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OZET

~ Periferik sinir hasarinin aksonal tamiri ve tam fonksiyonel geri kazanim
halen ulasilamamis bir ideal olarak durmaktadir. Calismamizda, siyatik sinirde kesi
sonucu olusturulan hasar ve primer anastomoz sonrasi topikal CDP-kolin
(Sitikolin) uygulanmasinin perinéral skar dokusu, aksonal rejenerasyon ve
fonksiyonel bozuklugun geri kazanimi U(zerine olan etkilerinin arastirimasi
amaglandi. Degerlendirme histomorfolojik, elektrofizyolojik ve siyatik fonksiyon
indeksi (SFi) temel alinarak yapildi. '

Calismada, 70 adet Spraque-Dawley tipi disi yetiskin sigan kullanildi.
Posterior longitudinal cilt insizyonu ile sad siyatik sinir ortaya konuldu ve
mikromakas ile kesildi. Olusturulan lezyon sonrasi hemen 8/0 monoflaman sitir
ile primer anastomoz yapildi. Tamir alani c¢evresine deney grubunda (n=35)
sitikolin (100 microM — 4 diziem), kontrol grubunda (n=35) ise serum fizyolojik (4
diziem) topikal olarak uygulandi.

4. hafta sonunda her gruptan 10 sican perinéral skar dokusunun
incelenmesi amaciyla sakrifiye edildi. Kontrol grubunda bulunan 3 sigan 4. hafta
sonunda, EMG igin verilen genel anesteziyi takiben 6ldl. Yine kontrol grubunda
yer alan 1 sigan 10. haftanin sonunda kafesinde 6li olarak bulundu. 12. hafta
sonunda uygulanan yiriime yolu analizi ve elektro myografi (EMG) sonrasinda
hayatta kalan siganlar sakrifiye edildi ve enblok olarak g¢ikartilmis ve %10
formalinde fikse edilmis siyatik sinirler histomorfolojik degerlendirmeye tabi tutuldu.

4. ve 12. haftada yapilan makroskopik degerlendirmede, serum fizyolojik
uygulanan grupta hasar olusturulmus ve tamir edilmis siyatik siniri gevre dokulara
yapistiran ve sinir ayrilabilirligini zorlastiran kalin ve sert bir konnektif doku
olustugu goéraldi. Skar formasyon indeksi degerleri sitikolin uygulanan grupta daha
disuktt (p<0,001). Myelin boyasi ile transvers kesitlerde yapilan degerlendirmede
akson sayisi ve akson c¢api sonuglarnnin sitikolin uygulanan grupta anlamli
derecede ylksek oldugu bulundu (akson sayisi igin p<0,001, akson gap! igin
p<0,01). EMG ve SFI ile takip edilen fonksiyonel geri kazanimin da sitikolin
uygulanan grupta daha yiiksek oldugu goérildii. SFI degerleri 4. haftadan itibaren,



EMG degerleri ise 12. haftadan itibaren istatistiksel olarak anlamli fark gosterdi
(SFl icin p<0,001, EMG igin p<0,05).

~ Galismamizda topikal olarak uygulanan sitikolinin perinéral skar olugumunu
azalttig1 ve aksonal rejenerasyonu arttirarak fonksiyonel geri kazanimi sagladigi
sonucuna varlmistir. Uygulanan tedavinin; periferik sinir cerrahisinde uygulanan
diger deneysel tedavi yontemleri ve secgenekleri ile kombine edilmesi ve

sonuglarinin daha da detayl arastiriimasi gerektigi kanisindayiz.
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SUMMARY

~Axonal regeneration and complete functional recovery still remains as an
unreached ideal in peripheral nerve injury. The aim of this study was to investigate
the effects of topical administered CDP-cholin (citicolin) on perineural scar tissue,
axonal regeneration and functional recovery after sharp incision injury and primer
anastomosis on the rat sciatic nerve. Assessment was made on the basis of
histomorphology, electrophysiology and sciatic function index.

Seventy Spraque Dawley female adult rats were used in this study. The
right sciatic nerve was exposed via a posterior longitudinal skin incision and cut
with microscissors sharply. Thereafter primer anastomosis was made promptly
with 8/0 monoflament suture. Adjacent to the lesion citicolin (100 microM- 4
diziem) in the experiment group (n= 35) and serum physiologic (4 dzm) in the
control group (n=35) were administered topically. At the end of the fourth week 10
rats per group were sacrified in order to investigate the perineural scar tissue.
Three rats of the control group died after fourth week during anesthesia for
electromyelography (EMG). One rat in the control group was found dead in its
cage after 10. week. At the end of the 12. week after the walking track and EMG
analysis the survivors were sacrified; the sciatic nerves removed en-bloc and fixed
in 10 % formaline were assessed hystomorphologically.

On the macroscopic assessment performed at the fourth and twelfth week,
there was a thick connective tissue around the sciatic nerves in the control group.
Scar formation index was lower in the citicolin group (p<0.001). Analysis of myelin
stained transverse nerve sections revealed statistically higher axon number and
diameters in the citicoline group (for the number of axons p<0.001, the diameter
of the axons p<0.01). Also the functional recovery assessed with EMG and SFI
was better in the citicolin group. SFI values after 4. week and EMG values after
the 12. week showed statistically significant difference (p<0.001 for SFi, p<0.05 for
EMG).

In our study we found that topical administered citicolin reduced the

perineural scar formation and provided functional recovery by increasing the
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axonal regeneration. We think that this therapy should be combined with the other

treatment modalities and the results should be investigated more precisely.
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GIRIS

