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OZET

Periferik sinir kesisi sonrasi iyilesmede fonsiyonel geri kazanim
nadiren tam olmaktadir. Fonksiyonel geri kazanimi etkileyen bilinen birgok
faktor vardir. Bunlardan da en dnemlisi skar formasyonudur. Bu ¢alismada
derive edilmis yuksek molekul agirlkli hiyaltronik asidin (HA gel) periferik

sinir cerrahisi sonrasi perinéral skar formasyonuna olan etkinligini incelendi.

Calismada 200-270 gram arasinda degisen 40 adet erigkin Spraque
Dawley cinsi disi sican kullanildi. Tum siganlarda sag siyatik sinire
mikromakas ile kesi yapilarak 8/0 prolen ile hemen primer anastomoz yapildi.
Takiben sicanlar; Grup 1 (n=10) Sham grubu; Olusturulan sinir hasarini ve
tamirini takiben mesafeye herhangi bir madde uygulanmayan, Grup 2 (n=10)
Kontrol grubu; mesafeye topikal % 0,9 NaCl uygulanan, Grup 3 (n=10 ),
Hiyallronik asid (HA) deney grubu, Grup 4 (n=10) Derive edilmis yuksek
molekul agirlikli hiyaltronik asid (HA gel) deney grubu,seklinde 4 gruba
ayrildi.

6. hafta sonunda incelemeye alinan deneklerin tamami sakrifiye
ediimeden énce Siyatik Fonksiyon indeksi (SFi) ¢alismalari yapildi. Sakrifiye
edildikten sonra histopatolojik degderlendirmeye alindi. Sonuglar istatistiksel

olarak kargilastirildi.

Sinir yapisikli§i, sinir ayrilabilirligi, Skar Formasyon Indeksi'nin,
fibrozisin Grup 4'te diger gruplarla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml
oldugu (p<0.05), fibroblast ve iltihabi hicre sayisinin Grup 3'te daha az
oldugu saptanmistir.Ancak , SFi, adezyon ve aksonal organizasyon degerleri

bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05) .

Sonug olarak; HA gel'in periferik sinir kesisi ve primer anastomoz

modelinde gelisen skar dokusunun, fibrozisin azaltiimasinda olumlu etkileri



oldugu gosterilmistir. Daha ileri calismalar ile klinik pratikte uygulama alani

bulacag! kanaatindeyiz.

Anahtar kelimeler: Derive edilmis yuksek molekul agirlikli

hiyaltronik asid, hiyaltronik asid, periferik sinir,skar formasyonu.



SUMMARY

The Effects of Crosslinked High Moleculer Weight Hyaluronic Acid on
Perineural Scar Formation After Peripheral Nerve Surgery: An
Experimental Study

After the peripherical nerve disconnection, full functional recovery in
healing process rarely happens. Many different factors effect functional
recovery. The most important factor is scar formation. In this work, we
analyzed the efficiency of crosslinked high moleculer weight hyaluronic acid
(HA gel) in perineural scar formation after peripheral nerve damage.

40 adult Spragque Dawley type female rats are used in this work.
Their weight changes between 200-270 gr. Immediately primary anastomosis
with 8/0 prolene together with the fraction by micro-scissors is done to right
sciatica nerve. In following, the rats are divided into 4 groups. In Group 1
(n=10) (Sham group), no material was applied to the distance after the
formation of nerve damage and reperation, in Group 2 (n=10) (Control
group), topical 0.9% NaCl was applied to the distance,in Group 3 (n=10) ,
hyaluronic acid (HA) and in Group 4 (n=10), hyaluronic acid (HA gel) with
derived crosslinked high molecular weight was applied.

At the end of the sixth week, all test subjects which are still alive
were sacrified. Before the rats were sacrified, sciatica function index (SFI)
works done. After they were sacrified, histopathological analysis were done.
Nerve cohesiveness, nerve participation, fibrosis and scar formation index
were statistically significant in Group 4 (p<0.05), fibroblasts and number of
inflammatory cell were less in Group 3 according to other groups. However,
in SFI values, adhesion and axonal organization values, there were not

statistically significant difference (p>0.05) .

As a result, this work shows that after application of HA gel
peripheral nerve disconnection an repair has positive effects in decreasing
fibrosis. We think that the results of this work and the further investigations

will have an application in clinic practice.



Key words: Crosslinked high molecular weight hyaluronic acid,

hyaluronic acid, peripheral nerve, scar formation.



GiRiS

Acil servise basvuran yaralanmalarinin énemli kismini periferik sinir
yaralanmalari olusturmaktadir. Periferik sinir yaralanmalarinin en sik nedeni
travmadir (1). Travma diginda cerrahi girisimler, traksiyon, neoplazmlar,
kompresyonlar, inflamatuar durumlar gibi sebeplerle de periferik sinirler

Uzerinde hasarlar olusabilmektedir (1).

Periferik sinir yaralanmasinda standart tedavi ydntemi, gergin
olmayan interfasikuler primer onarimdir. Primer onarimin mumkun olmadigi
durumlarda sinir otogreftleri ile onarim alternatif tedavi yaklagimidir (2,3,4).

Yara iyilesmesinin ana fazi skar dokusu formasyonudur. Onarim
sonrasi periferal sinir rejenerasyonu siklikla skar formasyonuyla bloklanir ve
aksonun filizienmesi yanlig tarafa yonelir (5,6). Skar olugsumu, iskemiden
irreversible sinir hasarina kadar degisen tablolara neden olmaktadir.

