snir | Sinir iyilesmes, ¢ germ
Growth Factor- NGF) hicreleri yapragina ait hiicre proliferasyonu
Grantlosit Koloni Stimilan Stromd hiicreler, Granulosit proliferasyonu,
Faktor fibroblastlar, endotelyal meatUrasyonu ve aktivasyonunu
(G-CSF) hiicreler, lenfositler uyarir.
Vaskiler endotelyal biiytime Endote hiicreleri Anjiogenezi arttirr.
faktori (VEGF)

3. Proliferasyon

Doku hasarinin ¢ ile dérdiinct glntinde baslayip, yaklasik U hafta stren fibroblast
hicre tipinin hakim oldugu evredir. Makrofgjlardan 72. saatte salinan PDGF ve TGF- etkisi
ile fibroblastlarda kemotaksis baslar ve aktive olan fibroblastlarda proliferasyon gordilir.
Fibroblastlar hasarli alana gelir, glikozaminoglikan ve kollajen tiretimi baglar.'®

TGF —3: Trombosit, nétrofil, lenfosit, makrofaj ile birlikte bircok doku ve hiicrede
sentezlenen TGF-B’min hedef hiicreler Uzerinde proliferasyon, diferansiyasyon, adhezyon,
morfogenetik etkilesim, ekstraselliler matriks olusumu gibi etkilerinin olmasinin yaninda tim
bunlara zit olarak programli hiicre 6lumi ve antiinflamatuar etkileri de vardir. Tamoral
dokularda ise onkojenik 6zellikler gostererek anormal proliferasyon, metaplazi ve aplaziye de
neden oldugu bilinmektedir.*®

Transforme Edici Blyime Faktort B (TGF-B) ; 25 kDa buyukltgtinde olup iki es
protein dimerin sulfit kdprust ile baglandigi molekildir. Hiicrede pre-pro-peptit seklinde
sentezlenir ve bu sekilde inaktif olarak hiicre disina salimir. Serin proteazlar etkisi ile N-

Terminal dalinin uzaklastirilmast ile aktif hale déniisr. '
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Transforme Edici Blyume Faktorii B (TGF-p); epitelyal ve hematopoetik hiicrelerde
hlcre siklusunun G, fazinda durmasini saglayarak antiproliferatif etki gosterir. Prolifreasyonu

baskilamas: ve diferansiyasyonu hizlandirict etkisini siklin bagimli kinaz inhibitorlerini
aktifleyerek gerceklestirir. Yara iyilesmes Uzerinde ise; endotel hicreleri ile makrofajlar
Uzerinde kemotaksisi ve proliferasyonu arttirict etki gosterirken, Th-1 ve Th-2, sitotoksik T
lenfositleri baskilayarak immunsupresif ve antinflamatuar etki gosterir. Kollajen sentezinin
bilinen en gucli uyaricisi olan TGF-B, yara iyilesmesinin matirasyon fazinda en 6nemli
mediatordir, antinflamatuar ve preapopitotik etki ile hicre cogalmasim azaltarak,

ekstraselliiler matriks Uretimini arttirarak skar formasyonu olusumuna yol acar .*%%

Proliferasyon evresinde epidermiste olan degisiklikler

Y aralanma sonrasinda epidermiste reepitelizasyon ile tam kat dermis olusturulmaya
calisiimaktadir. Bazal tabakada bunan keratinositler ilk 24 saatte yara kenarinda hizla
prolifere olurken kiboid sekillerini kaybedip, dizlesirler. Keratinositlerin hicre igi
tonofilamanlar1 kisalir, psbdopot benzeri uzantilar olustururlar. Sitoplazmalarinda aktin
filaman olusumu ve hiicreler arasi desmozomal baglantilarinda azalma gorultr. Migrasyonu
srasinda keratinositlerin Uzerinde bulunan integrin reseptorleri matriks proteinleri ile
etkileserek migrasyonun yonuni belirlerler. Yeni olusan kollajen ve keratinositler arasindaki
etkilesimi matriks metalloproteinazlar (MMP) belirler. MMP-1 fibriller kollajenden olusmus
baglar1 bozarak keratinosit migrasyonunun devamim saglarken MMP-9 bazal membran
Uzerinde laminin dlzeyini azaltarak keratinositlerin  bazal membrandan ayrilmasin
kolaylastirir. TUm bu asamalarda en etkili bluyume faktorleri EGF ile TGF-f'dir. Yara
iyilesmesinin dokuzuncu gininden sonra bazal membran zonu olusmaya baslar. Bazal
membranda kollajen ve laminin basta olmak Uzere birgok ekstrasellller matriks proteini
bulunmaktadir. Bu asamada olusan granilasyon dokusunun iceriginde fibroblastlar,
makrofajlar, endotel hiicre migrasyonu ile olusan kapiller ag, yeni sentezlenen kollgjen
fibrilleri bulunmaktadir. Granulasyon dokusu matir skar dokusu olusana kadar hiicre

proliferasyonuna ve migrasyonuna kilavuzluk eder.??
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Proliferasyon evresinde dermiste olan degisiklikler

Dermis; fibroblastlarca diizenlenen fibroplazi ve anjiogenez safhalarindan olusur. Bu
safhada olusan granilasyon dokusu kollgjen, hyallronik asit, fibronektin, makrofgjlar ve
fibroblastlar: igerir. Gegici ekstraselliler matriksi olusturan fibrin pihti hyaltronik asit ve
fibronektinden zengindir ve granilasyon dokusu icin gegici iskelet dokuyu olusturarak
migrasyon ve anjiogenezde yol gosterici rol oynar. Fibronektin fibroblastlarin ekstraselltler
matrikse baglanmalarint saglar, hiicre migrasyonunu indikler ve yara kontraksiyonunda
belirleyici rol oynar. Fibroblastlar migrasyon ve proliferasyon sirecinde es zamanli olarak
kollajen ve elastin gibi proteinlerin sentezini de arttirarak myofibroblastlara dontsurler. Erken
dénemde yara kontraksiyonundan myofibroblastlar sorumludur. Erken ddnemde olusan
kontraksiyon ile gevresel olarak yara alaninin azaltilmas: amaglanir.® Yedinci giinden sonra
matriks metalloproteinazlarin etkisi ile grandlasyon dokusu rezoliisyonu baslar ve
myofibroblastlar apopitoz ile ortamdan uzaklastirilir. TGF-B, ILGF, PDGF, FGF etkisi ile
fibroblastlar tarafindan yara iyilesmesi igin gerekli olan glikozaminoglikanlar ve kollajen

Uretilir.
Proteoglikanlar

Hyaltronik aside nonkovalent olarak protein baglanmasi ve her proteine de kondroitin
sllfat, heparan sulfat, dermatan silfat, keratan sllfat gibi daha kisa glikozaminoglikan
baglanmasi ile olusan ekstraselliler matriks elemanlaridir. Kollajen ve elastin gibi fibroz
proteinler ile baglanarak dayaniklilik ve elastikiyeti saglarlar. Fibroblast ve diger mezenkimal
hicreler kollgjen, glikozaminoglikan ve proteoglikan sentezinde rol alarak devamliligi

saglarlar.®
Kollajen sentez

18 adet gen Urdni ile sentezi dizenlenen, Uc¢ adet polipeptit zincirin olusturdugu
helikal yapida, bag dokunun en ©6nemli makromolekilidir. Amino asit dizisi tripeptit
seklindedir, yapisindaki amino asitlerden %35'i glisin, %15'i prolin ve hidroksiprolin, %11’ i
alaninden olusur. Y apisinda bulunan prolin ve hidroksiprolin polipeptit omurgamn dontsint
sinirladigr icin kollagjenin stabilitesinden sorumludur. Fibroblastlar Uzerine etkili buyime
faktorleri ve gitokinler tarafindan sentezi dizenlenir. Uygun sinyalle birlikte gen
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transkripsiyonu sonucu endoplazmik retikuluma bagli ribozomlarda preprokollajen
sentezlenir. MRNA ile endoplazmik retikuluma tasinan preprokollajenin N-terminal dali
vezikiller arasinda ayrilir ve prokollajen olusur. Endoplazmik retikulum vezikilleri icinde
posttranslasyonel modifikasyona ugrar ve prolin ve lizin kalintilarinin Gzerine hidroksil
gruplar1 eklenerek hidroksiprolin ve hidroksilizin haline dontsturdlir. Bu reaksiyonda gérevli
lizin hidroksilaz ve prolin hidroksilaz enzimlerinin calismasi icin ortamda o-ketoglutarat,
oksijen, demir ve askorbik asit gereklidir. Hidroksilizin ve hidroksiprolin yapilarina galaktozil
transferaz ve glikozil transferaz enzimleri etkisi ile UDP —galaktozil ve UDP-glikozilden
alinan glikoz veya galaktoz eklenir. Hidroksillenmesi ve glikozillenmesi tamamlanmis olan
prokollajen molekuli golgi kompleksi araciligiyla hiicre disina salinir. Prokollgjenin N-
terminal peptidi prokollajen aminopeptidaz enzimi ile, C- terminal ucundaki aminopeptidi
prokollajen karboksipeptidaz enzimi ile ayrilir ve tropokollajen olusur. Tropokollajende
capraz bag olusumu ise bakir iceren lizil oksidaz enzimi ile olur. Tropokollgjenin amino ve
karboksi terminallerine peptit dizileri baglanarak kollajen filamentlerini daha sonra kollgjen
fibrillerini olustururlar.?® Yaraiyilesmesinde ikinci haftada kollajen sentezi hizlanir, ikinci ve
Uclnct haftalarda en yuksek diizeydedir, Uclincl haftadan sonra kollajen sentez ve yikimi
dengede iken dordunci haftadan sonra kollajen sentezi azalir. Yaralanmadan sonraki ilk
saatlerde tip 4 ve tip 5 kollajen miktar: fazladir, 24 sagtte tip 3 kollajen hakim hale geger, 60.
saatten sonra tip 1 kollajen miktar1 fazla iken tip 3 ve tip 4 kollajen de depolanmaya devam
eder.?

Tip 1 Kollajen

Organizmada en fazla miktarda bulunan kollajen tipi, tip 1 kollajendir. Yaraiyilesmesi
matUrasyon fazi ile birlikte tip 3 / tip 1 kollajen oram giderek azalir. Ekstrasellller matriksin
en 6nemli bilesenidir. Matlr yara dokusunda tip 1 kollajen miktarinin artigi; yara iyilesmesi
morfogenezi ve fibrozisi igin gereklidir. Tip 1 kollajen sentezinde TGF-f, IL-1, TNF-a gibi
mediatorler ile kofaktér olarak C vitamini ve demir gereklidir.?’
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Tablo 2:Kollagjen tipleri ve dagilimi®®

Tip-1 Deri, tendon, fasya, ligament , arter, uterus
Tip-2 Hiyalin kikirdak, kornea
Tip-3 Deri, arter, uterus

Tip-4 Bazal membran

Tip-5 Bazal membran, plasenta
Tip-6 Kas, fasya, tendon

Tip-7 Bazal membran

Tip-8 Endotel

Tip-9 Kikirdak doku

Tip-10 Mineralize kikirdak
Tip-11 Mineralize kikirdak
Tip-12 Ligamentler ve perikard




Anjiogenez

Yara iyilesmesinin dordincti gununde baslar. Endotel hicrelerinin Vaskiler
endotelyal bliyiime faktor (Vascular endothelial growth factor-VEGF), TNF- a ve FGF etkisi
ile proliferasyonu sonrasinda kapiller tomurcuklanma ile anjiogenez baslar. Endotel
hicrelerinden salinan kollegjenaz ve elastaz gibi proteolitik enzimler bazal membranin
parcalanmasina yol agar. Endotel hticrelerinin fenotipik degisiklikleri ile perivaskiler alana
cikan htcrelerde migrasyon bagslar. Yeni olusan kapillerler granilasyon dokusu boyunca
ilerleyerek birbirleri ile birlesme egilimindedirler. Endotel migrasyonu sirasinda proliferasyon
baskilanir. Hicre proliferasyonun tamamlanmast ile anjiogenezi indikleyen faktorler azalir ve
anjiogenez tamamlanir.Yaramin metabolik aktivitess de neovaskularizasyonda etkilidir;
oksjen miktarinda azalma, ph disiklugu ve laktat yuksekligi gibi faktorler anjiogenezi

uyarici rol oynar. 2%

4. Remodelling

Remodelling fazi; yara iyilesmesinin sekizinci gininde baslar ve bir yil ya da
yaralanma tipine gore daha fazla sirer. Proliferasyon fazinda sentezlenmeye baslanan
kollajen fibrilleri arasinda kovalen baglar artarak kollajen daha stabil bir form kazanr.
Fibroblastlardan salinan lizil oksidaz enzimi kollajen fibrilleri arasinda kovalen baglar
olusturmadan sorumludur. Kollgjen lifleri baslangigta rastgele dizilim gosterirken mekanik
kuvvetlerin etkisi ile organize olurlar. Maturasyon evresinde kollajen sentezi ve yikimi denge
halinde oldugu igin doku kollajen miktarinda artis olmaz. Matriks metalloproteinaz
enzimlerinden biri olan ve yapisinda ¢inko (Zn) bulunduran ‘Kollejenaz' enzimi kollajenin o-
heliks zincirleri arasina girerek kollajen yikimina sebep olur. Tip 3 kollajen yikimi sonucu
dokuda tip 1 kollajen oram artmaya baslar. Matriks metalloproteinazlarin  etkisi
metalloproteinaz inhibitorleri tarafindan inhibe edilir. Bu iki enzim grubu arasindaki denge
TGF —, PDGF, IL-1 ve IL-6 tarafindan dizenlenir.