Terzis ve ark.’larinin, periferik sinir - cerrahisinin tarihgesi ile ilgili
yaptiklari ¢galismada, periferik sinir sisteminin yazili olarak ilk tanimlanmasi
MO. V. ylzyilda Hipocrates ve MS. lll. ylzyilda Herophilus tarafindan,
yapildigi ilk sinir tamirinin ise Iran’i Rhazes (850-932) ve ibn-i Sina (980-
1037) tarafindan gerceklestirildigi belirtilmigtir (1). Yine ayni yazarlara gore,
13. ylzyilda Parmali Roger tarafindan periferik sinir hasar tamirinde topikal
olarak yumurta albumini uygulaniimis ve bunun yapistirict 6zellijinden
faydalanildigr belirtilmistir (1). Frances Glisson (1597- 1677) sinirlerin
uyarilabilir oldugunu bulmustur. Leewenhoek A.V. (1632-1723); periferik
sinirin mikroskopik yapisini tarif etmistir (1). Periferik sinirde aksonlarin ve
myelin kilifin tanimlanmasi Fontana (1730-1805) tarafindan yapilmistir (1).
Galvani (1737-1798) kurbagalarda yaptigi bir calismada sinitlerin elektrik
sitimiilasyona verdigi yaniti gdstererek fonksiyonel bir bakis agisi
kazandirmistir (1). Sir Charles Bell (1774-1842) motor liflerin ventral root’lar
ile olan iligkisini, Francois Magendie (1783-1855) ise, sensoriyal liflerin dorsal
rootlar ile olan birlikteligini tarif etmiglerdir (1). Theodore Schwann (1810-
1897) kendi adiyla tarif edilen schwann hicrelerini tanimlamigtir (1). Gustus
Waller 1850’de kesiye ugratiimig sinirin distal ucundaki hasan Wallerian
dejenerasyon olarak tarif etmistir (1). 1873’'de Hueter, periferik sinirde
epindéral onarim metodunu tanimlamistir (1). 1964'de Kurze ve Smith
birbirlerinden habersiz olarak operasyon mikroskobunun periferik sinir
cerrahisindeki 6nemini vurgulamiglardir (1). Hakstian ve ark., 1968’de
elektrostimilator kullanarak motor lifleri sensorial liflerden ayirmis ve bunlarin
ayri ayri dikilmesinin birlikte dikilmesinden daha vyararl oldugunu
gostermiglerdir (1). Terzis ve ark., 1975te periferik sinir lezyonunda
uygulanan ucg-uca anastomoz modelinde gerilimsiz uygulanan teknigin
yararlarini da elektrofizyolojik parametreler ile gdstermislerdir (2). Sadece
motor liflerde olan asetil kolin esterazin boyanmasi ydntemiyle sensériyal ve
motor liflerin aynminin mimkiin oldugu gosterilmis ve 1976'dan itibaren

operatif bir teknik olarak kullanabilecegini kanitlamiglardir (3). Williams ve



Terzis, 1976’da fasiklllerden tek tek intraoperatif kayit alip liflerin fonksiyonel
kapasitelerini ortaya c¢ikararak inkomplet sinir lezyonununda olusabilecek
iatrojenik hasarlanmay! engellemigler ve komplet lezyona dondstirme
komplikasyonunun engellenmesindeki kullanimini bildirmiglerdir (4).

‘ Seddon, periferik sinir hasarint noéropraksi, aksonotmezis ve
nérotmezis olmak {zere (¢ asamali fonksiyonel klasifikasyon ile
tanimlamistir. Noropaksi, kompresyon hasari sonrast meydana gelen akut bir
demyelizasyon durumudur. Bu durum yeni myelin yapimina kadar (haftalar
ve aylar igerisinde) mevcut klinik yansimasini korur (5). Komplet motor
paralizi mevcuttur, duyusal ve sempatik fonksiyonlar genellikle korunmustur.
Aksonotmezis endondral tlplerin intakt kaldigi ancak aksonal ‘devamlllilgln
kayboldugu ve Wallerian dejenerasyon ile sonuglanan transseksiyon
hasarndir, ancak uzamis kompresyon hasarinda da meydana gelebilir.
Fonksiyonel geri kazanim i¢in gegcmesi gereken sure, aksonal rejenerasyon
ve hedef dokudaki reinnervasyon sirecine baghdir. Nérotmezis ise sinir
bitinliginin tamamen bozuldugu total dezorganizasyon durumudur. Bu
kesilerde spontan rejenerasyon olusmaz ve cerrahi tamir gerektirir (5).
Lundborg ve ark.’lari tarafindan bildirildigine goére, klinik pratikte sinir
hasarlanmasi genellikle miks karakterdedir ve her zaman Seddon
klasifikasyonundaki tanimlamalardan birine karsilik gelmeyebilir. Bu nedenle
Sunderland., yeni bir klasifikasyon ile Seddon klasifikasyonunu modifiye
etmistir (6). 1- Seddon klasifikasyonunda tanimlanan néropraksiye kargilik
gelir. 2- Seddon klasifikasyonunda tanimlanan aksonotmezise karsilik gelir.
3- Aksonotmezis ile birlikte endonérium hasarlanmasi mevcuttur. 4-
Aksonotmezis ile birlikte endondral ve perinéral hasarlanma mevcuttur. 5-
Norotmezis (6).

Doku hasarindan sonra ortaya ¢ikan skar olusumu yara iyilesmesinin
énemli bir komponentidir. Periferik sinir hasarindan sonra ortaya ¢ikan
epindral skar olusumu sinirin komsu dokulara yapismasina neden olmaktadir.
Periferik sinirin normal longitudinal kayma hareketini engelleyerek mobilitesini
azaltan epindral skar dokusu, ayni zamanda sinir komsulugundaki

damarlarda vazospazm ve retraksiyon olusturarak, sinirde iskemiye ve geri



dénlsiumsiiz hasarlanmaya neden olmaktadir (7, 8, 9, 10). Fleksiyon ve
ekstansiyon hareketleri sirasinda retraksiyona ve sekonder olarak iskemiye
bagh gelisen geri dénlsimsiz sinir hasarlanmasini engellemek ve aksonal
rejenerasyonu arttirmak amaciyla kesiye ugratilmis periferik sinir etrafina
jelatinize  maddelerin  topikal uygulanmasinin  olumlu  makroskopik,
histomorfolojik ve fonksiyonel sonuglar verdigi gosterilmistir (7, 8, 9, 11).
Ekstranéral skar olusumunun makroskopik degerlendiriimesinde Petersen ve
ark., tarafindan tanimlanan skala énemli bir dederlendirme parametresidir.
Bu skala ile hem cilt ve adele fasyasinin cerrahiye sekonder iyilesmesi takip
edilebilmekte, hem de lezyona ugratiimis periferik sinirin cevre dokulara
yapisikhgr  ve bu vyapilardan  ayrilabilifligi  makroskopik  olarak
degerlendiriimektedir (8) (Tablo-1).

Tablo-1: Petersen ve ark., tarafindan tanimlanan makroskopik degerlendirme

icin sayisal degerlendirme semasi (8).

Doku Grade Tanimlama

Cilt ve adele fasyasi 1 Tamamen kapanmis
2 Kismen agik
3 Tamamen agik

Sinir yapisikligi ve

ayrilabilirligi 1 Diseksiyon yok veya hafif kiint
diseksiyon
2 Biraz kuvvetli kiint diseksiyon
3 Keskin diseksiyon

Periferik sinir lezyonunda, bag dokusu proliferasyonuna bagl olarak
gelisen skar dokusuna, rejenere olan sinir lifleri ulagtigindan néroma geligir.
Bu durum distal sinir glidigtine ulasan akson sayisinda azalmaya ve dolayisi
ile fonksiyonel geri kazanimin kaybina neden olmaktadir (12).