Olusan bu skar dokusu agriya, duyusal ve motor defisite neden olur
(7,8,9). Periferik sinir onarimi sonrasi olusan postoperatif adezyonlar ile skar
dokusu operasyonun basarisini olumsuz yodnde etkilemektedir. Cunku;
epinodral skar olusumu dikis hattinda aksonal buyumeyi engelleyen mekanik
bir bariyer etkisi olustururken, ekstrandral skar olusumu ise sinirlerin komsu
dokulara yapismasina neden olarak sinirin hareket kabiliyetini azaltmakta,
sinirin vaskuler pedikilinde vazospazma ve traksiyona bagli yaralanmalara
neden olmaktadir. Bundan dolay! epindral skar olusumunu 6nlemek igin bir
¢ok calisma yapimistir. Yapilan calismalarda skar dokusu olusumu
engellendiginde, cerrahi tedavinin basari sansinin arttigi, sonraki cerrahi
tedavi gerekliligi ve komplikasyonlarin azaldigi goéralmustir. Yapilan bir
deneysel caligmada, siganlarin siyatik sinir onarimlari sonrasinda sinir
etrafina topikal olarak HA ve HA ile beraber insan amniyon sivisi
uygulanmasiyla epindral fibrozisin azaldigi ve aksonal rejenerasyonun arttigi
gosterilmigtir (16). Adezyon ve skar dokusu olusumunu engellemek igin ,
otolog bariyer olarak ven veya pedikll flep, subkutan6z yag dokusu igeren

serbest flep, fasia veya kas, siniri sarmak igin kullaniimistir. Semirijid silikon



cuff gibi bazi yabanci elastik materyaller veya sistemik olarak kullanilan cis-
hydroksiprolin gibi farmakolojik ajanlar deneysel olarak arastiriimigtir. Topikal
ajan olarak kullanilan karbonhidrat polimer jeli periferal cerrahi ve lokal
travma sonrasi epinéral skarlasmayi azalttig1 gésterilmistir (10,11,12,13).

Epindral skar dokusunu engellemek igin literatirde ayrica ADCON-
T/N, mitomisin C, amniotik sivi, aprotinin, hyaluronik asid, TPA, hyaloglide jel
gibi maddelerin topikal uygulamasi veya lokal dusuk doz radyasyon
uygulamasi denenmis ve basarili sonuclar elde edilmistir
(14,15,16,17,18,19,20,21). Skar dokusu olusumunda en onemli faktorlerden
birinin TGF-B7'in etkili oldugu saptanmasindan dolay! yapilan ¢alismalarda
anti TGF-B:'in perinéral olarak uygulanmasi skar dokusu olusumunu
azaltarak rejenerasyonu iyilestirdigi gosterilmistir (22).

Son yillarda HA yumusak doku rejenerasyonunda umut vaat eden,
potansiyel efektif bir biyomateryal olarak tanimlanmigtir. Cogalan ve goé¢
eden hucrelerde htcre-matriks iligskisinde hayati rol oynar. Fibrini organize
eder ve duzenini saglar. Fibrin organize edici 6zelliginden dolayi periferal
sinir rejenerasyonunun aselluler fibrin matrix fazinda hucresel ve aksonal
iceri buyume igin kolaylastirici ve yer gosterici bir rol oynar (23).

Derive edilmis yuksek viskoziteli hiyalUronik asid ise (Hyalobarrier®,
HA gel), saf HA oligomerlerinin herhangi bir kimyasal maddeye maruz
birakilmadan oto-capraz baglanmasi ile elde edilir. HA'ya gore viskozitesi
daha dusuk ve dokuda kalma zamani daha uzundur (24,25,26,27,28). TUumor
Nekroz Faktor-alfa (TNF-a) ve -beta (TNF-B)’nin kuvvetli bir inhibitérd oldugu
gOsterilmistir  (26,29). Osteoartritte intraartikller enjeksiyonlar sonrasi
kikirdak dejenerasyonunu ve agriyl azaltmada ve abdominopelvik cerrahiler
sonrasi dokulari korumada ve yapisikliklarin engellenmesinde oldukga etkin
bulunmustur (24,27,30,31).

Isik ve ark. yaptigi calismada HA gelin spinal cerrahi sonrasi
epidural fibrozisi azalttigi deneysel ¢galisma sonrasi gosterilmistir (32).

Bu deneysel galisma ile daha onceki yapilan galismalardan yola
cikilarak HA gelin siganlarda siyatik sinir modelinde postoperatif
yapisikliklarin engellenmesi ve perindral skar formasyonu Uzerine etkilerinin

arastinimasi amaglandi.



GEREG VE YONTEM

Bu g¢alisma UUTF Deney Hayvanlari Bakim ve Kullanim Komitesi'nin
onayini takiben (2014-11/03) siganlar UUTF Deney Hayvanlari Yetistirme ve
Arastirma Merkezi'nden temin edilerek Mart 2015-Haziran 2015 tarihleri
arasinda UUTF Deney Hayvanlarl Yetistirme ve Arastirma Merkezi'nde

gergeklestirildi.

Bu calismada agirliklari 250-300 gram arasinda degisen 40 adet
erigskin Spraque Dawley cinsi disi sigan kullanildi. Deney suresince hayvanlar
standart laboratuar kosullarinda tutularak standart sican yemi ve su ile
beslendi. Cerrahi sonrasi sonrasi 6 hafta yasatilan tim denekler sakrifiye
edilmeden oOnce fonksiyonel degerlendirmeye tabi tutuldu ve sonrasinda
histopatolojik ¢alisma igin siyatik sinir érnekleri alindi Calismada denekler 4

gruba ayrildi.

Grup 1 (n=10) Sham grubu; Olusturulan sinir hasarini ve tamirini takiben

mesafeye herhangi bir madde uygulanmayan grup.
Grup 2 (n=10) Kontrol grubu; mesafeye topikal % 0,9 NaCl uygulandi.

Grup 3 (n=10 ), HA deney grubu; mesafeye topikal hiyalGronik asid
uygulandi.

Grup 4 (n=10) HA gel deney grubu; mesafeye topikal derive edilmis ylksek

viskoziteli hiyaluronik asid uygulandi.
Anestezi:

Sicanlarin anestezisi 10 mg/kg Ksilazin (Rompun, Bayer, Turkiye) ve
70 mg/kg Ketamin'in (Ketalar, Eczacibagi, Turkiye) intramuskuler
enjeksiyonlari ile saglandi. Siganlar prone pozisyona getirilerek tim

ekstremiteleri operasyon masasina tespit edildi.