Yarada bulunan kollajen miktari, capraz bag olusturma oram, sentez ve yikim
arasindaki denge yaramn gerim kuvvetini belirler. Yara gerim kuvveti 14-21. ginlerde artar
ve maturasyon doneminde stabil hale gecer ancak hicbir zaman normal doku gerim kuvvetinin

17,26

%80’ ini gegmez.
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Yogun hiicresel aktivitesi olan ve vaskilaritesi fazla olan yara iyilesme dokusu ilk gunlerde
pembe kirmizi renkte izlenirken , maturasyon doénemi boyunca daha az hiicresel eleman ve
vaskilarite iceren skar dokusu ile yer degistirir ve soluk pembe ya da beyaz renk alir. Skar
dokuda inaktif sekildeki fibroblastlar igsi hiicre seklini alir, yeni olusan kapiller damarlarda
tromboz ile birlikte apopitoz ve dejenerasyon gelisir. Hicresel metabolik aktivite azalr.
Hyaluronik asit, dermatan silfat, keratan silfat gibi ekstraselliler matriks elemanlarinin
diizeyi normale iner. Dokularin su miktar1 da asamali olarak azalarak normal seviyesine

iner.l7'26'3l

4.1.2 Doku Rejenerasyonu

Kertenkele, semender,deniz yildizi, planaryahidra, solucan gibi dogadaki canlilarda
ekstremite, kuyruk, cene, spinal kord, reting, lens, optik sinir, ince bagirsak rejenerasyonu
gorilebilmektedir. *

Rejenerasyonu inceleyen kertenkele temelli calismalarda rejenerasyonun sadece kopan
sinirlerin rejenerasyonu ile mumkin oldugu gorilmustir. Ayni galismalar sonucunda;
sinirlerin sadece sinir hticreleri ve hedef organ arasinda iletim saglayici degil ayni zamanda
rejenerasyon icin de gerekli oldugu anlagilmistir.*

Sinir 6nculigiinde ekstremite rejenerasyonu ilk olarak 1823 yilinda Tweedy John
Todd tarafindan kesfedilmis, 1940-1950 yillar1 arasinda ise Marcus Singer tarafindan analiz
edilmistir. Marcus Singer'a gore duyu veya motor sinirler herhangi bir uyar1 ya da
norotransmitter salimmi olmadan rejenerasyona onciilik edebilir.®? Sinir ve rejenere olacak
doku arasinda iliski saglayan mediatorler ve blyime hormonlari tam olarak
aydinlatilamamustir.

Kertenkelelerde ekstremite amputasyonu sonrast gudik hattinda gelisen blastema
formasyonu ile rejenerasyon baslar. Sinirin rejenere olmasi ile blastemal hicreler prolifere
olabilir ve rejenerasyon gerceklesebilir.(Sekil 5)
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Sekil 5: Rejenerasyon Sireci

Rejenerasyon asamalarinda amputasyonu takip eden yara iyilesmesi ardindan gelen
dediferansiyasyon basamagi; memeliler ve rejenerasyon kapasitesi yiksek canlilar1 ayiran en
onemli basamaktir. Dediferansiyasyon; yaralanan bdlge komsulugundaki hiicrelerin prolifere
olan kok hicrelere geri donustimudir. Bu basamak sonrasinda kok hicrelere donisen
hicreler diferansiye olup orjinale uygun dokulara farklanarak rejenerasyonu tamamlamis
olmaktadir. Bu nedenle dediferansiyasyon sireci rejenerasyonun temel ve en o6nemli
noktasidir.** (Sekil 6)

.
: AR

- e o - 1
. |

Erken Diferansiyasyon

ISIVasvon

© Yara iyilesmesi

Sekil 6: Rejenerasyon Basamaklari
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Dediferansiyasyonu takip eden rejenerasyon basamaklarindan erken diferansiyasyona
kadar olan slrecin sinir rehberliginde ilerledigi yapilan calismalar ile gosterilmistir. Sinir
uyarim ve norotransmitterler rejenerasyon icin gerekli olan gen ve sinyal yolaklarinda 6nemli
rol oynamaktadir. Schwann hicrelerinden salgilanan “newt anterior gradient” (nAg) proteini
rejenerasyon icin sarttir. Rejenerasyon sonrasi epitelde ve yag-ter bezlerinde de aym proteinin
izole edilmis olmasi; sinir kaynakli olan bu proteinin rejenerasyonda etkin oldugunu
gogtermistir. 2007 yilinda Kumar ve arkadaslar1 tarafindan kertenkeleler Gzerinde yapilan
calismada ampute edilen ekstremitede rejenerasyon sireci izlenmistir. Rejenerasyon
sirecinde; yara iyilesmesini takiben ilk olarak kok hiicreden zengin; dediferansiyasyona
Onculik eden “blastema’ olusumu gozlenmistir. Blastema olusumu sonrast ampute edilen
ekstremite denerve edilip, sinir ve nAg protein sentezi durdurularak yapilan kontrolll stirecin
sonunda; denerve amputatta rejenerasyonun gerceklesmedigi gozlenmistir. Plazmid ile nAg
protein tasinan denerve amputatta ise rejenerasyonun tamamlandig: gosterilmistir. Sonucta
akson boyunca schwann hticrelerinden salinan nAg protein; blastema tizerinde olan Prod 1

yiizey proteinine baglanarak rejenerasyonun baslamasini ve sirdiriilebilirligini saglar®
4.2 Norotrofik Faktorler ve Sinir Buyime Faktor i
4.2.1 Norotrofik Faktorler

Norotrofik faktorler, noronlarin blyUmesini, yasamlarimi devam ettirmesini,
morfolojik plastisite ve fonksiyonel olarak protein sentezlerini dizenleyen, endojen
¢Ozlnebilir proteinlerdir. “Norotrofik” terimi, Yunanca daki “besleyen” anlamina gelen
“trophimos’ sbzctigiinden koken almaktadir.®®

Norotrofik faktdrler, ndronlarin yasamini devam ettirmesi igin ihtiyag duydugu bir
polipeptid ailesidir **** Embriyonik yasam boyunca néronlarin gelisim ve olgunlasmalarina
katkida bulunurlar.
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Norotrofik faktorler 3 ana gruba ayrilr.
1. Norotrofin ailesi:
Memelilerde norotrofin ailesinin 4 Uyesi vardir:
a. Sinir Buyume Faktori (NGF)
b. Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor (BDNF)
c. Norotrofin- 3 (NT-3)
d. Norotrofin- 4/5 (NT-4/5)
Bunlar Tirozinkinaz (Trk) ailesinin (Trk A,B,C) tirozin kinaz reseptérlerine etki eden
kuctk temel polipeptidlerdir.
2. Norokin ailesi:
a. Silier Norotrofik Faktor (CNTF)
b. Lokemi inhibitor Faktor (LIF)
3. TGF-p ailesi:
a TGF-pl
b. TGF-p2
c. TGF-pB3
d. GliaKaynakli Norotrofik Faktor (GDNF)

Bunlara ek olarak teleost baliklarinda Noérotrofin-6 (NT-6) ve Norotrofin-7 (NT-7)

ad1 verilen 2 norotrofin daha bulunmustur.®

Norotrofinlerin U tane yuksek ve bir tane de dustk afiniteli reseptorleri vardir. Y Uksek
afiniteli reseptorler, tropomyozin reseptor kinaza bagli proto-onkojenlerin triinleri olup TrkA,
TrkB ve TrkC olarak isimlendirilir. Tek distuk afiniteli reseptér ise 75 kDa agirligindaki
p75+= adli reseptordir. TrkA reseptort, NGF, NT-6 ve NT-7'ye; TrkB reseptorii, BDNF,
NT-4/5¢e; TrkC ise sadece NT-3 e baglanir.Bu arada, NT-3, TrkA ve TrkB i¢in de sekonder
ligand gorevi gérmektedir.*® (Tablo 3)
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Tablo 3: Norotrofinler ve reseptor afiniteleri

Norotrofin Reseptor

NGF TrkA > p75 NRT

BDNF TrkB > prs

NT3 TrkC > TrkB > TrkA > prs v
NT4/5 TrkB > prs

Stabil biyolojik aktif formlarinda kovalent olmayan homodimerler seklinde
bulunsalar da norotrofik faktorlerin cogu dogada monomerler seklindedir. Bir gogunun
izolektrik noktas: yediden buytk oldugu icin bazik proteinler olarak kabul edilirler.

4.2.2 Sinir Buyume Faktoria (NGF)

Ramon Y Cajal 1928 de, kesilmis bir sinirin aksonlarinin proksimalden distale trofik
faktorlerin dnclligiinde rejenere oldugunu ileri sirmustdr. 1951 yilinda Rita Levi-Montalcini
ve Viktor Hamburger Sinir Bilytime Faktorint (Nerve Growth Factor, NGF) bulmuslardir. Tlk
olarak erkek fare tukirik bezinden izole edilen NGF ile sinir rejenerasyonu alaninda buyuk
gelismelerin baslangicina énciiliik edilmistir. *’Ancak yapilan sonraki calismalarda NGF nin
sadece sinir iyilesmesinde etkili olmadigi her G¢ germ yapragindan da gelisen dokularin
iyilesmesinde de etkili olabilecesi gosterilmistir.®

Sinir hasar1 sonrast makrofaj, schwann hiicreleri ve fibroblastlardan sentezlenen NGF
ortama salinmaktadir. Yapilan deneylerde, NGF kullanimi ile dogal ya da deneysel olarak
indtiklenmis hiicre 6lumunin sempatik ve duyusal néronlarda geri dondiigi ve ek olarak anti-
NGF antikorlarinin, in vivo olarak sempatik sinir gelisimini bloke ettigi gosterilmistir.
Y apilan hicre kdltiri calismalarinda, NGF ile aksonal tomurcuklarin blyime yontinin de
etkilendigi saptanmistir. Sempatik ve duyusal néronlar, normal gelisimleri icin de NGF e
ihtiyac duyarlar, ancak parasempatik ve motor noronlara etkisi yoktur.® Zhuk ve arkadaslari
NGF uygulamas: ile aksotomilerden sonra gorilen santral kromatoliz ve hasarli néron
olumunde azalma, protein sentezi, fosforilasyonu ve kollateral lif tomurcuklanmasinda artis
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saptamuslardir.®® Kesilmis siyatik sinir distal segmentinde, NGF de keskin bir artis olusarak
sinir rejenerasyonunu  hizlandirmaktadir. Lee ve arkadaslarinin sican siyatik sinirinde
yaptiklar: ¢aligmada, kontrolli NGF salinimimin aksonal rejenerasyonu doz bagimli olarak
arttirdigi gordlmustir. Duyusal arka kok ganglionlarimin yasayabilirligi Uzerindeki etkisi
kanitlanmis olan NGF, fibronektin ile beraber kullamildiginda motor néronlar Uzerinde de
etkili olabildigi gosterilmistir.*>*

Sinir blytme faktort; 26.500 Da agirhiginda olup 118 aminoasitlik iki zincirden
olusur. Izoelektrik noktas: 9,5 ile 9,8 arasinda degistigi icin bazik bir protein olarak davranir.
Plazmada en ¢ok a2 makroglobulin ve albumine baglamr. Bu proteinlerin ve spesifik
reseptorlerinin yam sira mikrotibtl proteini olan tublline ve ekstraselliler matriksin
proteoglikanlarina da baglamr. NGF nin plazmada bagli bulunma oram %50’ den fazladir.
NGF nin a2 makroglobulin ve albumine ¢ok miktarda baglanmasi, kan-beyin bariyerini
gecisini azaltmaktadir.**

Sinir blyime faktér; ortama verilmesi zor olan, kolay yikilan bir biyume faktori
olmasi nedeniyle uygulamasi ve optimal dozu yakalamas: zordur. Bu nedenle bir tasiyiciya
ihtiyac duyar.*?