Terzis ve ark.’nin bildirdigine gdbre, nérotropizm ilk olarak 1898’de
Frossman tarafindan ortaya atilmig, sinirin endojen veya diger uca dogru

olan atraksiyonu seklinde tanimlanmistir (1). Politis, 1982'de trofik faktor



konsantrasyon gradienti kullanarak sinir liflerinin distal sinir ucuna dogru bir
kanal icerisinde ilerlediklerini gdstermistir (13).

Rejenere olan aksonun Schwann hiicresi ylzeyi boyunca ilerlemesi;
norotrofik faktérlerin sinir hiicre gbévdesi boyunca retrograd olarak taginmasi
ve kendilerine ait olan yuksek affiniteli tirozin kinaz (trkA,trkB,trkC) ve disik
affiniteli p75 reseptérlerine baglanmasi ile agiklanmaktadir (14). Aksotomi
distal aksonda Wallerian dejenerasyona neden olmakta ve bu durum néronal
elemanlann myelin artiklarint  fagosite eden Schwann hiicrelerinin
proliferasyonuna neden olmaktadir (14).

Normal periferik sinir lifinin selliller ve aselliller elemanlar arasindaki
iligkinin travma ile hasar gérmesini takiben, fasikller rekonstriiksiyonun
olugabilmesi icin gerekli olan en ©6nemli etken hasarin distalindeki
endondriumun saglam kalmasidir. Schwann hiicreleri ve bazal laminadan
olusan Bugner bantlan 6nderliginde proksimal ugtan noérit uzanimi
(rejenerasyon) gergeklesmektedir (15). Wallerian dejenerasyonun Schwann
hiicre proliferasyonunu indikledigi, yasayan Schwann hicreleri iceren sinir
greftleri sadece bazal lamina igeren sinir greftleri ile kiyaslandiginda aksonal
rejenerasyon Uzerine daha etkili oldugu bilinmektedir (14, 15, 16). Schwann
hicreleri periferik sinir  hasarni takiben aksonal rejenerasyon ve
matlrasyonun saglanmasi amaciyla “Nerve Growth Factor” (NGF), “insulin-
like Growth Factor-1” (IGF-1), “Ciliary Neurotrophic Factor” (CNTF) ve
“Brain-Derived Neurotrophic Factor” (BDNF) sentez ve saliniminda gorev
alrlar. Schwann hicre kiltirleri (zerinde spesifik antikorlar kullanilarak
yapilan bir c¢alismada, NGF, BDNF, CNTF gibi noérotrofik faktdrler
gosterilmigtir (17, 18, 19). Major norotrofik faktdrler; norotrofinler [NGF,
BDNF,Neurotrophin-3 (NT3), Neurotrophin- 4/5(NT4/5)], néropoetik stokinler
[CNTF, Interleucin-1 (IL-1), Interleucin-3 (IL-3), Interleucin-6 (IL-6)] ve
fibroblast growth faktérleri [acidic Fibroblast Growth Factor(FGFa), basic
Fibroblast Growth Factor (FGFb) ] ile digerleri [Glial-cell-line-Derived
Neurotrophic Factor (GDNF), Endotelial Growth Factor(EGF), Transforming
Growth Factor -B (TGF-B) ] seklinde siniflandiriimistir (20).



Schwann hicreleri kendi Uzerlerinde yerlesmis olan NGF reseptor
ekspresyonunu 1 hafta igerisinde maksimal dlzeye ulagtirmaktadirlar.
Aksonal rejenerasyon Schwann hicre yuzeyine ulagtiyinda, NGF reseptor
ekspresyonu baskilanmaktadir (14). Normalde NGF-mRNA'In saglikli
sinirlerde disik konsantrasyonlarda bulundudu halde periferik sinir hasarini
takiben intraselliler yogunlugu arttigi ve NGF sentezi ve yogunlugunun
artmasina neden oldudu bildiriimistir. Bu degisiklik hasara udramis sinirin
distal segmentinde meydana gelmektedir (21, 22). NGF Uretiminin
makrofajlardan salgilanan IL-13 tarafindan tetiklendidine inaniimaktadir.
Makrofajlar sinir hasarindan sonra myelin degradasyonu yanisira, nérotrofik
faktorlerin sentezine de katilan multipotent hiicrelerdir (18, 20, 22). NGF’Un
yiksek affiniteli oldugu trkA reseptdérii motor néronlar Gzerinde dusik:
yogunlukta bulundugundan NGF’in motor néronlarin izerine olan rejeneratif
potansiyeli disiktir, NGF ve kendisine ait reseptdr yogunlugundaki artigin
hasara ugramis sinirde sensoriyal ve sempatik néron rejenerasyonu icin trofik
destek ve kemotaktik rehberlik yaptigi ileri strilmektedir (20). Chen ve ark.,
tavsan fasiyal sinirinde yaptiklar bir calismada, kesiye ugratiimig sinirde
olusturulan lezyon araliinda silikon tlp igerisine konulan NGF
sollisyonunun, kontrol grubuna goére; aksonal rejenerasyon ve matlrasyonu
potansiyalize ettigini gdstermislerdir (23).

Sican siyatik sinirinde hasar olusturularak yapilan bir calismada,
periferik sinir hasarini takiben BDNF-mRNA seviyelerinde ¢ok hizli bir artig
gbzlenmistir (18). Hasarli periferik sinirde 3. glnde baglayan BDNF
ekspresyonu 3. ve 4. haftalarda en yiUksek seviyelerine ulagsmaktadir (18,
22). Hem invitro sartlarda hem de reaktif periferik sinirde Schwann hicreleri
tarafindan Uretildigi gosterilen NGF ve BDNF, disuk affiniteli P75
reseptorlerine baglanirlar. BDNF baglandigi bu reseptérden NGF’e oranla
daha yavas ayrilir. Ayrica BDNF’Un etkinligi yiksek affiniteli trkB ve trkC
reseptorleri Uzerinden de olmaktadir. Motor ndronlar Uzerinde trkB
reseptorleri Uizerine baglanmasi hiicrede otofosforilasyona ve béylelikle direkt
olarak aktive olan proteinler sayesinde hiicre buylmesi ve farklilagmasina
neden olmaktadir (22, 24).