Cerrahi iglem:

Operasyon sahasinin temizligi ve dezenfeksiyonu Povidone lodine
(Glividon ®, Bikar Ilag San, Tirkiye) solisyonu ile saglandi. Cerrahi girisim
mikroskop (Zeiss Opmi 6, Jena, Almanya) altinda mikrocerrahi yontemler

kullanilarak yapildi.

insizyon sag alt ekstremitede kalca eklemi katlantisinin 2-3 mm
distalinden oblik olarak yapildi. Cilt altina inilip biseps femoris kasina ulasildi.
Biseps kasi, femur posterior siniri boyunca kint diseksiyonla acildi ve siyatik
sinir ortaya konuldu. Siyatik sinir mikro makas ile siyatik foramenden 10 mm
uzaklikta dizgun tam kat sinir kesisi olusturulduktan sonra epinoral sutur
teknigi kullanilarak 8-0 polypropylene sutir (Prolene, Ethicon ® Ltd,
Somerville NJ, ABD) ile aralarinda 180° bulunan iki ayri noktadan ve gerginlik
olusturulmadan sutlre edilerek primer anastomoz saglandi. Diseke edilen
fasya ve kas dokusu sutlre edilmeden cilt 4-0 polypropylene (Prolene,
Ethicon ® Ltd, Somerville NJ, ABD) sutur ile stttre edildi.

Tum denekler deney sonunda spontan olarak uyandirildi Her bir
kafese 5 adet sigan dusecek sekilde gruplara ayrilarak numaralandirildi ve

kafeslerde barindirildi. Serbest hareket edebilmelerine izin verildi.



Fonksiyonel Degerlendirme:

Tam siganlar arka ayaklari murekkebe batirildiktan sonra 144x10x10
cm boyutlarinda olusturulmus bir yirime koridorunda yuratuldi. Elde edilen
kagit seritteki en belirgin ve uygun ayak izleri kullanilarak ayak izlerinde,
topuk ile parmak ucu arasindaki mesafe (PL), birinci ve besinci parmaklar
arasindaki mesafe (TS), ikinci ve dordincu parmaklar arasindaki mesafe (IT)
Olgtldd. Mackinnon ve ark. tarafindan gelistirilen formul yardimiyla Siyatik
Fonksiyon indeksleri (SFi) hesaplandi (33) (Sekil-1). SFi degerleri acisindan

gruplar arasinda istatistiksel farkhlik olup olmadigi arastirildi.

(ETS-NTS) (EIT-NIT)

SFi=-383 NIT

+ 109,35 + 13,3

PL-NPL
(EPL-NPL) 8.8
PL

( NPL:Normal basi uzunlugu, EPL:Patolojik basi uzunlugu,NTS:Normal ayakta 1. ve 5.
parmak aralik uzunlugu, ETS:Patolojik ayakta 1. ve 5. parmak aralik uzunlugu, NIT:Normal

ayakta 2. ve 4.parmak aralik uzunlugu, EIT:Patolojik ayakta 2. ve 4.parmak aralik uzunlugu )

Sekil-1: Siyatik Fonksiyon indeks hesaplanmasi

Makroskopik degerlendirme:

Calismanin sonunda uygulanan yiksek doz Tiopental ile sakrifiye
edilen denekler makroskopik degerlendirmeleri igin Petersen ve ark.
tarafindan tarif edilen sayisal degerlendirme semasi kullanildi (18) (Tablo-1).
Sonrasinda siyatik sinirler tamir edilen segmentini de igerecek sekilde enblok
olarak cikarildi ve histopatolojik inceleme icin %4 Gluteraldehid igine

konuldu.



Tablo-1: Petersen ve ark. tarafindan tanimlanan Makroskopik Degerlendirme

icin Sayisal Degerlendirme semasi (18)

Doku Grade Tanimlama
1  Tamamenkapanmis
Cilt ve adele fasyasi 2 Kismen agik

3 Tamamen agik
Sinir yapisikhgr ve 1 Disseksiyon yok veya
ayrilabilirligi hafif kiint disseksiyon

2 Biraz  kuvvetli  kunt

disseksiyon
3 Keskin disseksiyon

Histopatolojik Degerlendirme.

Epinoral Skar Dokusu Ve Aksonal Rejenerasyonun

Degerlendirilmesi:

Tum denekler cerrahiden sonra 6.haftada sakrifiye edildi. Enblok
olarak cikartiimis ve %10 nétral formalinde fikse edilmis siyatik sinirlere
parafin blok hazirlandi. Tamir sahasindan 5 mikron kalinhiginda longittdinal
seri kesitler elde edildi. Kesitler Hematoxylin Eosin (H&E) ve Masson
Trichrome (M&T) boyalari ile boyandi. Epindral skar dokusunun ve sinir
dokusunun kalinhgi 6lgek cubugu (Leica DM 2500,Almanya) ile olguldu.
Epindral skar dokusunun kalinhgi sinir dokusunun kalinligina boltinerek Skar
Formasyon Iindeks'i elde edildi. H&E ile boyanmis kesitlerde besli
degerlendirme skalasi ile aksonal organizasyon de@erlendirildi (Tablo-2). Her
bir 6rnek fibroblast ve iltihabi hiicre sayisi, enflamasyon, granilasyon
dokusu, fibrozis yayginhgi ve adezyon derecesi agisindan da 1sik



mikroskobunda tarafsiz bir histopatolog tarafindan degerlendirildi (Sekil-2,3)
(Tablo-3,4).

Tablo-2: Aksonal organizasyon degerlendirme skalasi (16)

Grade Tanimlama

1 Basarisiz, proksimalden distalin bitimine kadar akson devamliligi yok
2 Tamir sahasinda kotu organizasyon

3 Tamir sahasinda vasat organizasyon

4 Tamir sahasinda iyi organizasyon, aksonal dallanma normal

5 Normalden ayirt edilemeyen mukemmel organizasyon




Skar dokusu \

Sinir

/\/
\_/ i

Sekil-2: Sinir tamir dokusu etrafindaki skar dokusunda 4 ayri kadrandaki
fibroblast ve inflamatuar hicrelerin x 400 Uk bUylutmedeki sayiminin sematik
goranumu (34)

Skar dokusir |

Sinir

Sekil-3: Skar Formasyon indeksinin Sematik Hesaplanmasi (a/b) (34)



Tablo-3: Yabanci cisim dev hucre, fibrozis, grantlasyon dokusu

evrelendirme kriterleri (35)

Evre O Yok

Evre 1 Orta

Evre 2 Orta - yuksek
Evre 3 Ciddi

Tablo-4: Adezyon evrelendirilmesi (12)

Evre O Yok

Evre 1 Orta

Evre 2 Orta - yuksek
Evre 3 Ciddi

istatistiksel Analiz :