Heparin ile konjuge edilen fibrin jel igine verilen NGF ile; NGF salinimi saglanirken
aym zamanda heparini kofaktor olarak kullanan epidermal biyume faktért (EGF), vaskiler
endotelyal buyume faktorti (VEGF) ve fibroblast buytme faktort (FGF) icin de katalizor
saglanmus, hiicre bilyiime ve farklilasmas: desteklenmis olur.*®

Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor (BDNF)

Ilk kez 1982 yilinda bulunmasina karsin molekiiler tekniklerle karakterize edilmesi
uzun yillar almistir. Sinir blytme faktori (NGF) ile benzer bir molekiler yapiya sahip, 120
aminoasitten olusan bir polipeptittir. Daha ¢cok TrkB olmak Uzere, hem TrkB hem de TrkC
reseptorlerine baglanabilir. Sinir hasar1 sonrasi, schwann hticrelerinde ve hedef organ olan
kasta miktar: artar, retrograd olarak sinir hiicre gévdesine tasinir.***® Y apilan calismalarda,
aksotomi sonrasi omurilik 6n boynuzda yerlesik motor sinir hiicre 6limtinu azalttigi, periferik
sinir rejenerasyonunu  ve remyelinizasyonunu  arttirdigr, ek olarak hicre kaltirt

calismalarinda da, motor noronlarin yasayabilirligini arttirdigi saptanmustir. 4’
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Zhang ve arkadasglarinin  siganlarda periferik sinir hasari olusturduklar: deneysel
calismalarinda, BDNF ile periferik sinir rejenerasyonu ve remyelinizasyonunda olusan
duzelmenin, anti-BDNF antikorlar1 verildiginde bloke oldugu gorulmus ve sinir rejenerasyonu
icin endojen BDNF in gerekli oldugu ortaya konulmustur. 2

Boyd ve arkadaslarinin BDNF Uin periferik sinir rejenerasyonu tzerine etkisinin doza
bagiml1 bifazik oldugunu 6ne sirmislerdir. Dustk dozlarda (0,5-2 ug/gin) uygulandiginda
motor akson rejenerasyonunu hizlandirmasina karsin, yiksek dozlarda (12-20 pg/gin)
rejenerasyonu inhibe ettigi gorulmistir. Ancak bu doz bagimli mekanizma hentiz net olarak

cozilememistir.*
Norotrofin-3 (NT-3)

Beyin kaynakli norotrofik faktor (BDNF) ve NGF ile yapisal benzerlik gosteren 119
aminoasitli dimerik yapil1 bir polipeptit olup, hem santral sinir sisteminde, hem de periferik
sinir sisteminde bulunur. Tercihen TrkC reseptorlerine baglamr. Duyusal ve parasempatik
noronlarda yasayabilirligi ve diferansiyasyonu destekler. In vitro motor néron yasayabilirligi
Uzerine guclU etkileri vardir. Noromiskiler esik fonksiyonlarint diizenler. Motor néronlart
dogal hicre 6liminden korur. Ayrica periferik sinir rejenerasyonunda da etkileri vardir.
Spinal kord yaralanmalarinda, NT-3 enjeksiyonu ile kortikospinal yollarda rejeneratif

tomurcuklanmada artis oldugu gosterilmistir. 3%

NOrotrofin-4/5 (NT-4/5)

Sinir blydme faktort ile yapisal benzerlik gosteren, 130 aminoasitli dimerik bir
polipeptittir. Tercihen TrkB reseptorlerine baglamir. Hasarlanmis retinal ganglion hiicrelerinin
yasayabilirligini destekledigi, motor ndron yasayabilirligi icin gucli destekleyici etkilerinin
oldugu, motor ndronlarin iskelet kasi innervasyon kapasitelerini arttirdig saptanmugtar.*

Yin ve arkadaslarinin ydrdttigu fibrin yapistiricinin NT—4/5 icin tasiyici sistem olarak
kullamldigi sican siyatik sinir  kesi modelinde, aksotomi sonrast periferik  sinir
rejenerasyonunda NT—4/5'in etkili oldugu gosterilmistir.>
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Slier Norotrofik Faktor (CNTF)

Saglikli periferik sinirlerde  Schwann hicrelerinde ve santral sinir  sisteminde
astrositlerde bol miktarda bulunan ve yapisal olarak NGF den farkli yapida bir noroaktif
sitokindir. Siliyer norotrofik faktor (CNTF) motor ve duyusal néronlarda artrms metabolik
aktivite ile beraber, her iki tip sinirde de aksonal tomurcuklanmay: arttirir. Aksotomilerden
sonra, distal gudikte CNTF mRNA seviyeleri hizla diser ve akson tekrar rejenere olana kadar
bir artis gorilmez. Sinir rejenerasyonuna CNTF de artis eslik eder ve CNTF seviyelerinin
devamliligi i¢in, aksonlarin glial hiicrelerle temas etmesinin kritik énemi oldugunaisaret eder.
Siliyer norotrofik faktor ile in vitro olarak, aksotomilerden sonra motor ndronlarin
yasayabilirligin de artis saptanmus olmasina karsin, trofik destegi hentz agikliga
kavusmamustir. Hasara yamit olarak glial hicrelerden salindigi dustnilmektedir. Siliyer
norotrofik faktor aym zamanda, noron kaynakli bir myojenik faktor olarak da
disuntlmektedir. Tedavi amaciyla uygulandiginda, kaslarda denervasyona bagli gelisen
atrofiyi azaltmakta ve kas giiciiniin yeniden kazanimasina yardime: olmaktadir.®3** Siliyer
norotrofik faktorin , bazik FGF, BDNF ve NGF ile sinerjistik etki gosterdigini ortaya koyan
calismalar mevcuttur.

McCallister ve arkadagslarimin, sigan periferik sinirinde yaptiklar1 ¢alismada aksotomi
sonrast CNTF ve NGF beraber uygulandiginda, aksonal rejenerasyonda artis oldugu

gorulmistir.>

Lokemi /nhibitor Faktor (LIF)

Yamamori ve arkadaslari tarafindan 1989 yilinda bulunan, periferik sinirlerin
yasayabilirligini destekleyen bir diger blytme faktoridir. In vitro calismalarda, sempatik
noronlardaki aktivitesinin CNTF ile olduk¢a benzer oldugu ve CNTF ile benzer sinyal
yollarint kullandig1 saptanmistir. Diger norotrofik faktorler gibi retrograd tasinarak, arka kok
ganglionlarindaki ndronlar1 etkiler. Sinir hasar1 sonrasinda retrograd bu tasinmaislemi, CNTF
ile beraber artar. Schwann hicreleri tarafindan Uretildigi dustunilmektedir. Aksotomize
sinirlere LIF uygulandiginda, sinir rejenerasyonunun ve miyelinizasyonunun artmasinin yani
sira, kas kitlesinde ve kasilma giiciinde de artis oldugu saptanmustir.®®
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Kurek ve arkadaslar: tarafindan LIF Gretimi baskilanmis farelerle yapilan deneyde, kas
rejenerasyonunun belirgin sekilde azaldigi, ancak bu durumun LIF inflzyonu ile dizeldigi
g6zlenmistir. **Sicanlarda, omurilik hasar1 sonrasinda kullamm ile akson rejenerasyonunda

artis ve l6komotor fonksiyonlarda diizelme oldugu saptanmustir.>®
Glia Kaynakl: Norotrofik Faktor (GDNF)

Ilk kez 1993 yilinda bulundugunda dopaminerjik noronlarda etkili oldugu
disUntlmis, ancak sonradan yapilan calismalarda pek ¢ok ndron populasyonunda potent bir
norotrofik faktor oldugu saptanmistir. Embriyonik sican omurilik motor néronlarindan elde
edilebilir. Bunlarin kolinerjik maturasyonunu desteklerken, hem duyusal hem de motor
ndronlarin, dogal ya da travmaya bagli hiicre 6limtini azaltir. Schwann hticreleri tarafindan
sentezlenir ve bu hicreler tzerine guclu trofik etkisi ile periferik sinir iyilesmesinde de rol
alir. Deneysel olarak, sican siyatik sinir hasarinda kullanilmis ve rejenerasyonun arttigi
saptanmistir. **Periferik sinir hasar1 sonrasi iskelet kasinda da diizeyleri artar ve retrograd
olarak motor ndronlara tasinir; hem in vivo hem de in vitro olarak motor ndronlarin

yasayabilirligi tizerindeki etkisi gosterilmistir.*®
4.3 Elektrik Stimulasyonu

Elektrik stimilasyonu tarih boyunca tip doktorlar1 ve alternatif tip savunuculari
tarafindan kullanilmustr.

Eski Yunan ve Roma da kan akimini hizlandirmak amagli yilan baliklar: ile ayak
banyolar: yapilmistir.>*17. y.y da su cigeginin yol actig1 skarlarin tedavisi amacl: altin folyolar
kullamlmistir.>® Takip eden yillarda altin folyolar1 yaralara sararak yara iyilesmesini
saglamislardir.>*°"18. y.y da John Wesley elektrik stimiilasyonu ile bas agrisi, anjina ve ayak
agrilarinin tedavi edilebilecesi ile giindeme gelmistir.>® ilk olarak 1950 yilinda Lente elektrik
stimiilasyonu ile kemik iyilesmesini géstermistir.>® Bundan sonra ki siirecte de fraktiirler
sonrast  gelisen malunion-nonunion tablolarinin  tedavisinde elektromanyetik araclar

kullani migtir %0162
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4.3.1 Elektrik Stimulasyonu Tipleri

Elektrik stimilasyonu kirik onariminda, agri1 tedavisinde , yara iyilesmesinde ve
son dénemde doku rejenerasyonunda kullanilmaktadir.

Direk akim (DC)

Alternatif akim (AC)

Y Uksek volta darbeli akim (HVPC)

Dusik siddetli direk akim (LIDC)

Darbeli elektromanyetik akim (PEMF)
Transkutandz elektrik stimiilasyonu (TENS)®%
Kablosuz mikroakim stimtilasyonu (WMCS)

Kutantz Biyoel ektrik

Amfibilerde, memelilerde ve insanlarda intakt ve yarali ciltte olgulebilir bir elektrik
akim mevcuttur. Epidermisden elektronegatif akim olctilirken dermisten elektropozitif akim
olculmektedir.®>®’ Amfibilerde bu olciilebilir akimin ; transepitelyal potansiyelin (TEPS)
epidermis apikal membraninda yerlesen sodyum (Na) kanallari nedenli  oldugu
disUntlmistdr. Bu akim Foulds ve Baker tarafindan 10 mV-60 mV olarak olcuimistir.
Epidermisin stratum corneum tabakasindan olgulen simir degerin ise 23,4 mV negatif
potansiyele ulastigi bulunmustur.®

Insan hiicrelerinde olan aym elektrokimyasal fizyoloji mevcut olan transepitelyal
potensiyel epidermisden dermise olan Na goci ile saglanmaktadir.Epidermis elektronegatif,
dermis elektropozitif olmak izere bir elektrik alan: olusturmaktadir.®® (Sekil 7)

1830 yilinda yara dokusunda normal biyoelektrik alanda iyonik akimlar olustugu
gorilmistir.* Dubois ve Reymond tarafindan cocuklarda ampute parmakta 35 pA / cm 2
akim olustugu, Gine domuzlarinda gelisen yaralanmada ise 10-30 pA /cm? siddetinde elektrik

akimi olustugu gorilmistar.®
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Sekil 7- A) Normal deri elektriksel alam
B) Yaralanma sonrasi elektriksel alan

4.3.2 Elektrik Stimulasyonu Etkileri
Elektrik ve Hicre Proliferasyonu

Elektrik stimulasyonunun medikal literatirde belirtilmis olan bircok etkisinden biri de
hiicre proliferasyonunu arttrmasidir. Normalde organizmada olan elektriksel alan yaralanma
ile bozulur ve yeni bir elektrik alam meydana gelir. Bu alan epitelyal hiicre géglinde
kemoatraktan maddeler ve sinyal yolaklar1 yardimiyla klavuzluk gorevi tistlenir.® Yapilan
calisgmalarda direk akim altinda hiicre hareket ve yonelim kapasitesinde artma ve hlcre
oriyentasyonunda hizlanma gozlenmistir. Bu etki normalde olan elektriksel alan taklit
edilerek saglanmistir. Ayrica elektrik stimilasyonu yaralanmis dokuya olan nétrofil, makrofaj

ve uyarilms fibroblast gbgini arttirir.
Darbeli elektromanyetik akim (PEMF) ise endotelyal hiicre ve fibroblastlarin

“doubling-time” kisaltir ve” p42/44 mitogen-activated protein (MAP) kinaz” aktivasyonu ile

hiicre proliferasyonunu arttirir.%®
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Elektrik ve Enfeksiyon

Gecikmis yara iyilesmesinde en dnemli noktalardan biri bakteriyel enfeksiyondur.
Elektrik stimilasyonu bakteriyel cogalmay: ve klinik enfeksiyon riskini azaltir. Yapilan
calismalarda elektrik akiminin her tiiriiniin bakteriyel cogalmay: inhibe ettigi gozlenmistir.*®

Elektrik ve Perflizyon

Elektrik stimilasyonunun perfizyonu arttirmasi; vaskuler endotelyal blyime faktori
(VEGF) artis1 ile iliskilendirilmistir. VEGF; ekspresyonu hipoksi ve sitokinler ile regile
edilen primer anjiojenik faktordir. Kanno ve arkadaslarimin yaptigir calismalarda; elektrik
stimilasyonun iki saat uygulanmasi ardindan VEGF m RNA ekspresyonunun arttigi ve
uygulamadan 46 saat sonra bazal seviyesine dondigl gozlenmistir. Sonug olarak elektrik
stimtlasyonu ile mevcut VEGF salimm artar ve devam eden uygulamalar sonucunda VEGF
ekspresyonu da artar. TUm bunlar sonucunda da elektrik stimilasyonu ile  doku

perflizyonunun arttig1 sonucuna ulasil mustur.®’
Elektrik ve Rejenerasyon

Elektrik stimilasyonu; akut ve kronik akson yaralanmalari sonrasi motor ve duyu
sinirlerin  rejenerasyonunda  etkilidir.Elektrik stimilasyonu hticre i¢ci cAMP dizeyini
arttirarak akson uzamasini saglar. Norotrofik faktorler ve norotrofik faktorlerin reseptdrlerinin
regiilasyonundan sorumlu genlerin upregillasyonu ile sinir rejenerasyonunu gerceklestirir.