CNTF, Schwann hcreleri ve astrositler tarafindan genis bir biyolojik
aktivite ile Uretilen sitozolik bir molekilddr. Aksotomi Schwann hucrelerinde
CNTF seviyelerinde azalmaya neden olur. Rejenerasyon derecesi ve siresi
ile CNTF seviyelerinde artis arasinda bir korelasyon gdsterilmistir. CNTF
hasarli periferik sinirde rejenerasyonu potansiyalize etmenin yani sira, motor
néronlarin korunmasinda da kritik bir role sahiptir. Sican siyatik sinirinde ug-
yan anastomoz teknidi uygulanarak yapilan bir ¢alismada; NGF ve CNTF
birlikte kullanilmig ve bu koordinasyonun aksotomiyi takiben periferik sinir
rejenerasyonunu artirdigl ve birbirleri tzerine sinerjik etkiye sahip olduklar
gosterilmistir (19).

IGF-1 somotomedin—C olarak da adlandiriimaktadir. Hasara ugratilmig
sinirdeki reaktif Schwann hicrelerinden senteziendigi ve rejenerasyonun ilk
iki haftasinda en yuksek seviyelerine ulastigi gosterilmistir. Hansson ve ark.,
tarafindan, sican siyatik sinirinde yapilan bir calismada somotomedin-C’nin
hasara ugratiimis sinirde aksonal rejenerasyona o6nemli katki sagladigi
gosterilmis ve  hasar olusturulmamis kargi taraf siyatik sinirinde ise
sentezlenmedigi tespit edilmistir (17).

Ozellikle trkC reseptorii lizerinden etki eden NT-3 sensoriyal ve
parasempatik néronlarda hayatin idamesini saglarken, motor néronlarda hem
hayatin idamesi Uzerine hem de rejenerasyon lzerine 6énemli bir potansiyel
etkiye sahiptir. trkB reseptorl Uzerinden etki eden NT-4/5 ise yine motor
noronlarda hayatin idamesi Uzerine potansiyel etkiye sahiptir (20, 22, 24).

Hall ve ark., tarafindan 1986’da fare siyatik sinirinde yapilan bir
calismada; néritlerin Schwann hucreleri tarafindan desteklenmeden distal
greft icine dogru buylyebilecek ve reinervasyonu saglayabilecek mi sorusuna
cevap aranmistir. Proksimal sinir gidigiine intranéral olarak mitomisin-C
enjekte edilmesi ve transseksiyon veya demyelizasyona sekonder geligen
Schwann hiicre proliferasyonu engellenmistir. Sonug olarak nérit uzaniminin
yani rejenerasyonun azaldigi, proksimal giduikten olan nérit biyumesinin
aktif Schwann hicre proliferasyonu ve fonksiyonuna ihtiyag duydugu
gosterilmistir (16). Sigan siyatik sinirinde yapilan bir bagka calismada, donma

ve erime teknigi ile asellller hale getirilmis otogreftler, taze otogreftler ile



karsilastiriimis ve néritlerin taze otogrefte bulunan Bugner bantlan Gzerindeki
canh Schwann hucreleri ile fonksiyonel bir iligkiyi hizla kurdugu gésterilmis,
ancak asellller hale getirilmis otogreftlere penetrasyonun son derece az
oldugu gosterilmistir (15). Komiyama ve ark.’lari tarafindan yapilan diger bir
E;al|§mada, destekleyici yabanci materyal ve tibuler sistem olmadan, ylksek
yogunlukta yasayan Schwann hucrelerine sahip dokudan olusturulmus sinir
grefti kullaniimis ve bu eksojen Schwann hucrelerinin ¢evre dokulardan
sentezlenen GF’lerin ve kendi sentez ettikleri, apopitozu engelledigi
gosterilmis maddelerin yardimiyla hayatlarini devam ettirdikleri, ayni
zamanda endojen Schwann hucreleri (zerinde migrasyonu arttirici ve
aksonal rejenerasyonu potansiyalize ettiren etkileri oldugu gdésterilmistir (‘25).
Schwann hucrelerinin 1 aydan fazla stiren kronik denervasyonunun, periferik
sinir hasarini takiben beklenen aksonal rejenerasyonu ciddi sekilde
engelledigi bilinmektedir. Gordon ve ark., tarafindan “Transforming Growth
Factor B” (TGF B) ile kronik denerve Schwann hucreleri invitro sartlarda
inkiibe edilmis ve invivo olarak test edilerek rejenerasyonu destekleyen
Schwann hicre fenotipinin yeniden olustugu gdsterilmistir. Ayni calismada
kronik aksotomi sonrasi distal ugtaki Schwann hicrelerinin proksimal ucta
rejenere olan motor ndron aksonlarinda sayisal azalmaya neden oldugu
gosterilmistir (26). Aksonal temas yoklugu tekbasina Schwann hicre
proliferasyonu icin yeterli degildir. Ayrica FGFa, FGFb, “Plateled-Derived
Growth Factor-B” (PDGF-B) ve TGF-B (makrofaj ve plateletler tarafindan
sentezlenir) gibi mitojenik faktdrlere ihtiyag duymaktadir (27).

Sigan periferik sinirinin histolojik siniflandiriimasi insaninkine benzerdir
(28). Yetigtirimesi kolay, elde ediimesi ve anotomik yapisinin iyi
bilinmesinden dolayi kolay ¢aligilabilir canhlardir (29). Sigan siyatik siniri L4-
L5 ve L6 spinal segmentlerinden olusur. Pelvisi terkettikten sonra trokanter
major etrafindan doéner ve bu boéliminde daima unifasikilerdir (Resim-1).
Trokanter majortin 3-5 mm distalinde 2’ye ayrilir, hemen hemen ayni noktada
sinirin peroneal béliminden ¢ikan ince bir dal lateral hamstring kaslarnn ve
biseps femorisin icinden gecerek baldirnn proksimolateral ytzinin derisini

besler. Bu dal kutendz dal olarak tanimlanir. Tibial ve peroneal dallarin



ayrildigi noktanin biraz daha distalinden tibial dalinin dorsal yuziinden sural
sinir kaynaklanir. Uylugun ortasindan gegen bir kesitte 4 tane dal izlenebilir.
Popliteal gukuru dolduran yag dokusu icinde kutendz dal disinda kalan 3 dali
gormek mimkinddr. Sural sinir popliteal fossanin ortasindan yizeysel olarak
ilerler ve gastroknemius kasinin arka yuziunde devam eder. Tibial sinir
popliteal fossada derinden seyreder ve gastroknemius kasinin baslari
arasinda kaybolarak fleksér kaslari besler. Peroneal sinir ise popliteal
fossada lateral ve ylzeysel bir yol izleyerek anterior kas grubuna girer
(Resim-2) (30). Bu dallarin akson sayisi ve tipi 1sik ve elektron mikroskobu ile
tanimlanmugtir. Tibial sinir 1000 motor, 3500 myelinli-5400 myelinsiz afferent
ve 3700 sempatik akson igerir. Peroneal sinirde; 600 motor, 1300 myelinli-
3000 myelinsiz ve 1100 sempatik akson mevcuttur. Sural sinirde; 1100
myelinli-2800 myelinsiz afferent ve 1500 myelinsiz sempatik akson
mevcuttur. Kuten6z dalda ise 400 myelinli ve 1800 myelinsiz afferent akson
mevcuttur. Béylece tum sican siyatik sinirinin 27000 aksondan olustugu,
bunlarin %6’sinin myelinli motor aksondan, %23'0ndn myelinli-%48’inin
myelinsiz sensoriyal aksondan, %23’UnUn ise myelinsiz sempatik aksondan

meydana geldigdi rapor edilmistir (30, 31).