Calismanin analizleri IBM SPSS 20.0 (Statistical Package for Social
Sciences, ABD) istatistik paket programi kullanilarak yapilmistir. Gruplar
arasinda fibrozis yayginhgdi, adezyon derecesi, fibroblast hicre yogunlugu,
yabanci cisim reaksiyonu, grandlasyon dokusu, enflamasyon ,Siyatik
Fonksiyon indeks'i, Skar Formasyon indeks'i agisindan elde edilen degerler
icin  medyan minimum ve maksimum degerleri verildi. Gruplar arasi
karsilagstirmalar Kruskal Wallis testi ile yapilarak karsilastinidi. Calismada
0,05’den kuguk p degerleri (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



BULGULAR

Cerrahi girisim sonuglari:

6 hafta sonunda deneklerde herhangi bir 6lim goériimedi. Ancak bu
surecte her gruptan birer hayvan olmak Uzere toplam 4 hayvanin sag ayak
3., 4. ve 5. parmaklarinda self mutilasyona bagli amputasyon goruldu (Sekil-

4). Bu denekler yuriime yolu testine tabi tutulmadi.

Sekil-4: Self mutilasyona bagh 3., 4., 5. parmakta amputasyon

10



Fonksiyonel Degerlendirme

Siyatik Fonksiyon indeksi

Degisken N | Ortalama Standart Standart 95% Giiven Araligi | Ki-Kare P
Sapma Hata Ortalamai

Alt Sinir | Ust Sinir

Sham | 9 | -75,6400 16,28778 ,67256 | -88,1599 | -63,1201

Kontrol | 9 | -69,6644 13,91055 ,97787 | -80,3570 | -58,9718

SFi HA 9 | -62,2700 12,45807 1,60599 |-71,8461 | -52,6939 | 25,194 | 0,130

HA Gel | 9 | -54,8433 6,07421 11,92850 | -64,0124 | -45,6743

Total | 36 | -65,6044 7,02702 15,35052 | -70,7983 | -60,4106

Tablo-5: SFi degerlerinin gruplara gore istatistiksel dagiimi

A

Tablo-6: SFi ortalama degerlerinin gruplar arasi karsilastiriimasi

Yapilan Kruskal Wallis analizine gére SFi degerleri bakimindan

Sham, Kontrol, HA ve Ha Gel gruplari arasinda istatistiksel olarak anlaml bir

fark  olmadigi

grubunun degerlerinin en ylksek oldugu tespit edilmistir. Bu degerler de

saptanmigtir

Tablo-5 ve 6'da gosterilmektedir.

(p=0,130).
degerlendirildiginde Kontrol grubunun SFi degerlerinin en disiik ve Ha Gel

11

Buna

gbre ortalamalar




Makroskopik degerlendirme:

TUm siganlarda cilt ve adele fasyasinin tamamen kapandigi, insizyon

hattinda enfeksiyon veya enflamatuar bulgu olmadigi goruldi. insizyon

hatlari yeniden acilarak Peterson ve ark. tarafindan tanimlanan sayisal

degerlendirme sklasina gére makroskopik degerlendirmeye tabi tutuldu (18)

(Tablo-1). Tablo-7'de de gruplardaki her bir denedin makroskopik
degerlendirme bulgulari gérulmektedir.
CILT KAPANMASI ADALE FASYA KAPANMASI SINIR YAPISIKLILIGI SINIR AYRILABILIRLIGI
1GRUP [2GRUP [3GRUP |4GRUP |LGRUP |26RUP |36RUP |acrUP [LaRUP [26RUP [3GRUP [4cRUP [1GRUP [2GRUP [sGRUP |4cRUP
112 1 1 14{1 1 1 1{83 3 2 2|3 3 2 <2
j 11 1 1|1 1 1 1|3 3 2 1|3 3 2 1
? 11 1 1|1 1 1 1|3 3 3 1|3 3 3 1
7 i1 1 1 1|1 1 1 1|2 2 1 1|2 2 1 1
? i+ 1 1 1{1 1 1 1{2 3 1 2|2 3 1 <2
: 11 1 1|1 1 1 1|3 2 2 1|3 2 2 1
7 11 1 1|1 1 1 1|3 3 2 2|3 3 2 2
: 11 1 1|1 1 1 1|3 3 1 2|3 3 1 2
: F+ 1 1 1{1 1 1 1|8 2 1 1|38 2 1 1
; i+ 1 1 1{1 1 1 1|2 2 2 3|2 2 2 3

Tablo-7: Petersen ve ark. tarafindan tarif edilen makroskopik degerlendirme

skalasina gore gruplarin karsilastiriimasi

12




Cilt ve adale kapanmasi agisindan 4 grup arasinda Kruskal wallis
testi ile yapilan degerlendirmede gruplar arasinda anlamh farkhhk

saptanmadi (p>0.05).

ayrilabilirligi

Degisken N | Ortalama | Standart | Standart 95% Giiven Ki-Kare P
Sapma Hata Araligi

Ortalamasi

Alt Ust

Sinir Sinir

Sham | 10| 2,7000 ,48305 ,15275 2,3544 | 3,0456

Kontrol | 10 | 2,6000 ,51640 ,16330 2,2306 | 2,9694

Sinir yapisikhgdi ve

HA 10| 1,7000 ,67495 ,21344 1,2172 | 2,1828 | 16,959 | 0,001

HA Gel | 10 1,6000 ,69921 22111 1,0998 | 2,1002
Total | 40 2,1500 , 76962 ,12169 1,9039 | 2,3961

Tablo-8: Makroskopik degerlendirme sonuglarinin istatistiksel analizi

Yapilan Kruskal Wallis analizine gore sinir yapigsikligi ve ayrilabilirligi
degerleri bakimindan Sham, Kontrol, HA ve Ha Gel gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu saptanmistir (p=0,001). Buna goére
ortalamalar degerlendirildiginde Sham grubunun sinir yapisikligi ve
ayrilabilirligi degerlerinin en yuksek, Ha Gel grubunun degerlerinin en dusuk
oldugu tespit edilmigtir. Tablo-8'de gruplarin makroskopik degerlerinin
istatistiksel analiz sonuglari gdsterilmigtir. Sekil-5 ve 6'da 6. hafta sonunda
grup 1 ve grup 4'e ait cerrahi sahanin makroskopik goruntulemeleri
gOsterilmektedir.
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Sekil-5: Cerrahi sahada gelisen kalin konnektif doku x4 (grup 1)