Elektrik stimilasyonu ayni zamanda Androjen reseptorlerinde yaptigi aktivasyon
ile basta BDNF, NT-4/5 olmak (izere norotrofik faktor salinimini da arttirir. ™

Elektrik stimilasyonu schwann hiicrelerinin  rejenerasyonunda ve remyelinizasyonun
gerceklesmesinde etkilidir. "™ Bir néropeptid ve vazodilatatér olan Kasitonin gen iliskili
peptid (Calsitonin gen related peptid-CGRP) arttirarak BDNF artis1 saglar ve bu sekilde sinir
rejenerasyonu saglar. " Beyin kaynakli norotrofik faktér (BDNF), NGF, Trk B, Trk
C artis1 ile sinir rejenerasyonuna katkida bulunur.®Elektrik stimiilasyonu makrofajlar: aktive
ederek degradasyonu saglar ve wallerian dejenerasyonu indikleyerek rejenerasyonu
hizlandurir.”™
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4.3.3 Kablosuz Mikroakim Stimulasyonu Teknigi

Elektrik stimilasyonu; elektrik akimi ile yaraya enerji transferi prensibine dayanir.
Elektrik stimilasyonu uygulamasi icin yaraya ve gevre saglam deriye temas eden iki elektrot
ile devrenin tamamlanmasi basta olmak Uzere bircok farkli teknik tammlanmustir. Fakat
bugline dek enerji transferi icin optimal teknik belirtilmemistir.

Kablosuz mikroakim stimilasyonu elektrik akimimin yara ylzeyine enfeksiyon riski
tasiyan ve hastada agriya, rahatsizliga sebep olan elektrotlar olmadan transferini saglayan
noninvaziv bir teknolojidir. Kablosuz mikroakim stimilatori atmosferik gazlar1 iyona
donistiirerek yara yiizeyine transfer eder.””"®

Kablosuz mikroakim stimtlasyonu akselator yardimi ile havadaki gazlari yukli iyon
formlarina donUstirerek atomlarin elektron alisverisi sirasinda agiga cikan enerji esasina
dayanmaktadir. Stimilasyon sirasinda yaraya veya ¢evre dokuya temas olmadan havada olan
Oksijen ve Nitrojenin elektron alip verme kapasitesi kullanilarak elektrik enerjisi transferi
saglanmaktadir. "8

Atmosferik hava; %80 elektropozitif Nitrojen, % 20 elektronegatif Oksijen
icermektedir. Atmosferde bulunan zit kutuplar iyonizasyon enerjisi yaratmaktadhr.iyonizasyon
enerjisinin kullamldigi bu methodta; kullamilan akselator yardimi ile havada mevcut olan
nitrojen ve oksijen ekipmanin yarattigi voltaja gore farkli kutuplara hareketlendirilip akim
yaratilir. Yara ylzeyinin pozitif yuke sahip olmasi nedenli ekipman negatif voltaja ayarlanir.
Ortamda pozitif yiuke sahip olan nitrojen ekipmana, negatif olan oksijen de yara alanina
hareket edecek ve bu sekilde elektrik akim alan: olusturulmus olacaktir .O," elektriksel alanda
formunu kisa siireli koruyabilen ve cilt veya yara ylzeyine ulastiginda nétralize olan oldukca
anstabil bir molekildir. Y araya veya cilde temasinda O, ‘nin yukli olmayan O, donlUsumiti
gerceklesir ve ortama yiiklu elektronlarin salimmu ile -1.6021765 x 10*° C enerji salinir. Bu
sekilde yuklt partikiller ile 1-3 pA elektrik akimi saglanir. Saniyede 2 pA ile 60 dakika siiren
stimiilasyon sonucu -7200 UC. enerji transferi saglanmis olmaktadir.®®
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5. GEREC ve YONTEM

Dokuz Eylul Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvan arastirmalar etik
Kurulu na verilen tez projesinin onayimin ardindan c¢alisma Deney Hayvanlart Arastirma
Laboratuvar’ inda yrutaldd.

Deney Hayvan:

Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan onerilen laboratuar hayvanm kullamm -
kilavuzunda belirtilen sartlarda bakimi yapilan ve Kobay Deney Hayvanlar: Laboratuarindan
temin edilen 24 adet, 280-300 gr agirliginda, erkek, Sprague Dawley susu rat kullamldi.

Deney Hayvanlar:n:n Bakim

Calismada kullanilan deney hayvanlarinin bakimi Dokuz Eylil Universitesi
Deney Hayvan Arastirmalar1 Laboratuvarr’ nda yapildi. Denekler standart sican yemi ve suyu
ile beslenip, kafeslerde tekli olarak izlendi. Cerrahi sonrasi gunlik pansumanlar ile izlenen
deneklere otomutilasyonu engellemek igin yakalik tarzinda ateller uygulandi.(Resim 1)

Resim 1. Otomutilasyon dnlemleri
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Anestezi
Deneklerin anestezisi Ketamin (Alfamine) 65 mg/kg ve Ksilazin klortr

(Alfazyne) 6,5 mg/kg intraperitoneal uygulama ile saglandi.

Deney Gruplar: ve Ozdllikleri
Denekler rastgele her grupta 6 rat olacak sekilde 4 gruba ayrildi. (Tablo 4)
Tablo 4: Deney Gruplar: ve Y apilan Islemler

Gruplar Islem

Grup-1 Kontrol , makrogevre + %0.9 NaCl ile izlem
Grup-2 Makrogevre + Elektrik Stimilasyonu

Grup-3 Makrocevre + HCFG-NGF

Grup-4 Makrocevre + Elektrik Stimulasyonu + HCFG-NGF

Her dort grubun kuyrugu yaklasik 10 cm distalden ampute edildi. Ampute edilen
kuyruklar eppendorf tlplerinden olusturulan makrogevre igine yerlestirildi. Kuyruk guduik
hattt makrocevreye Kirschner teli ile tespit edilip yapilan uygun pansuman ardindan
otomutilasyonu 6nlemek amacl: ratlarin sirt bolgesine 2.0 ipek siitur ile tespit edildi.

NGF  5F Armptanynn

|::> HCF G-NGF

Sekil 8: Makrogevre
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5.1 Cerrahi Yontem

Ketamin (Alfamine) 65 mg/kg ve Ksilazin klorir (Alfazyne) 6,5 mg/kg intraperitoneal
verilerek genel anestezi saglanan

denekler prone pozisyonda operasyon masasina
yatirilch.Steril drttlerin értdlmesini takiben kuyruklar povidon iodin solisyonla temizlendi.

Kuyruk yaklasik 10 cm distalden 15 no’ lu bistiri yardim ile kaudal vertebra agikta
birakilacak sekilde ampute edildi.(Resim 2)Amputasyon sonrasi gudik hatti makrogevre icine

yerlestirilip Kirschner teli ile tespit edildi. Steril drape ile pansuman yapilarak deneklerin sirt
derisine 2.0 ipek ile tespit edildi.(Resm 3)

¥
2
E
i
"
i

Resim 2: Kuyruk ampiitasyon seviyesi



Resim 3: Hayvanlarin postoperatif izlem sireci

Grup-1

Kontrol grubu denekleri genel anestezi altinda kuyruk yaklasik 10 cm distalden
yapilan amputasyon sonrasi standardize edilen makrogevreye yerlestirildi. Makrogevre icinde
sadece %0.9 NaCl ile izlendi.

Grup-2

Denekler genel anestezi altinda kuyruk yaklasik 10 cm distalden yapilan amputasyon
sonrast  makrogevreye yerlestirildi. Makrogevre olarak belirlenen eppendorf tuplerine
elektrik stimilasyonu icin gerekli olan hava ile temasa olanak saglayan pencereler acildi.
Deneklere 0,3,6,12,18,24,30 ve 35. gunlerde 1 pA siddetinde, 630 nm dalga boyunda
kablosuz mikroakim stimilasyonu 15 dakika siire ile uygulandi. Elektrik stimilasyonunu
takiben makrogevre Uizerinde olan pencereler steril drape ile kapatild.

Grup-3

Denekler genel anestezi altinda kuyruk yaklasik 10 cm distalden yapilan amputasyon
sonrast icine Heparin ile konjuge fibrin jel (HCFG) ve sinir Blylume Faktori (NGF) eklenen
makrocevrede izlendi. Makrocevre bir haftalik periodlar ile degistirilerek HCFG-NGF nin
ortamda optimal doz araliginda tutulmas: saglandi.
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Grup-4

Denekler genel anestezi altinda kuyruk yaklasik 10 cm distalden yapilan amputasyon
sonrasi icine Heparin ile konjuge fibrin jel (HCFG) ve sinir Biyime Faktort (NGF) eklenen
makrogevrede izlendi . Makrogevre olarak Dbelirlenen eppendorf tiuplerine elektrik
stimtlasyonu icin gerekli olan hava ile temasa olanak saglayan jel tabakanin Ust seviyesinden
pencereler acildi. Deneklere 0,3,6,12,18,24,30 ve 35. gunlerde 1 pA. siddetinde, 630 nm.
dalga boyunda kablosuz mikroakim stimilasyonu 15 dakika sire ile uygulandi. Elektrik
stimtlasyonunu takiben makrocevre Uzerinde olan pencereler steril drape ile kapatild.
Makrogevre bir haftalik periodlar ile degistirilerek HCFG-NGF nin ortamda optimal doz
araliginda tutulmas: saglandi.

TUm denekler 42 giin siire ile normal yasam sartlarinda standart besin ile izlendi. TUm
deneklerin 0. ve 42. Ginde kuyruk oOn-arka grafileri cekilerek radyolojik olarak
degerlendirildi. Denekler 42. Giin sonunda yiksek doz eter anestezisi altinda sakrifiye edildi.

5.2 Elektrik Stimalasyonunun Uygulanmas

Kablosuz mikro akim stimtlatori olarak oksijen iyonlar: Uretip yara ylizeyine transfer
eden WMCS W200 cihaz1 (Wetling health, Fredensborg, Denmark) kullanildi. (Sekil-9)
Kablosuz mikroakim stimulasyon cihazi; 15 W gug tuketimi, 0.25 A besleme akimu,
50-60 Hz besleme gerilimi Ozelliklerinde olup tedavi basligi, hareket kolu, gic
kaynagi ve bileklikten olusmaktadir. Tedavi basligi Uzerinde olan kontrol paneli ile
siire, transfer edilecek akim miktari, “light emitting diode” (LED) 151k dalga boyu ve
yogunlugu ayarlanabilmektedir. Elektrik stimilasyonu igin LED 151k kapali modu da
tercih edilebilmektedir. Bileklik ise yaradan uzakta bir bblgeye baglanarak yara
ylzeyine ulasan O, elektronlarinin gi¢ kaynagina geri donistnt saglamaktadhr.

36



B .

Gaz
ivanlar

Sekil 9 A) Wetling kablosuz mikroakim stimilasyonu
B) Elektrik stimtlasyon sematik diyagram

Sicanlar elektrikten izole bir masaya fleksibil notral elektrot sicamn govdesine
sarilarak yerlestirildi. Akselatérin  kontrol kutusu Uzerinde elektrik stimilasyonunu
uygulamak istedigimiz sire (1-99 dakika), akim (0.5-4 pA.; 0.5 pA. artan araliklar ) ve dalga
boyu (465-630 nm) 15 dakika siire ile 1 pA akim ve 630 nm dalga boyu olarak belirlendi.
Akselator kuyruk amputasyon hattindan 10-15 cm vertikal mesafede olacak sekilde
yerlestirilerek stimtlasyona uygulandi.(Resim 4) Elektrik stimtlasyonu uyguladigimiz gruplar
olan Grup-2 ve Grup-4 de 15 dakika sire ile 1 pA akim sekiz seans halinde uygulandi.
Seanslar ¢alismanin 0,3,6,12,18,24,30 ve 35. ginlerinde uygulandh.
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Resim 4: Elektrik stimilasyonunun uygulanisi

5.3 HCFG-NGF Haar lams1

5.3.1 NGF Haarlanisi

Bu calismada Sigma firmasina ait N-0513 katolog numarali NGF kullanild.
Kullanilan NGF; erkek fare submaksiller bezinden izole edildikten sonra norotropik etkiye
sahip oldugu belirlenmis olan p-alt dnitesi saflastirilmistir. Doku kdltr  ortaminda
biyoaktivites test edilen NGF-7S 2-200 ng/ml konsantrasyonlar arasinda etkin bulunmustur.
Liyofilize toz halinde bulunan preperatin tamponlu salin ya da doku kdltir mediumu ile
sulandirilmas énerilmistir.

Calismada steril sartlarda hazirlanan 2.5 mM sodyum fosfat ph:7.0 tamponu solvent
olarak kullanildi. 89 mg Di-Sodyum hidrojen fosfatdodekalhidrat (na ,Hro , 120 ,0 ) MW:
358.14 gr 100 ml steril bidistile suda c¢ozulerek 2.5 mM solisyon hazirlandi. 39 mg
Natriumdihidrojenfosfat-2hidrat (nai ,po , 20 ,0 ) MW:156 gr 100 ml steril bidistile suda
¢cOzulerek 2.5 mM lik sollsyon hazirlandi. Her iki ¢ozeltiden uygun miktarlarda karistirilarak
ph:7.0 olan sodyum fosfat tamponu elde edildi.