Resim 1- Sigan siyatik siniri (28)

Resim 2- Bacak boélgesinde sigan siytik
sinir dagilimi (28)



Hare ve ark.’nin bildirdigine gore, 1982’de De-Medinaceli tarafindan
siganlar Uizerinde tanimlanan SFi, periferik sinir cerrahisi ile ugraganlar icin.
6nemli bir degerlendirme metodudur (31). Yuramek; kortikal olarak integre
olmus koordineli, sensoriyal feed-back gerektiren, kompleks bir motor Gnit
inervasyonunu gerektirir. Bu teorik bilgi 1siginda SFI’'nin; diger degerlendirme
testleri ile karsilagtinldiginda duyu ve kas integrasyonuna bagimli oldugu
icin, fonksiyonun ve klinikk durumun degerlendiriimesinde en iyi yontem
oldugu dusunilmektedir (32). Bu metod takip eden yillarda tibial ve peroneal
sinir icinde uygulanmig tibial fonksiyon indeksi (TFI) ve peroneal fonksiyon
indeksi (PF1) seklinde formulize edilmistir (31). Siyatik sinir hasar sonrasi
fonksiyonel kayip vyaklagik %59, tibial sinir hasari sonrasi ise fonksiyonei
kayip yaklasik %46 olarak bulunmustur. Bu farkliik hasar sonrasi etkilenen
siyatik sinirin tibial sinire oranla rélatif olarak daha kompleks bir yapiya sahip
olmasindan kaynaklanir (siyatik sinir 27000, tibial sinir ise 13600 aksondan
meydana gelmektedir). Tibial ve peroneal sinirin siyatik sinire oranla daha
yuksek rejenerasyon potansiyeline sahip oldugu rapor edilmistir (31). Siyatik
fonksiyon indeksi hesaplanmasinda: ayak basi uzunlugu, 1. ve 5. parmak
aralidi, 2. ve 4. parmak araldi degerleri kullaniimaktadir (Sekil-1). (31, 32). 1.
ve 5. parmak aralii degeri ayrica tek basina fonksiyonel dégerlendirme
parametresi olarak da kullantimistir (33, 34).

— EIT
l7 NIT l7 1 NPL: Normal bas|
] uzuniugu
L ‘ | | §  EPL Patolojik basi
¢

uzunlugu

o ¢ NTS: Normal ayakta 1. ve

‘ 5. parmak arahgi
‘, ETS: Patolojik ayakta 1. ve
L J 5. parmak aralig
NIT: Normal ayakta 2. ve

ETS 4. parmak aralig

EIT: Patolojik ayakta 2. ve
4. parmak arahgi

s ¢ NPL EPL

— NIS —
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SFi=-38,3x [EPL—NPL |+ 109,5 x| ETS = NTS |+ 13,3x | EIT - NIT
NPL NTS NIT

-8,8

Sekil 1- Siyatik Fonksiyon indeksi Formiilii.

“Periferik sinir hasarini takiben ortaya ¢ikan fonksiyonel kayip ve tamir
edilen periferik sinirde fonksiyonel geri kazanimin elektrofizyolojik
parametreler ile yapilan takibinde; sensoriyal uyariimis potansiyel (SEP),
motor uyarilmig potansiyel (MEP), sinir ileti hizi, latansi ve sinir aksiyon
potansiyel amplitidu gibi degerlendirme parametreleri kullanilmistir (8, 19,
35, 36, 37, 38, 39).

CDP-kolin (sitikolin) ; riboz, sitozin, profosfat ve kolin’den olusan bir
mononUkleotiddir ve kimyasal yapisi 2- oxy- 4 - amino pyrimidine karsilik
gelir (40) (Sekil-2).

Sekil-2: CDP-kolin’in molekiler yapisi (40)
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CDP-kolin; 488,33 molekil agirhginda ve vicudumuzda endojen
olarak sentezlenebilen polarize bir bilesiktir. Monosodyum tuzu; beyaz-
kristalize ve slingerimsi yapidadir, suda c¢6zinlp alkolde c¢ézinmeme
ozelligine sahiptir. Sitikolin eksojen bir CDP-Kolin’dir (41). Oral ahmi
sonrasinda sitikolin ince bagirsakta hidrolize olur ve takiben kolin ve sitidine
donislr. Buradan absorbe edilir ve genis bir sekilde hicresel dagihm
gostererek yeniden CDP-kolin’e dénustaralir. Sinir sisteminde membran
fosfolipidlerinin  sentezinde kullanilir. Hlcresel devamhligin  dinamik
regllasyonunda membran fosfolipidlerinin sentezi en 6nemli olaylardan
biridir. YUksek lipid iceren sinir sisteminde ndéronal fonksiyonun devamlilig
icin fosfolipidlerin rolii ¢cok énemlidir (41). Sitikolin; hicre membranlarinda
fosfotidilkolin sentezinin baslica prokirsorlerinden biridir. Fosfotidilkolin
sentez basamaklari Kennedy yolagdi olarak isimlendirilmistir. Kennedy yolagi,
fosfatidilkolin sentezindeki tek yol olmamakla beraber hakim olan ve sentez
edilen fosfotidilkolinin blyldk kismindan sorumlu olan yoldur. Bu sentetik
basamaklarin ilkinde kolin, kolin kinaz enziminin katelize ettigi bir reaksiyon
ile fosforile olur. Sentezlenen fosfokolin, 2. basamakta sitidin trifosfat (CTP)
ile raksiyona girer ve CDP-kolin sentezlenir. Bu basamak fosfotidilkolin
sentezinde hiz kisitlayici basamaktir. CDP-kolin takip eden basamakta diagil
griserol ile birleserek fosfotidilkolini olusturur (40, 41, 42). CDP-kolin hidrolizi
ile olusan sitidin monofosfat, defosforilasyona ugrayarak sitidin olugmakta
buda, ya tekrar CDP-kolin olusturmak Uzere Kennedy yolagina katilmakta ya
da, nikleik asitlerin yapisina katilmaktadir. Sitidin monofosfat ile birlikte
olusan fosfokolin ise koline donismekte bu da yine Kennedy yolagina katilip
tekrar CDP-kolin olusturmakta veya iki ayri sentez asamasindan gegip asetil
kolin ve metiyonine déntsmektedir (Sekil-3) (40, 41, 42).
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CDP-KOLIN