Sekil-6: Cerrahi sahada gelisen ince membran6z doku x4 (grup 4)
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Histopatolojik Degerlendirme

Reje_ngre Yabanci | ;.. .
Skar . sminn - Fibroblast cisim "t!.hab' Graniilasyon . .
Grup Formasyon | histomorfolojik hiicre Fibrozis Adezyon
indeks organizasyon sayisi q_ev sayisl dokusu
skalasi hacre
Grup 1/1 1,12 1 220 2 50 2 2 3
Grup 1/2 0,67 2 140 2 42 2 2 3
Grup 1/3 1,8 1 210 2 48 3 2 3
Grup 1/4 2,3 2 160 2 30 3 2 3
Grup 1/5 1,38 2 185 1 40 2 2 2
Grup 1/6 1,95 2 170 2 60 3 2 3
Grup 1/7 0,63 1 230 1 40 3 3 3
Grup 1/8 0,23 1 140 2 30 3 3 3
Grup 1/9 1,06 2 140 1 25 2 2 2
Grup 1/10 0,61 1 120 1 22 2 2 2
Grup 2/1 0,58 2 160 2 42 3 3 3
Grup 2/2 0,62 1 140 2 32 3 2 3
Grup 2/3 0,68 2 120 1 22 2 3 2
Grup 2/4 0,61 1 110 2 20 3 2 2
Grup 2/5 0,63 1 115 3 20 3 3 2
Grup 2/6 0,58 2 155 1 35 3 2 3
Grup 2/7 0,51 2 135 2 28 2 2 2
Grup 2/8 0,41 1 110 1 45 3 2 2
Grup 2/9 0,82 1 175 3 65 3 3 3
Grup 2/10 1,08 2 145 2 70 3 3 2
Grup 3/1 0,28 2 110 1 20 2 2 2
Grup 3/2 0,52 2 95 1 22 1 2 2
Grup 3/3 0,4 3 116 1 12 1 1 1
Grup 3/4 0,36 2 90 0 20 2 1 2
Grup 3/5 0,65 1 120 1 32 2 2 2
Grup 3/6 0,61 2 108 1 30 2 2 2
Grup 3/7 0,53 2 130 1 40 2 2 2
Grup 3/8 0,38 2 80 1 30 1 2 2
Grup 3/9 0,43 1 125 2 38 2 2 3
Grup 3/10 0,61 1 110 2 42 2 2 3
Grup 4/1 0,39 2 920 1 22 1 1 3
Grup 4/2 0,31 1 120 1 30 2 2 2
Grup 4/3 0,25 2 95 1 20 1 1 2
Grup 4/4 0,4 1 92 2 15 1 1 3
Grup 4/5 0,45 1 108 1 20 1 2 2
Grup 4/6 0,57 2 125 2 22 2 3 2
Grup 4/7 0,52 1 135 1 32 2 2 2
Grup 4/8 0,27 4 80 1 18 1 1 3
Grup 4/9 0,38 1 140 2 34 2 2 2
Grup 4/10 0,65 2 100 1 40 2 1 2

Tablo-9: Histopatolojik verilerin gruplara ait degerlendirme sonuglari

Tablo-9'da her bir denege ait tum histopatolojik degerlendirme sonuglari
gOsterilmisgtir.
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Skar Formasyonu

Degisken N | Ortalama | Standart | Standart 95% Giiven Araligi | Ki-Kare| P
Sapma Hata Ortalamasi
Alt Simir | Ust Sinir
Sham | 10| 1,1750 ,67325 ,21290 ,6934 1,6566
Skar Kontrol | 10 ,6520 ,18396 ,05817 ,5204 ,7836
formasyon HA 10 4770 ,12473 ,03944 ,3878 ,5662 16,660 | 0,001

Indeks HA Gel | 10 ,4190 ,13025 ,04119 ,3258 ,56122
Total | 40 ,6808 ,45932 ,07263 ,5339 ,8276

Tablo-10: Skar formasyon indeks de@erlerinin gruplara gore istatistiksel
dagilimi

Tablo-11: Skar formasyon
kargilastiriimasi

1,2

0,8

0,6

0,4

0,2
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Sekil-7: Skar formasyon indeksinin histopatolojik gorunimu ve sematiksel
hesaplanmasi (a/b) HE x 40) (Grupl)

Sekil-8: Skar formasyon indeksinin histopatolojik gérinumu ve sematiksel
hesaplanmasi (a/b) (HE x 40) (Grup 4)

17



Yapilan Kruskal Wallis analizine gére sinir Skar formasyon indeks degerleri
bakimindan Sham, Kontrol, HA ve Ha Gel gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir fark oldugu saptanmistir (p=0,001). Buna goére ortalamalar
degerlendirildiginde Sham grubunun Skar formasyon indeks degerlerinin en yuksek
ve Ha Gel grubunun degerlerinin en dusik oldugu tespit edilmistir. Degerlendirme
sonuglari Tablo-10 ve 11'de mevcuttur. Sekil-7 ve 8'de de skar formasyon indeksinin

histopatolojik preperatlarda sematiksel olarak hesaplanmasi gérilmektedir.

Diger Histopatolojik Veriler

3 —
2,5 -
2 - W Seril
W Seri 2
1,5 A
m Seri 3
1 - .
HSerid
0,5 -
0 T T T T T
Rej. Sin. ska y.c. Dev hiic.  gran. Doku fibrozis adezyon

Tablo-12: Gruplarin diger histopatolojik verilerin puanlarinin ortalama
degerlerinin karsilastiriimal grafigi

(rej.skin.ska: rejenere sinirin histomorfolojik organizasyon skalasi, y.c.Dev huc.: yabanci
cisim dev huicre, gran.doku: grantlasyon dokusu)

Tablo-12'de Skar formasyon indeksi hari¢ diger histopatolojik verilerin
kargilastiriimal grafigi gdsterilmistir.
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Rejenere Sinirin Histomorfolojik Orgnanizasyon Skalasi