Liyofilize NGF-7S 50 ml sodyum fosfat tamponu icinde ¢ozilerek 2 ugr /ml NGF-7S

soliisyonu hazirlanip ¢alismanin sonuna kadar O derecede saklandi.
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5.3.2 HCFG Haarlams

Invitro ortama kontrollii NGF salimmimi saglamak amagh fibrin jel Tisseel Lyo
(Baxter — Eczacibasi) kullanilarak dretildi. Tissel Lyo 2 ml Trombin ve 2 ml Fibrinojen iceren
iki bilesenli bir doku yapistiricisidir. Tisseel Lyo; apirojen liyofilize fibrinojen konsantresi,
3000 KIU/ml (Kallikrein inhibitor Unite) steril, apirojen sigir kaynakli aprotinin soliisyonu,

steril apirojen liyofilize trombin, 40 mmol/ml sterik CaCl, den olusan doért flakon iceren set
halinde sunulmaktadir.

Resim 5: Liyofilize fibrinojen konsantresinin hazirlanis

Liyofilize Fibrinojen Konsantresinin Hazrrlan:s:

Fibrinojen konsantresinin hazirlanmasi flakonlari hem 1sitarak hem de karistirarak
hazirlama islemini kolaylastiran Fibrinotherm cihazi ile yapildi.Fibrinotherm cihazi 37 C
sabit 151 saglarken fibrinojen konsantrsi flakonu icinde bulunan manyetik Kkaristirici da
1sinirken flakonun homojen olarak karismasini saglamaktadir. Fibrinojen konsantresi ve 3000
KIU/ml steril, apirojen sigir kaynakli aprotinin solsyonu karistiriimas: ardindan cihaza
yerlestirilip yaklagik 15 dakika isitildi.Fibrinojen konsantresinin bu sekilde plazmin gibi
proteazlarin inhibitort olan Aprotinin ile ¢gdztlmesi ardindan 75-115 mg/ml fibrinojen iceren
2 ml solisyon olusturuldu.(Resim 5)
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Trombin Soltisyonun Hazrlan:s:

Steril, apirojen , insan plazma havuzundan elde edilmis olan Trombin, fibrinojen
konsantresi hazirlamada kullanilan enjektérlerin kullamlmamasina 6zen gosterilerek 40
mmol/ml CaCl2 solisyonu ile sulandirilir.Fibrinotherm cihaz: ile 37 C de isitilan flakon
sonunda 400-600 1U/ml trombin ve 36-44 mmol/ml CaCl2 iceren soliisyon olusturuldu.
(Ressim5)

Fibrin jel olusumu Duploject Sistemi ile 2 ml Fibrinojen ve 2 ml Trombin igeren
soliisyonlarin esit sekilde karistiriimasi ile olusturuldu.Fibrin jele ilave edilen 1 ml Heparin ile
HCFG elde edildi.(Resim 6)

Resim 6: Duploject sistemi ile fibrin jel hazirlansi

HCFG-NGF Hazrlanus:

Heparin ile konjuge ettigimiz fibrin jel tasiyict makrocevre olarak tasarladiginmiz
eppendorf tuplerine esit olacak sekilde 0,5 ml ilave edildi.Jel tasiyici icine her tipe esit
olacak sekilde 50 mikrolitre sodyum-fosfat tamponu ile ¢cozilmis NGF ilave edildi. Homojen
bir yap1 saglanarak NGF ve NGF ve elektrik stimilasyonu gruplarinda kullamimak Gzere 0
derecede saklandi.(Resm 7)
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Resm 7: Makrogevrelere yerlestirilen HCFG

5.4 Degerlendirme

Calisma sonuglar1  cerrahiden alti hafta sonra hayvanlarin sakrifiye edilmesi
ardindan histopatolojik, radyolojik ve istatiksel olarak degerlendirilmistir.

5.4.1 Histopatolojik Degerlendirme

Denekler radyolojik incelemelerin sonrasinda atinci haftada yiksek doz eter
anestezisi ile sakrifiye edildi. Ampute edilip rejenerasyon gozlenen kuyruk distal uclar kaudal
vertebra dahil edilerek drneklendi. Alinan ornekler dekalsifiye edilinceye kadar formalinde
(%10’ luk) saklanmustir. Dekalsifikasyon islemi %10’ luk EDTA (ph: 7.4) gerceklestirilmistir.
Dekalsifiye olan kesitler, 24 saat sureyle akan suyun altinda bekletilerek EDTA’dan
arindirilmis ve gerekli doku takibi islemleri sonucunda, seri olarak transvers yonde 5-6um
kalinliginda kesitler alinmistir. Bu kesitler Hematoksilin- eozinle (HE) ve masson-trikrom
boyalar1 ile boyanarak 1g1k mikroskobunda degerlendirmeye tabi tutulmustur.
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Hematoksilen-Eozin Boya Protokol U

Alinan kesitler deparafinizasyon islemi igin 1 gece 60°C'lik ettivde tutuldu. Ardindan
ilki 20 dakika (ettivde) diger ikisi 10'ar dakikalik tg farkl: ksilene tabi tutuldu.Dehidratasyon
islemi icin 5 degisim azalan alkol serilerinden gecirildi, kesitler distile su ile calkalandiktan
sonra 10 dakika hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire)
ile boyandi. Boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmast icin 10 dakika
akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough,
Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70,%80, %96 ve 2 seri
absoll alkolden gecirilen kesitler seffaflastirma amaciyla 20’ ser dakika U¢ degisim ksilende
tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi. (Tablo 5)

Tablo 5: Hematoksilen-Eozin boyama protokol U

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etlivde 30 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etiivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (oda 1sisinda) 10 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (oda 1sisinda) 10 dakika
Rehidratasyon %100’ luk alkol Calkalama
Rehidratasyon %100’ luk alkol Calkalama
Rehidratasyon %96’ ik alkol Calkalama
Rehidratasyon %80’ lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %70'lik alkol Calkalama
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama Hematoksilen 10 dakika
Yikama Akarsu 10 dakika
Boyama Eozin 2 dakika
Yikama %70-80-96-100-100' Ik alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 dakika
Kapama Entellan
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Masson Trikrom Boya Protokol U

Deparafinizasyon igin 1 gece 60°C’lik etiivde bekletilen kesitler tg farkl: ksilende
tutuldu. Daha sonra azalan alkol serilerinden geciridi. Distile suda ¢calkalandiktan sonra

masson trikrom boyama seti (2049 GBL, Istanbul, Turkiye) icerisinden dokular tizerine 4

damla weigert hematoksilen boyasi ile 4 damla ferrik klorir ¢ozeltisi damlatildi ve 10

dakika bekletildi. Distile su ile yikandiktan sonra kesitlere uygulanan 2 damla asit-alkol

¢Ozeltisi 4 dakika sonra uzaklastirildi. Ardindan 2 damla ponceau asit fuksin azofloksin

¢cOzeltisi dokunun Uzerini tamamen kaplayacak sekilde uygulandi 4 dakika bekletilen

kesitler distile su ile yikandi. Daha sonra 2 damla fosfomolibdik asit turuncu G boyasi ile

10 dakika muamele edildikten sonra uzaklastirildi ve 8 damla acik yesil boya ile 5 dakika

boyandi. Boyamanin ardindan distile su ile yikanan kesitler artan alkol serilerinden

gecirildi. Ksilen ile seffaflastirma yapildiktan sonra entellan ile kapatildi.(Tablo 6)

Tablo 6: Masson Trikrom boyama protokol

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etiivde) 30 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (odalsisinda) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (odalsisinda) 20 dakika
Rehidratasyon %100’ luk alkol Calkalama
Rehidratasyon %100’ luk alkol Calkalama
Rehidratasyon %96’ ik alkol Calkalama
Rehidratasyon %80’ lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %70'lik alkol Calkalama
Yikama Distile su Calkalama
Boyama No:1 + No:2 soliisyonu 10 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama No:3 4 dakika
Boyama No:4 4 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Boyama No:5 10 dakika
Boyama No:6 5 dakika
Yikama Distile su Calkalama
Dehidratasyon %70-80-96-100-100' Itk alkoller Calkalama
Seffaflastirma Ksilen 1 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 2 20 dakika
Seffaflastirma Ksilen 3 20 dakika
Kapama Entellan
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Histolojik Skorlama

Histolojik degerlendirme sonunda yeni olusan kollajen depozisyonu, yeni kemik
lakiina olusumu, kil folikdli olusumu ve vyag-ter bezi olusumu skorlanarak
kaydedildi.Skorlama yontemi olarak Heiple ve arkadaslarinin sundugu, Lane ve Sandhu’ nun
modifiye ettigi histopatolojik skorlama sistemi kullanldi.”(Tablo 7)

Tablo 7: Histolojik skorlama teknigi

Yeni Olusum Skor
Yok 0
Hafif degisiklik 1
Orta degisiklik 2
Yaygin degisiklik 3

5.4.2 Radyolojik Degerlendirme

Deneklere yapilan kuyruk distal-ug amputasyon bitiminde ve rejenerasyon igin
beklenen 6 haftalik sirenin bitiminde uzamay: gostermek amaciyla on-arka diizlemde direkt
grafi cekildi. Grafiler Selenia Hologic Kvp 20-40, Mas 4-450 aralik degerlere sahip
mamografi cihazinda ¢ekildi.Radyolojik inceleme sirasinda deneklere Ketamin —Xylazin ile
anestezi verildi.Her denek numaralandirildi. Denekler supin pozisyona yatirilarak kuyruk 6n-

arka uygun pozisyona getirlerek gorintilendi.

5.4.3 istatiksel Degerlendirme

Histomorfolojik degerlendirmede; olusan yeni epitelin kalinligi, yeni olusan kollajen
depozisyonu, yeni kemik lakiinalar1, kil foliktlt olusumu, yag-ter bezi olusumu incelenmistir.
Bu parametreler skorlanarak istatistiksel olarak anlamliligt SPSS 15.0 programinda
incelenmistir.DOrt calisma grubunmun kendi arasinda karsilastirilmas: amagl ikili gruplar
halinde Mann- Whitney U testi kullanilmistur.



6. BULGULAR

6.1 Histopatolojik Degerlendirme Bulgular:

6.1.1 Makroskobik Bulgularin Degerlendirme Bulgulari

Kontrol grubunda amputasyon hattinda kaudal vertebramin acgikta oldugu ve kemik
yapinin devital oldugu gézlendi. Tum deneklerde cevre yumusak dokuda fibrozis ve skar
formasyonu izlendi.

Elektrik stimilasyonu grubunda amputasyon hattinda totale yakin onarim dokusu
gorildu. Ancak doku diger gruplara gore daha immatir ve hipermik izlendi. Skar dokusu ve
baz1 odaklarda kil foliktlt formasyonu gozlendi.

Sinir biyume faktorii ve NGF ile Elektrik stimilasyonu gruplarinda kemik dokuyu total
kaplayan onarim dokusu izlendi.Diger gruplar ile karsilastirildiginda onarim dokusu ile

amputasyon hatt1 sinirlarimin kayboldugu ve kil formasyonunun olustugu gorildi. (Resim 8-9)

Grup-3
Resim 8: Makroskobik degerlendirme



Resm 9: Grup-4 makroskobik degerlendirme; Gaismamn 30. Ginine ait makroskopik

bulgular.

6.1.2 Isik Mikroskobik Bulgularin Degerlendirme Bulgulari

Histokimyasal olarak hematoksilen-eozin ve masson trikrom U¢lt boyalar1 ile boyanan
dekalsifiye edilmis sican kuyruk Kkesitleri 151tk mikroskobunda degerlendirilmistir.
Hematoksilen—Eozin dokunun genel morfolojisini incelememizi saglarken, Masson- Trikrom
histokimyasal boyasi osteoid doku ve kemik matriksini daha ayrintili incelememizi saglar.
Bag dokusu fibrillerinin differensiyal boyama islemleri, histolojik tekniklerin énemli bir
kismini olusturur. Dekalsifiye edilmis kemigin parafin kesitlerinde genellikle osteoid doku
parlak kirmizi ve kemik matriksi mavi boyanmaktadr.

Calismada, Hematoksilen-Eozin ve Masson Trikrom ile boyanmis dekalsifiye edilmis
sican kuyruk kesitleri degerlendirildiginde; kontrol grubunda epitel kalinligimin, yeni olusan
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kollajen, kil foliklll, yag ve ter bezi olusum miktarinin en az oldugu grup olarak gdzlendi.
Kontrol grubunda yeni kemik olusumu gozlenmedi.(Resim 10-11-12)

Elektrik stimilasyonu grubunda amputasyon hattinda totale yakin iyilesme goruldi.
Epitel kalinligi artmus olarak izlendi. Fibroblast proliferasyonunun ve vaskilarizasyonun
yiksek oldugu gordldi. Yeni kil folikili ve yag-ter bezi olusumu gozlendi. Elektrik
stimilasyonu grubunda yeni kemik olusumu gozlenmedi. (Resim 10-11-13)

Sinir buyume faktorli grubunda amptitasyon hattinda kemik yapiy: Orten, homojen,
total onarim dokusu izlendi. Epitel kalinliginin artmis oldugu izlendi. Distal kaudal vertebrada
dekalsifikasyon goruldi. Onarim dokusu periferinde yeni olusan kil folikilt ve yag-ter bezi
olusumu gozlendi. (Ressm 10-11-14)

Sinir buytime faktort ve elektrik stimilasyonu grubunda amputasyon hattinda kemik
yapiy1 Orten, homojen, artmis kalinlikta total onarim dokusu izlendi. Vaskilarizasyonun ve
fibroblast proliferasyonunun arttigi goridldi. Yeni olusan kollgjenin diger gruplar ile
karsilastirldiginda artmis kalinlikta oldugu ve dizenli yerlesim gozterdigi izlendi. Yeni
olusan kemik lakiinalar: i¢inde osteoblast formasyonu ve periferinde kondroblast hiicre artisi
gbzlendi. Onarim dokusunda diffiiz yerlesimli ¢oklu kil foliktli igeren Uniteler ve yag-ter
bezleri izlendi.(Resim 10-11-15)
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Resim 10: Gruplarda H-E boyama ile 1s1k mikroskobik bulgular; oklar ile epitel

rejenerasyonu, yildiz ile kil follikdlleri ve bez yapilarina ait rejenere olan yapilar
gosterilmistir. Ayrica yeni olusan kemik doku ( * ) ile gosterilmistir.