I— hidroliz _l

Sitidinmonofosfat Fosfokolin
l defosforilasyon l
| Sitidin Kolin

A 4

ASETILKOLIN

[ap—
1

Betain
Nukleik asitler CDP-kolin l
l Metiyonin
Fosfatidilkolin l
Proteinler

Sekil 3- CDP-Kolin’in Metabolizmasi. Kisaltmalar: CTP: sitidin trifosfat, Fk:
Fosfokolin (40)

Insanlarda sirklilasyondaki kolin konsantrasyonlari 10 microM gibi dar
bir aralikta seyreder. Sirkilasyondaki kolin seviyelerindeki artis asetil kolin

sentezini ve kolinerjik transmisyonu arttirir. Kolin bircok gidada bulunan bir
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bileskedir ve kolinin &zellikle fetal gelisim esnasinda, organizma hizla
buyurken yeterli miktarda alinmasi énemlidir (43).

Santral sinir sisteminde ndéronal membraniardaki yapisal fosfolipitler
dizenli serebral olgunlasma igin gereklidirler. Travmatik hasarlanma veya
iskemik serebral patolojilerde, serebral 6demin patofizyolojisinde hicre
membrani ve bunun en 6nemli yapi tasi olan fosfolipidlerin (zerindeki
degisikliklerin 6nemi bilinmektedir (40). Sitikolin; gecici serebral iskemi ve
travmaya sekonder hlcre membran batunliglinin bozuldudu patolojilerde,
fosfotidilkolin ve sfingomyelin sentezini arttirmakta ve ayni zamanda
fosfolipaz A2 inhibisyonu ile destriktif progesi engellemektedir (44). Néron
koruyucu bir ajan olan sitikolin  birgcok calismada, deneysel iskemi
modellerinde yararliigi daha o6nceden kanitlanmis olan cesitli tedavi
segenekleri ile kombine edilmigtir. Antitrombotik tedavi (45), nimodipin (46) ve
FGFb (47) bunlardan birkacidir. Yapilan bu deneysel gcaligmalarda, sitikolin
ile diger tedavi seceneklerinin kombine edildigi deney gruplarinda enfarkt
alaninin géreceli olarak daha da kicUldugt ve norolojik defisitin azaldigi
gosterilmigtir. Ayrica histopatolojik olarak iskemi de olusan ndérodejenerasyon
ve apopitozisi azalttigi rapor edilmistir (45, 46, 47). Klinik calismalarda
Alzheimer hastaliinda mental performansi iyilestirdigi (48), yaslilarda hafiza
performansini ve serbest cagrisimi arttirdigi (49) bildirilmistir.

Sitikolinin néron koruyucu etkinligi; ic mitokondrial membran yapitag!
olan kardiolipin-sfingomyelin, hicre membraninin en o6énemli fosfolipid
komponentini  olusturan  fosfotidil  kolin ve fosfotidil  etonolamin
sentezlenmesinde kullaniimasi, lipid peroksidasyonunu azaltmasi, membran
Na*-K"™ ATP’ ase aktivitesini restore etmesi, asetil kolin ve katekolamin
(noradrenalin, dopamin, serotonin) sentezinde bulunmasi ve ayrica bir
antioksidan olan glutatyon sentezini arttirmasi gibi etkilerine baglidir (40, 41,
42, 43, 44, 50).

Ozarda ve ark., kolinin insan amniyon sivisinda anlamli dizeyde
bulundugu, 16. ve 20. haftalarda amniyon sivisinda serbest kolin ve fosfolipid
bagh kolin dlzeylerinin, gestasyon siresince yikseldidi bildirilmistir (43).

Ozgenel ve ark., sigan siyatik sinirinde yaptiklari deneysel calismada,
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olusturulan periferik sinir hasarinda topikal olarak insan amniyon sivisi
uygulamiglar ve amniyon sivisinin perinéral skar dokusunu azalttigini ve
aksonal rejenerasyonu arttirdigini rapor etmiglerdir (7). insan amniyon
sivisinin bu etkisinin, igerdigi hyalironik asit ve blyume faktérlerine baglh
olabileceg§i belirtilmistir. Insan amniyon sivisinda anlamli derecelerde bulunan
kolin varliinin bu etkinlikte roli olabilecedine iliskin bir fikir belirtiimemistir.
Literatlirde periferik sinir hasarini takiben perinéral skar dokusu ve aksonal
rejenerasyon Uzerine sitikolinin etkilerinin arastinldigi herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. Bu calismada; sican siyatik sinirinde olusturulan hasar
takiben 8/0 monoflaman sutlr ile yapilan primer anastomoz hattina 100
microM konsantrasyonunda topikal sitikolin uygulanmasinin perinéral skar
dokusu, aksonal rejenerasyon ve fonksiyonel geri kazanim (zerine olan

etkilerinin arastirnimasi amaglanmistir.
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GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Yetistirme ve Arastirma Merkezi'nde Mayis-Agustos 2004 tarihleri arasinda
gerceklestirilmigtir.

Caligmada kullanilan agirliklari 200 ile 300 gram arasinda degisen, 70
adet erigkin Sprague-Dawley cinsi disi sigan, projenin, U.U.T.F. Deney
Hayvanlart Bakim ve Kullanim Komitesi’nin onayini takiben, U.U.T.F. Deney
Hayvanlarn Yetistirme ve Arastirma Merkezi'nden temin edildi.

Tarafsiz bir gorevli tarafindan rastgele belirlenen siganlardan, 2 grup
olusturuldu.

1. Deney grubu (DG) (n:35) olusturulan periferik sinir hasari ve tamirini
takiben sutlr hattina 0,4 ml (100 mikroM) sitikolin emdiriimis 1x2x4 mm
boyutlarinda absorbe olabilen jelatine stinger (Spongostan,
Johnson&Johnson Medical Ltd., Skipton, UK ) tlbuler olarak sarildi.

2. Kontrol grubu (KG) (n:35) olusturulan periferik sinir hasar ve
tamirini takiben 0,4 ml serum fizyolojik emdiriimis 1x2x4 mm boyutlarinda
absorbe olabilen jelatine slinger (Spongostan, Johnson&Johhson Medical
Ltd., Skipton, UK) tibuler olarak sanldi.