Degisken N | Ortalama | Standart | Standart | 95% Giiven Araligi |Ki-Kare P
Sapma Hata Ortalamasi
Alt Sinir | Ust Sinir
Sham | 10| 1,5000 ,52705 ,16667 1,1230 1,8770
Rejenere Sinirin
] N Kontrol | 10 | 1,5000 ,52705 ,16667 1,1230 1,8770
Histomorfolojik
. HA 10| 1,8000 ,63246 ,20000 1,3476 2,2524 1,478 | 0,687
Orgnanizasyon
Skalas| HA Gel | 10 | 1,7000 ,94868 ,30000 1,0214 2,3786
Total | 40| 1,6250 ,66747 ,10554 1,4115 1,8385

Tablo-13: Rejenere sinirin histomorfolojik organizasyon skalasinin gruplara

gore istatistiksel dagilimi

Sekil-9: Proksimalden distale kot aksonal organizasyonun histopatolojik
gorinimu (HE x 40) (Grupl)
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Sekil-10: Proksimalden distale iyi aksonal organizasyonun histopatolojik
gorinimu (HE x 40) (Grup4)

Yapilan Kruskal Wallis analizine gore rejenere sinirin histomorfolojik
organizasyon skala degerleri bakimindan Sham, Kontrol, HA ve Ha Gel
gruplarn arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi saptanmistir
(p=0,687). Degerlendirme Tablo-13'te gosterilmigstir. Sekil-9 ve 10'da gruplara

ait aksonal organizasyonun histopatolojik 6rnekleri gosteriimektedir.

Fibroblast Sayisi

Degisken N | Ortalama | Standart | Standart 95% Giiven Araligi Ki-Kare P
Sapma Hata Ortalamai
Alt Simir | Ust Sinir

Sham |10 | 171,5000 | 38,30071 | 12,11175 144,1013 198,8987
Kontrol | 10 | 136,5000 | 22,61391 7,15115 120,3230 152,6770

HA 10 | 108,4000 | 15,86190 | 5,01597 97,0531 119,7469 | 20,905 | 0,001
HA Gel | 10 | 108,5000 | 20,49526 6,48117 93,8386 123,1614
Total | 40 | 131,2250 | 36,06368 5,70217 119,6913 142,7587

Fibroblast
Sayisi

Tablo-14: Fibroblast sayisinin gruplara gore istatistiksel dagilimi
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Tablo-15: Fibroblast sayisi ortalama degerlerinin  gruplar arasi

karsilagtinimali grafigi

Sekil-11: Fibroblast ve iltihabi hucrelerin histopatolojik gérunumu (HE x 40)
(Grup 1)
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Sekil-12: Fibroblast ve iltihabi hicrelerin histopatolojik gérinimua (HE x 40)
(Grup 4)

—> : Fibroblast

= - [Itihabi hiicreler

Yapilan Kruskal Wallis analizine gore fibroblast degerleri bakimindan
Sham, Kontrol, HA ve Ha Gel gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark  oldugu  saptanmistir  (p=0,001). Buna gb6re ortalamalar
degerlendirildiginde Sham grubunun fibroblast degerlerinin en yiksek ve HA
grubunun degerlerinin en dusuk oldugu tespit edilmigtir. Degerlendirme
Tablo-14 ve 15'te gosteriimektedir. Fibroblast ve iltihabi hicre sayimi sinir
tamir dokusu etrafindaki skar dokusunda 4 ayri kadrandaki yapilan sayima
gore yapimistir. Sekil-11 ve 12'de gruplara ait fibroblast ve iltihabi hucre

sayiminin histopatolojik 6érnekleri gosterilmistir.
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Graniilasyon Dokusu

Degisken N Ortalama | Standart | Standart 95% Giiven Araligi Ki-Kare P
Sapma Hata Ortalamasi
Alt Sinir Ust Sinir
Sham | 10 2,5000 ,52705 ,16667 2,1230 2,8770
Kontrol | 10 2,8000 42164 ,13333 2,4984 3,1016
Granulasyon
DokusU HA 10 1,7000 ,48305 ,15275 1,3544 2,0456 | 22,768 | 0,001
HA Gel | 10 1,5000 ,52705 ,16667 1,1230 1,8770
Total 40 2,1250 ,72280 ,11428 1,8938 2,3562

Tablo-16: Granulasyon dokusu degerlerinin gruplara gore istatistiksel
dagilimi

Yapilan Kruskal Wallis analizine gore granulasyon doku varligi
degerleri bakimindan Sham, Kontrol, HA ve Ha Gel gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu saptanmistir (p=0,001). Buna goére
ortalamalar degerlendirildiginde kontrol grubunun granulasyon doku varligi
degerlerinin en yuksek ve Ha Gel grubunun deg@erlerinin en dusik oldugu

tespit edilmigtir. Degerlendirme sonuglari Tablo-16'da gosterilmigtir.
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Fibrozis

Degisken N Ortalama Standart Standart | 95% Giiven Arah@i | Ki-Kare P
Sapma Hata Ortalamasi
Alt Sinir | Ust Sinir
Sham 10 2,2000 42164 ,13333 1,8984 2,5016
Kontrol | 10 2,5000 ,52705 ,16667 2,1230 2,8770
Fibrozis HA 10 1,8000 42164 ,13333 1,4984 2,1016 | 12,657 | 0,005
HA Gel |10 1,6000 ,69921 22111 1,0998 2,1002
Total 40 2,0250 ,61966 ,09798 1,8268 2,2232

Tablo-17: Fibrozis yogunlugu degerlerinin gruplara gore istatistiksel dagilimi

Sekil-13: Fibrozisin histopatolojik gérinimu (MT x 40) (Grup 1)
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Sekil-14: Fibrozisin histopatolojik goranumua (MT x 40) (Grup 4)

Yapilan Kruskal Wallis analizine gore fibrozis yogunlugu degerleri
bakimindan Sham, Kontrol, HA ve Ha Gel gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark oldugu saptanmistir (p=0,005). Buna goére ortalamalar
degerlendirildiginde Kontrol grubunun fibrozis yogunlugu dedgerlerinin en
yuksek ve Ha Gel grubunun deg@erlerinin en dusuk oldugu tespit edilmigtir.
Degerlendirme sonuglari Tablo-17'de gosterilmistir. Sekil-13 ve 14'te gruplara

ait fibrozisin histopatolojik 6rnekleri gosterilmistir.