Resm 11: Gruplarda Masson-Trikrom boyama ile 1s1k mikroskobik bulgular; oklar ile epitel

regjenerasyonu, yildiz ile kil follikllleri ve bez yapilarina ait rejenere olan yapilar gosterilmistir. Ayrica yeni

olusan kemik doku ( * ) ile gosterilmistir.
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Resim 12: Grup-1 Isik mikroskobik bulgular; A**Yeni olusan epitel yapi H-E boyamada
gosterilmistir  B*%Yeni olusan yag-ter bezi yapilari H-E boyamada gosterilmistir
C% Masson-Trikrom boyamada yeni olusan yag-ter bezi yapilar: gdsterilmistir.
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Resim 13: Grup-2 Isik mikroskobik bulgular; A**Yeni olusan epitel yapi H-E boyamada
gosterilmistir  B*%Yeni olusan yag-ter bezi yapilari H-E boyamada gosterilmistir
C**Masson-Trikrom boyamada yeni olusan yag-ter bezi yapilar gosterilmistir.
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Resim 14: Grup-3 Isik mikroskobik bulgular; A**Yeni olusan epitel yapi H-E boyamada
gosterilmistir  B*%Yeni olusan yag-ter bezi yapilari H-E boyamada gosterilmistir
C**Masson-Trikrom boyamada yeni olusan yag-ter bezi yapilar gosterilmistir.
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Resim 15: Grup-4 Isik mikroskobik bulgular; A**Yeni olsan epitel yapi H-E boyamada
gosterilmistir B Y eni olusan yag-ter bezi yapilari Masson- Trikrom boyamada gosterilmistir
C'*Masson-Trikrom boyamada yeni olusan kemik yap: gosterilmistir.
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Resm 16: Grup-4 Histolojik bulgularin radyoloji ile korelasyonu; A', B' ;islem oncesi
radyolojik gorintiilemelere aittir. A%2B? ; Islem sonrasi radyolojik goriintilemelere aittir.
A3 B% Radyolojik gorintilemede olan kemik olusumlari Masson-Trikrom boyamada

gosterilmistir.



Tablo 8: Yeni olusan epitel kalinliklarinin istatiksel analizi

Grup-1 69,2321 64,1300 19,65801
Grup-2 80,7929 77,5100 12,93634
Grup-3 67,0608 68,3000 6,26663
Grup-4 84,4031 84,3300 9,58559

Tablo 9: Yeni olusan kemik skorlama sonuglarinin istatiksel analizi

Grup-1 0,0000 0,0000 0,00000
Grup-2 0,0000 0,0000 0,00000
Grup-3 0,3333 0,0000 0,51640
Grup-4 1,3333 1,0000 0,51640

Tablo 10:Yeni olusan kil foliklli skorlama sonuclarinin istatiksel analizi

Grup-1 2,5000 2,5000 0,54772
Grup-2 2,6667 3,0000 0,51640
Grup-3 2,6667 3,0000 0,51640
Grup-4 3,0000 3,0000 0,00000

Tablo 11:Yeni olusan yag-ter bezleri skorlama sonuglarinin istatiksel analizi

Grup-1 2,6667 3,0000 0,51640
Grup-2 2,6667 3,0000 0,51640
Grup-3 2,8333 3,0000 0,40825
Grup-4 2,8333 3,0000 0,40825
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GRUP1-1

Tablo 12: Histolojik Skorlama Sonuclar1

GRUP1-2

GRUP 1-3

GRUP1-4

GRUP1-5

GRUP 1-6

GRUP2 -1

GRUP2 -2

GRUP2 -3

GRUP2 -4

GRUP2 -5

GRUP2 -6

GRUP 3-1

GRUP 3-2

GRUP 3-3

GRUP 3-4

GRUP 3-5

GRUP 3-6

GRUP 4-1

GRUP 4-2
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GRUP 4-5

GRUP 4-6
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Grup-t Grupe2 Ciruped Grupe4
Onalama epfiel Kainhgi
Sekil 10: Ortalama epitel kalinliginin gruplara gore dagilim

B Yen clusan koligen B Yen olusan kemik akinas
B Yerd clusan X ipiikoio B Yoo clugan val-ler ben
]
g
i
Gap-1
Grup-2
Grup-3
Grup-4

Sekil 11: Histopatolojik inceleme sonuclarinin gruplara gére dagilimu



Dort at grup stk mikroskobik degerlendirmede elde edilen epitel kalinliklar:
acisindan degerlendirildi. Mann Whitney U testi ile Grup 1 ve 2, Grup 1 ve 3, Grup 1 ve 4,
Grup 2 ve 3, Grup2 ve 4, Grup 3 ve 4 kendi arasinda karsilastirildi.Y apilan karsilastirma
sonunda; en anlaml fark elektrik stimilasyonu ve NGF uygulanan Grup-4 ile kontrol grubu
olan Grup-1 arasinda bulundu.(p<0,05 (p=0,000)) Kontrol grubu olan Grup-1 ile elektrik
stimulasyonu verilen Grup-2 karsilastirildiginda anlamli fark bulunurken (p=0,000), NGF
verilen Grup-3 ile karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmadi.(p=0,39) Elektrik
stimilasyonu verilen Grup-2 ile elektrik stimilasyonu ve NGF verilen Grup-4
karsilastirildiginda anlaml fark bulundu.(p=0,046) Elektrik stimtlasyonu verilen Grup-2 ile
elektrik stimilasyonu ve NGF verilen Grup-3 Karsilastirildiginda anlamli  fark
bulundu.(p=0,000) Elektrik stimtlasyonu ve NGF verilen Grup-4 ile NGF verilen Grup-3
karsilastirildiginda anlaml1 fark bulundu.(p=0,000)

Dort alt grup 151k mikroskobik degerlendirmede elde edilen yeni kollajen olusumu,
yeni kemik olusumu, kil folikll ve yag-ter bezi oliusumu skorlama sonuclar: degerlendirildi.
Mann Whitney U tegti ile Grup 1 ve 2, Grup 1 ve 3, Grup 1 ve 4, Grup 2 ve 3, Grup2 ve 4,
Grup 3 ve 4 kendi arasinda karsilastirildi.Yeni olusan kil foliklli ve yag-ter bezi olusumu
acisindan gruplar arasinda anlaml: fark goéridlmedi.Y eni olusan kollajen depozisyonu skorlama
sonuglar: gruplar arasinda karsilastirildiginda; en anlamli fark elektrik stimulasyonu ve NGF
uygulanan Grup-4 ile kontrol grubu olan Grup-1 arasinda bulundu.(p<0,05 (p=0,011)) Yeni
kollgen olusumu skorlama sonuclart kontrol grubu olan Grup-1 ile elektrik stimilasyonu
verilen Grup-2 (p=0,575) ve NGF verilen Grup-3 (p=0,575) karsilastirildiginda anlaml1 fark
gorilmedi. Elektrik stimilasyonu verilen Grup-2 ile NGF verilen Grup-3 karsilastirildiginda
yeni kollgjen olusumu agisindan anlamli fark goérilmedi.(p=1,00) Elektrik stimilasyonu ve
NGF uygulanan Grup-4 ile elektrik stimilasyonu verilen Grup-2 (p=0,019) ve NGF verilen
Grup-3 (p=0,019) karsilastirildiginda anlaml1 farklar goruldi. Yeni olusan kemik formasyonu
skorlama sonuclar1 gruplar arasinda karsilastirildiginda; en anlamli fark elektrik stimtlasyonu
ve NGF uygulanan Grup-4 ile kontrol grubu olan Grup-1 arasinda bulundu.(p<0,05
(p=0,002)) Yeni kemik olusumu skorlama sonuclar1 kontrol grubu olan Grup-1 ile elektrik
stimilasyonu verilen Grup-2 (p=1) ve NGF verilen Grup-3 (p=0,138) karsilastirildiginda
anlamli fark gorulmedi. Elektrik stimilasyonu verilen Grup-2 ile NGF verilen Grup-3
karsilastirildiginda yeni kemik olusumu agisindan anlamli fark gorulmedi.(p=0,138) Elektrik
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stimilasyonu ve NGF uygulanan Grup-4 ile elektrik stimulasyonu verilen Grup-2 (p=0,002)
ve NGF verilen Grup-3 (p=0,014) karsilastirildiginda anlaml1 farklar goruldi.

6.2 Radyolojik Degerlendirme Bulgular:

Denekler caligmanin 0.ve 42. gunlerde supin pozisyona yatirilarak kuyruk on-arka
uygun pozisyona getirlerek Selenia Hologic mamografi cihazi ile gorunttlendi. Radyolojik
degerlendirme sonuclar1 histopatolojik degerlendirme sonuglar1 ile korele edilerek
yorumlandh.

Kontrol grubunda kemiklerde yaygin osteoporoz ve korteks netliginde azalma
gbzlendi.(Resm 17)

Elektrik stimilasyonu uygulanan grupta 0. ve 42. giin goruntuleri karsilastirildiginda
yaygin osteoporoza ilave olarak trabekilasyonda artis gozlendi. Kemik distal ucgta kallus
formasyonu izlendi.(Resim 18)

Sinir biyume faktort uygulanan grupta 0. ve 42. gun goruntuleri karsilastirildiginda
yaygin osteoporozailave olarak kemik distal ucta kallus formasyonu izlendi.(Resim 19)

Sinir blytme faktori ve elektrik stimilasyonu uygulanan grupta 0. ve 42. gin
goruntdleri karsilastirildiginda kemik distal ugta kallus formasyonuna ilave olarak yeni kemik
gelisim odaklari, Ca c¢okme alanlart izlendi.Diger gruplar ile karsilastirildiginda kallus
formasyonunda vertikal ve horizontal yonde asimetrik dagilim izlendi.(Resm 20)
Histopatolojik degerlendirme sonuclar: ile korele edildiginde kemik rejenerasyonu lehine
bulgulara ulasildi.(Resim 16)
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Resm 17: Grup-1 Radyolojik degerlendirme bulgulari

lem Oncesi Grup-2

J

Resim 18: Grup-2 Radyolojik degerlendirme bulgular:
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Islem Oncesi Grup-4 Islem Sonrasi

Resim 20: Grup-4 Radyolojik degerlendirme bulgular:
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(. TARTISMA

Insanlarda morbidite ve mortaliteye sebep olan hastaliklarin blyik ¢cogunlugu, organ
veya dokularin kaybina veya islevselliklerinin vyitirilmesine baglidir. Travma, cerrahi,
malignensi, enfeksiyon veya enflamatuar sirecler gibi edinsel nedenler ile ya da konjenital
olarak gelisen doku kayiplarinin tedavisinde otolog doku transplantasyonu ginimizde
uygulanan tedavi secenegidir. Bazi durumlarda gerek dondr alan morbiditesi, gerekse islevsel
kayiplar nedeni ile bu tedavi yetersiz kalir. Rekonstruktif cerrahide doku kayiplarim benzer
dokular ile onarmak her ne kadar iyi bir tedavi secenegi gibi goriinse de bazi dokularin
fonksiyonu tam olarak geri donmez. Ozellikle birden fazla dokudan olusan kompozit
kayiplarin fonksiyonel rekonstriksiyonu plastik cerrahinin zorlu ve gelisime agik ugrasi
alanidir.

Doku regjenerasyonu kertenkele, deniz  yildizi, planarya gibi canlilarda
gerceklesebilirken (st diizey omurgalilarda rejenerasyon kapasitesi kisitlidir.> Rejenerasyon
kapasitesinin memelilerde arttirilabilmesinin; kemik, kikirdak, sinir, kas ve 6zellikle kompozit
dokularin kayiplarinda yenilikci ¢cozimler getirecegi dustnilmektedir. Bu nedenle kompozit
doku rejenerasyonuna yonelik kertenkele , planarya ve semenderlerde yapilan calismalar,
daha Ust duizey vertebrali olan farelerde denenmis olup memelilerde rejenerasyonu arttirma
hedefi ile devam etmektedir.