Calismada, 1-3 mllik  tdpler igerisinde, 100  mikroM
konsantrasyonunda hazirlanmis sitikolin sollisyonu kullanildi.

Tim siganlarda, Tiopental sodyum (Pental® Sodyum 0,5 flakon: I.E.
Ulagay, Istanbul) 30 mg/kg/ intraperiotoneal uygulamasiyla anestezi
saglandi. Siganlar prone pozisyona getirildi ve tim ekstremiteler operasyon
masasina tespit edildi. Sag uyluk ve inguinal bolge altina yerlestirilmis 1 cm
kalinliginda rulo gazh bez ile operasyon sahasina yikseklik kazandirildi.

Operasyon sahasi povidone lodine (Glividon, Bikar llag San, Istanbul)
solisyonu ile temizlendikten sonra girisim yapilacak saha acik kalacak
sekilde deneklerin Gzeri steril olarak ortuldd. Cerrahi girisim mikroskop
(ZEiISS Opmi I, Oberkochen, Germany) altinda, mikrocerrahi ydntemler
kullanilarak yapildi. Tim deneklerde sag gluteal bélgeden uyluk posterioruna

uzanan 3 cm uzunlugunda posterior longitudinal cilt insizyonu yapildi.
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M.gluteus superficialis ile m.biceps femoris kaslarinin bileske hatti ve Gzerini
cevreleyen fasya kiint diseksiyon ile agilarak siyatik sinir ortaya konuldu.
Siyatik sinir siyatik foramenden tibial ve peroneal dallarin ayrildigi noktaya

kadar olan Unifasikiler oldugu bélimiinde, Uzerindeki membranéz yapilar

ayristinlarak ¢evre dokulardan izole edildi (Resim-3).

Resim-3: Eksplore edilen sigan siyatik siniri x 4.

Siyatik sinir, siyatik foramenden 10 mm uzaklikta, rot hook'u ile hafifce
kaldirildi ve mikro makas kullanilarak, tek hamlede, dizgin sinirli tam kat
sinir kesisi olusturuldu. Takiben epindral sutlr teknigi kullanilarak, proksimal
ve distal sinir gudukleri 8-0 polypropylene sutir (Prolene, Ethicon, Ltd.,
Somerville, NJ) ile aralarinda 180° bulunan iki ayri noktadan sitire edildi ve
primer anastamoz saglandi. Siyatik sinirde olusturulan kesi ve takiben hemen
yapilan primer anastomoz islemleri esnasinda gerginlik olusturulmamasina
dikkat edildi. Yine bu islemler esnasinda meydana gelen kicik kanamalar
koagiilasyon ile degil kompresyon ile durduruldu. Primer anastomoz
uygulanmis deney grubunda (n=35), tamir alani cevresi 0,4 ml sitikolin

emdirilmis 1x2x4 mm boyutlarinda absorbe olabilen jelatine singer
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(Spongostan, Johnson&Johnson Medical Ltd., Skipton, UK) ile tiibiler olarak
sarildi. Primer anastomoz uygulanmis kontrol grubunda (n=35) ise tamir
alani gevresi, 0,4 ml serum fizyolojik emdiriimis 1x2x4 mm boyutlarinda
absorbe olabilen jelatine slinger (Spongostan, Johnson&Johnson Medical
Ltd., Skipton, UK) ile tibller olarak sarildi. Kint diseksiyon ile ayristirilan
fasya ve kas dokusunun uygulanan traksiyon serbestlestirildiginde spontan
olarak siyatik sinirin Gzerini yeniden kapladigi gorildii, bu nedenle sitiire
edilmedi. Cilt 4-0 polypropylene (Prolene, Ethicon, Ltd., Somerville, NJ) ile
primer sutire edildi. Tim denekler deney sonunda spontan olarak uyandirildi

ve serbest hareket edebilmeleri igin kafeslerine birakildi.
Sicanlarin bakimi ve takibi:

Tum sigcanlar cerrahi girisim 6ncesi ve sonrasinda her bir kafese 4
sican dusecek sekilde kafeslerde barindirildi. Her kafes numaralandinidi ve
siganlar  kulaklarina  konulmus isaretler ile birbirinden ayrlarak
numaralandirldi. Cerrahi igslem sonrasinda tim sicanlar standart sican yemi

ve su ile beslendi, mobilize olmalarina izin verildi.
Degerlendirme Metodlari

a- Makroskobik Degerlendirme: Bitln sicanlar olusturulan periferik
sinir hasarn ve yapilan cerrahi islem sonrasinda kendilerine yonelik zarar
verici davraniglan agisindan takip edildi. Sag ayak parmaklarinda olusan
hiperemi, 6dem ve llser seklinde gdzlenen bulgular kaydedildi. Postoperatif
4. hafta sonunda her gruptan 10 denek, perinéral fibrozisi degerlendirmek
amaclyla Tiopental sodyum (Pental® Sodyum 0,5 flakon: I.E. Ulagay,
Istanbul) 30 mg/kg/ intraperitoneal uygulamasiyla olusturulan genel
anesteziyi takiben tekrar opere edildi. Eski cilt insizyonu acildi ve siyatik
sinirin  gevre dokuya olan yapisikligi ve bu dokulardan ayrilabilirligi
degerlendirildi. Degerlendirmede cilt ve adale fasyasinin kapanmasini, sinirin

cevre kas kavitesine yapisikligini ve bu yapilardan ayrilabilirligini belirleyen
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kriterler, Petersen ve ark., tarafindan tarif edilen numerik grade’leme semasi
kullanilarak kantitatif skorlara dénustirildi (8).