Adezyon
Degisken N Ortalama | Standart | Standart 95% Giiven Araligi Ki- P
Sapma Hata Ortalamasi Kare
Alt Sinir | Ust Sinir
Sham 10 2,7000 ,48305 ,15275 2,3544 3,0456
Kontrol | 10 2,4000 ,51640 ,16330 2,0306 2,7694
Adezyon HA 10 2,1000 ,56765 ,17951 1,6939 2,5061 6,243 | 0,100

HA Gel | 10 2,3000 ,48305 ,15275 1,9544 2,6456

Total 40 2,3750 ,54006 ,08539 2,2023 2,5477

Tablo-18: Adezyon degerlerinin gruplara gore istatistiksel dagilimi
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Sekil-15: Adezyonun histopatolojik gérinimi (HE x 40) (Grup 1)

Sekil-16: Adezyonun histopatolojik gérunuma (HE x 40) (Grup 4)
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Yapilan Kruskal Wallis analizine gore adezyon degerleri bakimindan
Sham, Kontrol, HA ve Ha Gel gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark olmadigi saptanmistir (p=0,100). Degerlendirme sonuglari Tablo-18'de

gosterilmistir.  Sekil-15 ve 16'da gruplara ait adezyonun histopatolojik

ornekleri gosterilmigtir.
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TARTISMA VE SONUG

Standart ug-uca sinir onarimi sonrasi tam olmayan iyilesmeden sorumlu
en onemli faktor onarim alanindaki skar formasyonudur. Epindral skarlasma,
iletimin 6nlenmesine neden olur ve aksonal rejenerasyon i¢in mekanik bir bariyer
olusturur. Ekstranoéral skarlagsma ise sinirlerin komsu dokulara yapismasina yol
acabilir. Bdoylece sinir mobilitesine engel olarak traksiyon zedelenmesine ve
damarlarinin vazospazmina yol acabilir. Bu da iskemiye ve sonrasinda
irreversible sinir hasarina neden olmaktadir. Epindral ve ekstrandral skar
formasyonunu azaltmanin, periferik sinir onarimi sonrasi sonuglari iyilestirebildigi
gosterilmistir (16). Literatirde periferik sinir cerrahisinde perindral skar

olusumunu engellemek i¢in bir cok ajan denenmistir.

Siganlarda periferik sinir hasari sonrasi primer onarim yapilarak
mesafaye topikal olarak sitokolin uygulanan bir calismada sitikolinin perinéral
skar dokusunu azalttigi, aksonal rejenerasyonu ve fonksiyonel geri kazanimi
arttirdigi gosterilmistir (36). Yine ayni sigan modelinde yapilan bir baska
calismada ise topikal olarak uygulanan sitidin+kolin ve CDP-kolin'in skar
dokusu olusumunun engellendigi, sitidin ve kolin birlikte verildiginde ise
aksonal rejenerasyonu potansiyelize ederek fonksiyonel geri kazanimi
arttirdigi saptanmistir (37). Ayni grup tarafindan yapilan bu c¢alismanin
devami niteligindeki diger ¢calismalarda sistemik ve farkli dozlarda uygulanan
CDP-Kolinin hem skar dokusu olusumunu engelledigi hem de fonksiyonel
geri kazanimi arttirarak rejenerasyonu guglendirdigini saptanmis ve bunun da
doz bagimh olabilecegi gosterilmigtir (38,39). Yine literaturde sigan siyatik
sinir modelinde ADCON-T/N ve Aprotinin maddelerinin topikal uygulanmasi
ile yapilan ¢alismalarda perindral skar olusumunun azalttigi rapor edilmistir
(14,18). ilbay ve ark. siyatik sinir kesisi ve tamir modelinde yaptiklari
calismada topikal olarak uyguladiklari mitomisin C maddesinin perinoral skar
olusumunu azalttigini gézlemlemiglerdir (15). Albayrak ve ark. da benzer
deney modelinde topikal olarak uyguladiklari Doxorubucin maddesinin de
epinoral fibrozisi azalttigini gozlemlemiglerdir (48). Gorgulu ve ark. sigcan

siyatik sinir hasari sonrasi uygulanan dusuk doz radyasyonun epinoral
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fibrozisi azalttigini gostermiglerdir (40). Castaneda ve ark. ise periferik sinir
hasarindan sonra lezyona ugramig bolgeyi vaskularize omental greft ile
tedavi etmis ve perinoral fibrozisin azaltildigini géstermiglerdir (41).

Perindral skar formasyonunu engellemek ic¢in kullanilan ajanlardan
bir digeri ise HA'dir. HA maddesinin in vivo ve in vitro ¢alismalarda hucrelerin
gocu ve cogalmasi Uzerine olumlu etkileri oldugu gosterilmistir (23,42,43).
Seckel ve ark. sinir rejenerasyonunu degerlendirmek icin sentetik iletici tlp
yapilar kullanarak ve perkitan yolla HA vererek HA'dan zengin bir ortam
olusturmuslar bunu da fizyolojik salin grubu ile kargilastirmiglar, sonugta sinir
rejenerasyonunu HA kullanilan grupta salin kullanilan gruba goére daha ustin
bulmuslardir (23).

Bir baska calismada da insan amniyon zarindan Uretilen eriyebilir
iletici tip icine NGF ve HA verilerek elde edilen iletici tip yap! tavsan siatik
sinirinde 25 mm defekt onariminda kullaniimistir. Kontrol grubu olarak da igi
salin doldurulan gruba gére NGF ve HA uygulanan gruba ait sonuclar daha
Ustlin bulunmustur ve ideal bir iletici sistem oldugu sonucuna varilmistir (44).

Wang ve ark.'nin yaptigi bir bagska benzer galismada ise yine sigan
siyatik siniri ve deri altina uzantisi olan sentetik bir iletici tip yapi
kullaniimistir. Bu ¢alismada da HA maddesi kullaniimis ve salin grubu ile
kargilastiriimistir. Sonug¢ olarak yine HA kullanilan grubun sonuglar salin
kullanilan gruba goére daha iyi bulunmustur ve HA’'nin aksonal rejenerasyona
olumlu etkileri olduguna dair bir diger 6rnek ¢alismadir (45).