Y apilan ¢alismalar incelendiginde kertenkele ve semenderlerin rejenerasyonun temel
basamaklarini érneklemek icin kullanildigini gdrmekteyiz.> Sinir rejenerasyonu, kas, kemik
ve kikirdak dokunun rejenerasyonu Ust dizey vertebralilarda da calisiimasina ragmen
kompozit doku rejenerasyonu ile ilgili simrli calisma bulunmaktadir. Ust diizey
vertebralilarda kompozit doku rejenerasyonundaise ilk olarak fareler kullanilmistir. Farelerde
yaratilan ekstremite distal amputasyon modeli Uzerinde gerceklestirilen rejenerasyon
calismalart memelilerde kompozit doku rejenerasyonu 6zellikle ekstremite amputasyonlarinda
yol goOsterici olmustur. Sicanlarin filogenetik olarak daha gelismis olmasi, anesteziye
dayanikliliginin yiksek olmasi, doku miktarimin fazla olmast nedeni ile bu calismada deney
hayvam olarak sican tercih edildi. Calismalar farelerin 0n veya arka ayaklar1 Uzerinde
parmagin orta falanks orta seviyesinden amputasyon modelinde yuriitilmustir.®
Calismamizda ekstremite amputasyon modelinin plastik cerrahi uygulamalar: hedef alaminda
olmasi nedeni ile klinige uygulanabilir oldugu distnuldd. Calismamizda doku miktarinin
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fazla olmasi, hayvanlarin mobilite ve besine ulasimim daha az engellemesi ve ayni sekilde
kemik, kikidak, sinir , yumusak doku ve deri kompozisyonundan olusmasi nedeni ile sican
kuyruk amputasyon modeli tzerinde ¢aligild.

Y apilan ¢calismalarin blyik cogunlugunda yaslar1 2-6 ay araliginda olan hayvanlar
kullanilmistir. Calismalar gbz 6nunde bulundurularak 2-6 ay yas araliginda (280-300 gr)
sicanlar kullanildi.®° Disi sicanlarda rejenerasyon kapasitesinin erkek sicanlara oranla daha
yiksek olmast nedeni ile calisma erkek sicanlar tizerinde yriitiildu.® Kuyruk uzunluk ve
kalinliginin yeterli doku icerigini karsilamasi nedeni ile Sprague Dawley susu tercih edildi.

Vertebralilarda ekstremite rejenerasyonu kertenkelelerde, amfibilerde ve farelerde
calsilmus olup & parmak distal ug amputasyon modelleri ise farelerde ® ve maymunlarda
calisilmistir. Yapilan calismalar amfibilerde tam ampute ekstremitenin 30 giin icinde total
rejenere oldugunu farelerde ise kapasitenin sinirli oldugunu ve rejenerasyonun distal uclarda
tamamlanabildigini gostermistir. Kertenkeleler ve amfibilerde gerceklesen bu epimorfik
rejenerasyon; farkli dokular icermesi, dogru oryantasyonda ve pozisyonda gerceklesmesi
nedeni ile rejenerasyonun temeli kabul edilip, drnek teskil etmistir.®*

Ust diizey vertebralilarda olan bu spesifik ve limitli rejenerasyonu saglamak icin
mitotik aktivitesi yuksek hicrelere ve bu hicreleri prolifere edip yonlendirecek sinyal
yolaklarina ihtiyac vardir.* Rejenerasyon icin gerekli mitotik aktif hiicreler yara iyilesmesi
siirecinde agiga cikar ve yine rejenerasyon icin gerekli olan sinyaller ile diferansiye olur ve
rejenerasyon tamamlanir. Eger yara iyilesmesi siirecini baglatip devamliligim saglayabilirsek
ve dediferansiye olan mitotik aktif hticreleri sinyal yolaklar1 Gzerinden yeniden diferansiye
edebilirsek rejenerasyon gergeklesebilecektir. Bu nedenle calismamizda hedefimizi yara
iyilesmesini devam ettirebilmek ve her ¢ germ yapragimi da etkileyebilecek sinyal
molekdlleri ile rejenerasyonu saglamak olarak belirledik.

Calismamizda yara iyilesme siirecini desteklemek ve devam ettirmek amagli elektrik
stimilasyonu kullanmay1 segtik. Elektrik stimilasyonu eski Yunan ve Roma déneminde
kullanilmaya baslanan, hiicre proliferasyonu ve vaskiilarizasyonu arttirmasi ve enfeksiyonu,
inflamasyonu baskilamast nedeni ile yara iyilesmes tedavisinde kullanilmakta olan bir
yontemdir. Disaridan verilen elektrik akim ile yaralanma sonucu devamliligi bozulan
biyoelektrik sistemi taklit prensibine dayanmaktadir. Y apilan ¢calismalarda direk akim altinda
hiicre hareket ve yonelim kapasitesinde artma ve hicre oryantasyonunda hizlanma
gbzlenmistir. Bu etki normalde olan elektriksel alan taklit edilerek saglanmustir.®® Ayrica
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elektrik stimilasyonu yaralanmis dokuya olan nétrofil, makrofgj ve uyarilmis fibroblast
gocuni arttirr. Endotelyal hiicre ve fibroblastlarin “doubling-time” kisaltir ve” p42/44
mitogen-activated protein (MAP) kinaz” aktivasyonu ile hiicre proliferasyonunu arttirir.®®

Bassett ve Herrmann fibroblast kiltirlerine uyguladiklar: 1000 V/cm devamli elektrik
akimu ile 14. giinde DNA ve kollajen sentezinde %20 artis elde etmislerdir.® Bourgignon ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan calismada fibroblast hticre kilttrlerinde uygulanan yiksek doz
pulsed akim (HVPC) uygulamast ile fibroblastlarda DNA ve kollajen sentezinde %160 artis
kaydetmiglerdir. Elektrik akim 50-75 V saniyede 100 pulse olarak uygulanmustir.
Uygulamanin ikinci saniyesinde fibroblastlarda Ca alimimin artmasina ilave olarak insilin
reseptor sayisinda da artis gordlmastir. Ortama instilin eklendiginde ise Ca aliminda artma ve
DNA , protein sentezinde ikinci bir artis gézlenmistir.®® Falanga ve arkadaslarinin yaptig:
calismada elektrik stimilasyonu ile insan dermal fibroblast kiltirlerinde TGF- j
reseptorlerinde artis elde edilmistir. Transforme edici biiytime faktori- B kollajen sentezinde
oynadigi onemli rol nedeni ile artii DNA ve protein sentezini arttirmustir.®” Cheng ve
arkadaglar1 ise sigan cildinde uguladiklari mikroamper dizeyinde direk akim ile protein
sentezi etkilerini gozlemlemislerdir. 100-500 pA direk akim uygulandiginda aminoasit alimi
%30-40 artmakta ve 50 pA ile maksimum protein sentezi gerceklesmektedir.®#°

Sonugta in-vitro elektrik akimi uygulama calismalarinda gorulmastur ki; hicre
ylzeyinde yerlesim gosteren Ca kanallari, instlin reseptorleri ve TGF [ reseptorleri
etkilenerek DNA sentezi, kollajen sentezi ve fibroblast proliferasyonu arttirilmaktadr.

Kloth ve arkadaslar1 2005 yilda yaptiklar: derlemede, bildirilen en dikkat gekici yaniti
direk akim (DC) ile tedaviyi takiben ¢ekme direncinde bir artis oldugudur. Diger calismalar
kollajen depolanmas: ile birlikte yara fibroblast proliferasyonun artis gosterdigidir.
Arastirmacilar anotda katotdan daha hizli epitelizasyonun gelistigini bildirmiglerdir. Diger
calismalar da katodal elektrik stimtlasyonunun mikrodamarlardan gelen makromolekiler

kacag1 engelleyerek 6dem olusumunu sinirladigini gostermislerdir.

Elektrik stimilasyonu kolonize ya da enfekte yaralarda bakteriostatik ya da
bakterisidal etki gostermektedir. Miliamper siddetinde alternatif akim ya da mikroamper
siddetinde direk akim ile antibakteriyel etkiyi saglamak mukinddr.



Rowley ve arkadaglar1 tavsanlarda olan kutantz yaralarda yaptiklar: calismada 1 mA
siddetinde 72 saat uygulanan direk akim ile Pseudomonas Aeruginosa enfeksiyonunda
bakteriostatik etki saglamislardir.”* Barranco ve arkadaslarinin yaptig: calismada 0.4, 4, 40 ve
400 pA siddetinde direk akim ile Staphylococcus Aureus gogalmasinin inhibe edilebildigi
gosterilmistir.*? Kincaid ve Lavoie bakterisidal etkinin; akimin organizmalar iizerinde yaptigi
direk etki, antimikrobiyal faktorlerin elektroforetik hareketi, lokal 1stnma ve ph degisiklikleri
ile oldugunu ortaya koymuslardir. Ayrica antibiyotik etki elektrik alanin biyofilm tabakasini
uzaklastirmasi ile de iliskilidir.%%*

Kloth ve arkadagslar1 yaptigi1 derlemede, direk akim uygulanarak yapilan ¢cok sayida in
vitro ve in vivo calismada yaygin yara patojenlerinin gogalmasimn inhibe oldugunu
gostermislerdir. Ayni zamanda bakteri yikinin azaltiimasi amaciyla yaralara gumis
emdirilmis pansumanlar kullamiimasi, anodal direk akim ile tedavi edilen yaralarin igine aktif
olarak gumus iyonlarin gegisini kolaylastirarak bu tir sargilarin etkinligini artirabilecegini
dustinmUislerdir.

Elektrik stimulasyonu perflizyonu arttirir ve bunu vaskiler endotelyal bilytme faktori
(VEGF) salimm artisini takiben VEGF ekspresyon artisi ile saglar.

Klinikte Junger ve arkadaslari tarafinda kronik ventz Ulseri olan hastalarda yapilan
calismada; monofazik darbeli akim 630 pA ve 315 pA siddetlerinde uygulanmistir. Calisma
sonunda kapiller dansite, doku oksijenizayonu ve cilt perflizyonu degerlendirilmistir. Bazi
8,05 kapiller /mm? dansite olan stimillasyon sonunda 11,55 kapiller /mm? ulasmus ve istatiksel
olarak anlamlt bulunmustur. Doku oksijenizasyonunun 13,5 mmhg dan 24,7 mmhg a
yukseldigi, lazer doppler flowmetri ile 6lciilen doku perfiizyonun da arttigi gosterilmistir.*®
Greenberg ve arkadaslarinin domuzlarda yamk modelinde yaptig1 calismada ise darbeli direk
akim uygulamasi sonucu epitelizasyona ilave olarak neovaskiilarizasyon gorilmuistiir.

Doku onariminda, yara iyilesmesinde hicrelerin normal ve yeterli aktivite
gosterebilmeleri icin oksijene ihtiyacglar: vardir. Y eterli oksijen ayn1 zamanda nétrofil bagimli
oksidatif hticre 6ltimt ile de iliskili olup hipoksik ortamlarda gelisen enfeksiyon tablosu bu
sireg ileiligkilidir.

Gagnier ve arkadaslar1 30 spinal kord yaralanmasi olan hastada uyguladiklari elektrik
stimilasyonu ile ortaya cikan perkitan oksijen basing artislari  anlamli  olarak
degerlendirmislerdir.®” Mawson ve arkadaslar: sakral basi yarasi olan spinal kord yaralanmali
hastalarda yaptiklar1 elektrik stimilasyonu calismalarinda transkutanGz oksijen basincinda
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artma ve dolayisiyla perfiizyonda artma kaydetmislerdir.%®

Hucreler ylzey polariteleri ile iliskili olarak yara iyilesmesi slrecinde elektrik
alaninda zit kutuba dogru hareket ederler ki buna galvonataksis denir. Eberhardt ve
arkadaglar1 cilt ylzeyinden uygulanan elektrik stimtlasyonu ile 6 saatte 500 nétrofilin %69
unun galvonotaktik hareket yaptigi kontrol grubu ile karsilastirildiginda % 24 Itk farkin
anlaml1 oldugu sonucuna ulasilmustir.*® Mertz ve arkadaslar: yedi giinde iki seanslik 30 dakika
monofazik  elektrik  stimilasyonunun epidermal  hiicre  migrasyonunu  arttirdiginm
gozlemlemislerdir.’®

Sonugta tim bu calismalar dogrultusunda; yaratilan ve biyoelektrigi taklit eden bu zayif
elektrik alanlar: ile galvonotaksise sebep olmak ve yara iyilesmesi igin hiicre migrasyonu
saglamak mumkunddr.

Elektrik stimulasyonu sinir doku Uzerinden rejenerasyonu destekler. Norotrofik
faktorlerin salinmint arttirip, reseptérlerinin up-regilasyonunu saglayarak sinir rejenerasyonu
saglar.ml

TUm bu calismalar dogrultusunda rejenerasyon icin hedef basamaklarimizdan biri olan
yara iyilesmesini devam ettirip, indukleyebilmek icin gerekli gordigiimiz; DNA-protein
sentezini arttirmak, notrofil, makrofaj, fibroblast proliferasyonunu arttirmak, perfiizyonu,
vaskularizasyonu arttirmak, htcre yuzey reseptorlerini ve biyume faktorlerini arttirarak
yonlendirilmis hiicre migrasyonunu gerceklestirebilmek ve tim bunlari gergeklestirirken
antibakteriyel etkisinden de yararlanabilmek adina mikroakim stimiulasyon teknigi tercih
edildi.