Ozgenel ve ark. tarafindan yapilan ¢alismalarda HA ve HA ile insan
amniyotik sivisinin sigan siyatik siniri etrafina topikal uygulanmasiyla epinéral
fibrozisin azaltildigi ve aksonal rejenerasyonu arttinlldigi gdsterilmistir
(16,17). Bizim c¢alismamizda da literatirde perindral skar formasyonu,
fibrozisi dnlemede ve fonksiyonel iyilesmede etkinligi kanitlanan HA'nin etkin

oldugu kanitlanmig ki bu da literaturle uyumludur.

Bu glne kadar periferik sinir cerrahisi alaninda yapiimis sayisiz
calisma olmasina ragmen, onarim hattinda skar dokusunun azaltiimasi ve
uygun dogrultuda aksonal rejenerasyonun saglanmasi igin yapilan ¢alismalar

halen periferik sinir cerrahisinin en énemli arastirma konularindan biri olmaya
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devam etmektedir. Bu konu Uzerine birgok ajan denenip etkinligi deneysel
calismalarla kanittanmis olmasina ragmen, klinik pratikte kullanim alani
bulamamistir. HA gel de glinimuzde diger cerrahi branslarda postoperatif
yapisikliklari dnlemede yaygin olarak kullaniimaktadir (46, 28, 31). Ancak HA
gel'in periferik sinir cerrahisi sonrasi perindral skar formasyonu Uzerindeki
etkinligini gosteren bir ¢calisma yoktur. Biz de ¢alismamizda HA gel'i topikal
olarak uygulayarak periferik sinir kesisi ve tamir alaninda ylksek
konsantrasyonda bulunmasini saglayip, hem fonksiyonel iyilesme hem de
perindral skar formasyonunu engelleme Uzerine etkilerini degerlendirmek
istedik.

HA gel saf HA oligomerlerinden elde edilir (24, 25). Bu HA
derivesinin TNF-a ve TNF-B’'nin kuvvetli bir inhibitdri oldugu goésterilmistir
(26, 29). HA gelin, HA'ya gore viskozitesi daha dusiuk oldugundan dokuda
kalma zamani daha uzundur, 7 gun i¢inde HA'nin dogal parcalanma
sureciyle yok olur (26, 27). HA gel hidrolitik parcalanmayi geciktirici, dokuda
daha uzun sure kalici etkiye sahiptir.

Strand ve ark. intraartikuler tek seferlik HA gel enjeksiyonunun
semptomatik osteoartritli hastalarda kikirdak dejenerasyonu ile agriyr anlamli

Olclde azalttigini gostermislerdir (27).

De Wit ve ark.lari cerrahi olarak tedavi edilmis tavsanlarda dijital
fleksor tendonlari tzerinde, HA gel’'in tendon iyilesme hizini belirgin olarak
arttirdi§i, ancak sikatris ve adezyon dokusu uUzerine etkisi olmadigi rapor
etmistir (47). Calismamizda da topikal olarak uygulanan HA gel'in diger
gruplarla kiyaslandiginda adezyon dokusu Uuzerine etkisinin kontrol

grubundan Ustun ancak HA'dan ustin olmadigr saptanmigtir.

Mais ve ark. yaptiklari ¢calismada laparaskopik miyomektomi sonrasi
intraperitoneal HA gel uygulamasinin histeroskopi sonrasi intrauterin
yapisikliklarin énlendigini gostermiglerdir (24).

Isik ve ark. HA gel'in epidural fibrozis Uzerine etkinligini arastirdigi
calismada HA gel'in epidural fibrozis olusumunu 6nledigi tespit edilmistir (32).

Literatirde periferik sinir kesisi ve tamiri modelinde olusan epinéral

fibrozis gelisiminin 4.ve 6.haftalar arasinda oldugu gozlemlenmistir (14, 16,
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17, 18, 40). Literatlrle paralel olarak ¢alismamizda da 6. haftada yapilan
degerlendirmeler sonucunda tum deneklerde cilt ve adale fasyasinin
tamamen kapandigi ve herhangi bir komplikasyon gelismedigi gorulmustar.
Ayrica HA gel uygulanan grupta siyatik sinirin etrafini diger gruplara nazaran
daha ince-membrandz bir bag dokusunun sardigi ve sinirin gevre dokulardan
da daha kolaylikla ayrilabildigi goralmuastur.

Calismamizda her gruptan birer denekte (4 denekte) 6.hafta sonunda
cerrahinin yapildigi tarafta néropatik agridan dolay! self mutilasyona bagli
ayak parmaklarinda amputasyonlar gozlemlenmistir. Hare ve ark. da
yaptiklari benzer c¢alismada cerrahinin yapildigi tarafta self mutilasyon
belirtileri olabileceginden bahsetmislerdir (33). Self mutilasyonun her denek
grubunda gorulmesi cerrahi sahaya verilen maddelerden bagimsiz ve yapilan
isleme baglh oldugunu gdstermektedir.

Sonug olarak galismamizda kullanilan HA gel’ in; Skar Formasyon
indeks'i, granulasyon doku varligi, fibrozis yodunlugu bakimindan diger
gruplara oranla istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir. Bununla
birlikte fibroblast ve iltihabi hicre sayisinin en az oldugu grup ise HA
grubudur ve istatistiksel olarak anlamlidir. Bu da HA gel’in skar ve fibrotik
dokunun cevre dokulara yaptigi basi ve dolayisiyla basi semptomlarini,
ayrica  gerekebilecek ikinci bir cerrahi durumunda operasyon
komplikasyonlarini azaltacagini distindirmektedir. Daha 6nceden etkinligi
kanitlanan HA gibi HA gel'in de perindral skar formasyonu onlemede,
fonksiyonel iyilesmede etkin oldugu ve daha ileri caligmalar ile klinik pratikte

uygulama alani bulacagi kanaatindeyiz.
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TGF
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TNF-B
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. Fibroblast Buyume Faktoru

. HiyalUronik Asid

. Derive Edilmis Yuksek Molekuler Agirhikli HiyalUronik Asid
: Hematoksilen Eozin

. Yuksek Molekuler Agirhikli Hiyaltronik Asid
: 2. ve 4. Parmak Araligi

: Masson Trichrome

. Sinir Buylime Faktori

: Basi Uzunlugu

. Serum Fizyolojik

: Siyatik Fonksiyon indeksi

: Transforme Edici Buylume Faktoru

: Tumor Nekroz Faktor-a

: Tumor Nekroz Faktor -3

: 1.ve 5. Parmak Araligi
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