Elektrik stimilasyonu dalga formu, akim siiresi, frekansi, amplitidi, modulasyonu,
uyar1 ve dinlenme sireleri degiskenleri ile elektrotlar yardimu ile uygulanir. Elektrotlarin
klinikte enfeksiyon riskini arttirmasi, hastaya uygulaniminin yaratacag: rahatsizlik ve agri
hissi nedeni ile uygulanmasim kisithh gordik. Bu nedenle calismamizda — elektrik
stimtlasyonunu kablosuz direk akim olarak uygulamay: tercih ettik.

Kablosuz mikroakim stimilasyonu; yapilmis olan ¢alismalar dogrultusunda; siddeti 1
HA, uygulama siiresi 15 dakika olarak toplamda sekiz seans uygulanmak tizere belirlendi.®

Rejenerasyon hedefimizde yara iyilesmesi slrecini modile edip dediferansiyasyon
basamagina tasimay: takiben diferansiyasyonu saglamak amagli sinyal molekili olarak Sinir
blytme faktorini (NGF) tercih ettik.(Sekil 12)
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Elektrik Stimilasyonu

NGF

Sekil 12: Rejenerasyon basamaklarinda NGF ve Elektrik stimilasyonun yeri

Rejenerasyon kertenkelelerde yapilan ekstremite rejenerasyon calismalarinda;
rejenerasyonun temelini olusturan bir protein bulunmustur.” Newt Anterior Gradient Protein”
(nAG protein) rejenere olan aksonlarda schwann hticrelerinden sentezlenir. Amputasyonun
proksimalinde ilk 3-5 ginde pik yaparak rejenerasyonu destekler. Schwann hiicrelerinin
yanisira yara epitelinin altinda yer alan dermis ve bez yapilardan da salgilanarak
rejenerasyona  katkida bulunur.'® Rejenerasyonun sinir hiicreleri ve bu hiicrelerden
sentezlenen proteinler temelli yurutildugini destekleyen birgok calisma yapilmistir. El bilek
seviyesinden gerceklestirilen amputasyon sonrasi brakiyal pleksus seviyesinden denerve
edilen ekstremitede rejenerasyon gozlenmemistir.®* Meksika kertenkelelerinde yapilan bir
diger calismada ise ekstremiteye giden major sinirin sirta yapilan implantasyonu sonrasi sirtta

aksesuar ekstremite gelisimi gozlenmistir.’®® Kertenkele ekstremite amputasyon modelinde

yapilan baska bir calismada denerve edilen ampute ekstremitenin rejenere olmachgi
gbzlenmistir. Plazmid araciligi ile nAG protein denerve amputate verilerek rejenerasyon
tamamlanmistir. Erken rejenerasyon doneminde nAG protein  blastemal hicrelerin
proliferayonu icin blyUime faktorii gbrevi gormekte ve rejenerasyonun devamliligim
saglamaktadir. Bu calismalar dogrultusunda goértlmistir ki kertenkelelerde gerceklesen
rejenerasyon sinir bagimlidir ve ancak sinir rejenerasyonu ile mimkandur.
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Bu calismalar dogrultusunda ¢alismamizda sinir hicrelerinin biyumesini, yasamlarin
devam ettirmesini saglayan norotrofik faktorlerden sadece sinir iyilesmesinde degil her g
germ yapragindan gelisen dokularin rejenerasyonunda etkili oldugu gosterilmis olan NGF
tercih edilmistir.

Yaralanma sonrasinda schwann hicreleri ve muhtemel fibroblastlar tarafindan
sentezlenip salinan NGF sinir uglar: tarafindan igeri alimp sinir terminaline retrograd taginir.
Duyu ve sempatik néronlarin NGF' nin esas hedefi oldugu distintilse de motor ndronlarin da
etkilendigine dair calismalar mevcuttur.***'% Duyu, motor ve otonom sinirlerin iyilesmesi ve
rejenerasyonu calismalarinda NGF ‘nin  etkili oldugu ve degiskenlik gdstermedigi
gorilmstir. % Tim sinir rejenerasyon calismalarinda NGF en cok yer alan faktor
olmustur. Yoklugunda hicrelerde kromotolitik reaksiyonlar ve sinir hicresi 6lumu
goriilebilmektedir.'® Perez - Polo yaptigi calismada; NGF' nin oksidan- antioksidan dengesi
Uzerinde ki etkilerinin akson tomurcuklanmasi, biylimesi ve sinaps olusumu Uzerine biylime
ve gelismenin tim evrelerinde hatta yaralanma sonrasi ve yaslanmada da rol aldigim 6ne
stirmiistiir.*®

Norotrofin ailesinden olan bircok  norotrofik faktdér de sinir rejenerasyon
calismalarinda kullanilmistir.  Siliyer norotrofik faktor (CTNF) ile NGF ile yapilan
calismalardan daha basaril1 sonuclar elde edilmistir.'®” Ancak CNTF sican iskelet kasinda ve
diger hedef dokularda bulunmamasi nedeni ile norotrofik etkileri tartigmali bulunup
calismamizda tercih edilmemistir.

Calismamizda doku kultor ortaminda biyoaktivites test edilen NGF-7S'in 2-200
ng/ml konsantrasyonlar arasinda etkin bulunmasi nedeni ile liyofilize NGF-7S 50 ml sodyum
fosfat tamponu icinde ¢ozillerek 2 pugr /ml NGF-7S elde edilip in vitro olarak kullanimgstir.%

Sinir blytme faktor; ortama verilmesi zor olan, kolay yikilan bir biyume faktori
olmasi nedeni ile uygulamak ve optimal dozu yakalamak zordur. Bu nedenle bir tasiyiciya
ihtiyac duyar.®

Daha dnce periferik ve santral sinir kesileri sonrasi rejenerayon calismalar: Uzerine
NGF etkilerinin arastirildig1 calismalarda in-vivo ortamda lokal uygulama yontemleri olarak
kapal1 tip ya da infiizyon pompalar1 kullamlmustir.

NGF nin klinik aplikasyonu hizl1 in-vivo degradasyonu ve nonndral dokularda olan
nonspesifik multifonksiyonel yapisi nedeni ile oldukca zordur.!® NGF dozunu
ayarlayabilmek, istenen aralikta sabit tutabilmek icgin tasiyici sistemlere ihtiyag vardir.
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Bove fibrin'?  taswyicilar

Kontrollim NGF salimmu icin  kollajen'™®, polimer
kullanilabilmektedir.

Heparinle konjuge fibrin jel (HCFG) NGF kontrolli salinminmi saglar.Heparinle
konjuge fibrin jelin klinik kullanimda birgok avantaji vardir. Oncelikle enjekte edilebilir ve
dis ortamda manipiile edilebilir, sekil verilebilir olmasi kinik kullamim kolaylig1 saglar.*®
Sinir bilyiime faktériiniin  uygun doz araliginda salinmini saglar. Ay zamanda FGF * ve
VEGF™® gibi heparine baglanan yan zinciri olan olan biiyiime faktorlerini indikleyerek,

aktivitelerini arttirir.

In-vitro ortamda uygulamay: planladigimiz calismamizda bu sorunun tasiyici bir
katalizor ile asilmasi tasarlandi. Heparin ile konjuge edilen fibrin jel icine verilen NGF ile;
NGF salinimi saglanmirken ayni zamanda heparini kofaktor olarak kullanan epidermal biytime
faktort (EGF), vaskuler endotelyal buyume faktort (VEGF) ve fibroblast buylime faktori
(FGF) icin de katalizor saglanmasi, hiicre blyime ve farklilasmasimin desteklenmesi

dustinuldu.*®

Calisma sonuclar1 histopatolojik ve radyolojik olarak degerlendirildi. Degerlendirme
sonunda rejenerasyonu gostermek ve yara iyilesmes ile rejenerasyonu ayirt edebilmek
amaglandi. Rejenerasyon sonunda yeni kemik, yag-ter bezi, kil folikili olusumu ve artmis
epitel kalinligi beklenmektedir.*® Rejenerasyonun yara iyilesmesinden farkli son Griinleri
olarak yag-ter bezi, kil folikiilii ve yeni kemik olusumu gosterilmis®™ olmakla beraber yag-ter
bezi ve kil foliktlt olusumunun yara iyilesmesinde de gosterilmis 6rnekleri bulunmaktadir.
Nemli ortamda yara epiteli kontraksiyonuna izin verildiginde grantilasyon dokusundan yag-
ter bezi ve kil folikiilii olusumu gosterilmistir.**° Roney ve arkadaslarinin tavsanlar tizerinde
yaptig1 kil folikdlt rejenerasyon calismalarinda kil foliktll siklus streleri ve siklusun hangi
evresinde calisildig ile ilgili degiskenlerin sonuclar: etkiledigi gériilmistir.™” Bu calismalar
dogrultusunda rejenerasyonun yeni kemik olusumu ve artmus epitel kalinhigi ile
goserilebilecegi, yag-ter bezi ve kil folikilli olusumunun rejenerasyon 6lciitt olarak kabul
edilmesinde elimizde yeterli bilgi olmadigi ve histolojik degerlendirme parametrelerinin
gelistirilebilecegi sonucuna ulasildh.

Histopatolojik degerlendirmeyi desteklemek amaci ile radyolojik gorinttleme
kullanilch. Histopatolojik olarak yeni kemik olusumu izlenen deney grubunda radyolojik

olarak da es bolgede kemik olusumu gogterilerek bulgular korele edildi.
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8. SONUCL AR ve ONERILER

Bu calismada rejenerasyonun temel basamaklarinin gerekliligi olan ve yara
iyilsemesini takiben gerceklesen dediferansiyasyon ve rediferansiyasyon goz oniine alinarak
sicanlarda kuyruk amputasyon modeli tzerinde mikroakim elektrik stimilasyonu ve NGF
uyguladik. Elektrik stimilasyonu ile hicre proliferasyonunu ve migrasyonunu, doku
oksijenizasyonunu ve vaskilarizasyonunu arttirarak yara iyilesmesi srecini takiben
blastemay: taklit eden mitotik aktif hiicre popillasyonu yarattik. U¢ germ yapragim da
etkiledigi bilinen NGF ile bu mitotik olarak aktif hiicre populasyonunu rediferansiye olma
yoninde yonlendirdik. Rejenerasyonun temel gereksininmi olan sinir hlcreleri ve
mediatorlerini de aym zamanda NGF ile destekleyerek rejenerasyon sirecinin ilerlemesi
sagladik.

Sicanlarda kuyruk amputasyon modeli ile yapilan rejenerasyon amacli ¢alismamizda;
yeni kemik olusumu ve yeni kollgjen olusumu ile artrus epitel kalinligr bulgularimn
rejenerasyon sirecinin yara iyilesmesinden farkli son trunleri oldugu bilgisi dogrultusunda
sonuglar histopatolojik ve radyolojik olarak degerlendirildi.®® Sonuclar istatiksel olarak
incelendi.

Elektrik stimilasyonu ve NGF uygulanan deney grubunda lakiina tipi orjinal kemik
benzeri yeni kemik olusumunun gortlmesi, artmis kalinlikta yara epitelinin gérilmts olmast
ve tim bu sonuglarin diger gruplardan istatiksel olarak anlamli ve farkli bulunmasi nedeni ile
sonuclar rejenerasyon ile uyumlu bulundu. Kontrol grubu ve NGF uygulanan Grup-3 de yeni
kemik olusumunun gorilmemis olmasi, epitel kalinliginin yetersiz olmasi nedeni ile sonuclar
yaraiyilesmesinden ayirt edilemedi ve rejenerasyon olarak degerlendirilmedi. Elektrik
stimtlasyonu uygulanan Grup-2 de epitel kalinliginin yara iyilesmesinde gortlenden farkl
olarak artmis oldugu ancak yeni kemik olusumunun gorilmemesi nedeni ile sonuglar
rejenerasyon yoninde degerlendirilmemistir.

Y etersiz epitel rejenerasyonu sonucu gerceklesen yara epitelinin kontraksiyonu ile de
gorilebilen , rejenerasyon sonunda da olusmasi beklenen yag-ter bezi ve kil folikull
formasyonlari rejenerasyon ve yara iyilesmesi stirecinin ayirt edilmesinde yetersiz kal mistir.
Bu nedenle kontrol grubu, elektrik stimilasyonu uygulanan Grup-2 ve NGF uygulanan
Grup-3 de yag-ter bezi ve kil foliktl formasyonunun olusmus olmasi tek basina rejenerasyon

sonucuna ulasmakta yetersiz olarak degerlendirildi. Y eni olusan kollajen depozisyonu, olusan
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epitelin kalinlig: ve yeni kemik olusumu goz 6niine alindiginda NGF ve elektrik stimilasyonu
uygulanan Grup-4 sonuclarinin yara iyilesmesinden farkli, rejenerasyon ile uyumlu ve
istatiksel olarak anlaml1 bulundu.

Sonuglar dogrultusunda; in-vitro NGF uygulanimi ve kablosuz mikroakim stimilayon
uygulamas: ile rejenerasyonun gosterilebilmis olmast klinik uygulamalarda yenilikgi ve
guvenli yaklasimlar getirebilecegi disuncesindeyiz. Fonksiyonel rekonstriksiyon guclugi
yasadigimiz; sinir yaralanmalarinda, ekstremite distal u¢ amputasyonlarinda ve kompozit
doku kayiplarinda basarili sonuglar alinabilecegi, klinik uygulaniminin kolay ve guvenli
oldugu g6zlemlenmis olup gelistirilmesi gerektigini distinmekteyiz.
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