Siyatik sinirler baslangici, c¢evreleyen dokusu ve tamir edilen
segmentini icerecek sekilde enblok olarak cikartildi ve %10 nétral formaline
konuldu. Ayni cerrahi islemler ve dederlendirme metodlarl 12. hafta sonunda
sakrifiye edilen deneklere de uygulandi. 4. hafta ve 12. hafta sonunda
incelemeye alinan deneklerin tamami uygulanan yiksek doz (150 mg/kg/i.p.)
Tiopental sodyum (Pental® Sodyum 0,5 flakon: I.E. Ulagay, Istanbul) i.p. ile

oldaralda.

b- Histomorfolojik Degerlendirme: Cerrahiden sonra 4. haftada
enblok olarak cikartilmis ve %10 nétral formalinde fikse edilmis siyatik
sinirlere parafin blok hazirlandi. Tamir sahasindan 5 mikron kalinliginda
longitudinal ve 1,5 mikron kalinliinda transvers seri kesitler elde edildi.
Transvers kesitler Masson trichrome boyasi ile, longitudinal kesitler ise
Hematoxylin Eosin (H&E) boyalari ile boyandi. Hem longitudinal ve hem de
transvers kesitlerde sinir dokusunu cevreleyen fibroz doku gérilebildi. Isik
mikroskobu altlnda, Masson trichrome ile muamele edilmis transvers
kesitlerde, koyu olarak boyanmis konnektif dokunun siniri saran yapisi
oldukga belirgin secilebiliyordu Epindral skar dokusunun ve sinir dokusunun
kalinig1 okdler mikrometre (Olympus Eyepiece micrometer, Ax-0026) ile
Olgtldh. Epindral skar dokusunun kalhnhgi sinir dokusunun kalinhgina
bollinerek Skar Formasyon indeksi elde edildi. H&E ile boyanmis longitudinal
kesitlerde, besli degerlendirme skalasi ile aksonal rejenerasyon
degerlendirildi (7) (Tablo-2).
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Tablo-2: Aksonal organizasyonun begli degerlendirme skalasi (7).

Grade Tanimlama

1 Basarisiz, proksimalden distalin bitimine kadar akson devamlihg yok
2 Tamir sahasinda kétll organizasyon

3 Tamir sahasinda vasat organizasyon

4 Tamir sahasinda iyi organizasyon; aksonal dallanma normal

5 Normalden ayirt edilemeyen mikemmel organizasyon

Cerrahi iglem sonrasi 12. haftada enblok olarak cikartiimis ve %10
noétral formalinde fikse edilmis deney grubundan 25, kontrol grubundan 21
siyatik sinir histomorfolojik incelemeye alindi. Tamir sahasini iceren 5 mikron
kalinliginda longitudinal kesitler H&E ile boyandi. Tamir sahasinin 5-10 mm
distalinden alinan transvers kesitlerde Weil metodu ile myelin boyamasi
yapildl (7) (Weil metodu: 6 ay olgunlasmis hematoxylin 5 cc, %4’lik Ferric
Ammonium Sdlfat (Iron Alum) 50 cc, ayrisim i¢in borax ve potassium
ferricyonide). Tamir sahasindan elde edilen 5 mikron kalinhgindaki
longitudinal kesitlerde aksonal rejenerasyonun longitudinal organizasyonu
besli degerlendirme skalasi ile degerlendirildi (7). Deney grubundan 25,
kontrol grubundan ise 21 sicandan elde edilen myelin boyasi yapiimis
transvers kesitlerde x 400 blyitmede kare saymali okiller mikrometre
(Olympus Eyepiece Micrometer OC-M-19m/m square 10/10x10) kullanilarak
akson sayilarn hesaplandi. Bir okUler girid ylzey alanindaki 100 kareden 10
tanesi rastgele secildi ve myeline olmus aksonlarin sayiminda kullanildi. Elde
edilen 10 ayn deger birbiriyle toplandi ve 1 karesinin alani 625 mikron? (10
tanesi 6250 mikron?) olan okuler metre’den yola cikilarak 1 mm?lik alandaki
akson sayisina normalize edildi. Myelin boyasi uygulanmis transvers
kesitlerde aksonal maturasyonun degerlendiriimesi agisindan ortalama lif
capl ve akson capi okller mikrometre (Olympus Eyepiece micro meter, Ax-
0026) ile olculdld. Her preparatta 10 tane lif ve aksonun capi olclllp
ortalamalan alindi. Bu islem 1sik mikroskobunda ve x 400 buyUtmede

gerceklestirildi.
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c- Fonksiyonel Degerlendirme: Tum siganlar, her iki arka ayaklari
mirekkebe batirildiktan sonra, 144x10x10 cm boyutlarinda olusturulmus bir .
ylrime yolu koridorunda yaritildu. Yarime islemi en iyi basi uzunlugu ve
parmak arasi mesafeler gériilene dek birka¢ defa tekrarlandi. Cerrahi iglem
yapllmadan 6nce tlm siganlann bazal yuriyusleri gerceklestirildi. Cerrahi
islemi takiben 4. - 8. ve 12. haftalarda yUriime yolu analizleri tekrar edildi.
Tim siganlarda fonksiyonel degerlendirme, tanimlanan SFI formild
kullanilarak kaydedildi.

d- Elektrofizyolojik Degerlendirme: Tim EMG kayitlari, Dantec
Keypoint 4 (Medtronic, Skovlunde, Denmark) marka cihazda gerceklestirildi.
Tim siganlarda, Tiopental sodyum (Pental”® Sodyum 0,5 flakon: I.E. Ulagay,
Istanbul) 30 mg/kg/ intraperiotoneal uygulamasiyla anestezi saglandi.
Siganlar prone pozisyona getirildi ve tim ekstremiteler flaster yardimiyla
EMG uygulanacak masaya fikse edildi. Kayitlar m.gastrocnemius’tan yapildi.
Aktif kayitlayici elektrod olarak kullanilan cup elekirod m.gastrocnemius
karmciginin Uzerine, referans cup elekirod ise ayak sirtina yerlestirildi.
Toprak elektrod olarak kullanilan cup elektrod karina yerlestirildi. Uyarici
katod elektrod olarak monopolar igne, anod olarak ise yine cup elektrod
kullanildi. Katod ile anod uglar arasi mesafenin 2 cm olmasina dikkat edildi.
Gluteal bdlgede cilt Uzerinde Ophthalmic Knife (MANI) ile olusturulmus
yaklasik 1-2 mm’lik bir delikten monopolar igne elektrodu ile girildi. Igne
elektrodu siyatik sinire en yakin noktada konumlandiriidi. Uyarilar 0,04
msn’lik sUrelerle, giderek artan siddette verildi. Klinik olarak en iyi plantar
fleksiyonun goézlendigi konumda EMG’de en iyi cevap kaydedildi (Sekil-4).
Cevabin izoelektrik hattan elektronegatif olarak baslamasina ve artefaktin en
az olmasina dikkat edildi. Olusan bilesik kas aksiyon potansiyelinin
amplitida, sdresi, alani ve latansi kaydedildi. Sicanlarda lezyon
olusturulduktan ve tamir edildikten sonra 1. ay ve 3. ayda EMG kayitlamalan
yapildi. Yerlestirilen monopolar igne elektrodunun lezyon proksimalinde
kalmasina 6zen gdsterildi. Tum sicanlarda 1. ve 3. ay arasinda elde edilen
anlamli sinir aksiyon potansiyéli amplitid degerleri deney ve kontrol

grubunun karsilastiriimasinda kullanildi.
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Istatistiksel Analiz

Sitikolin ve serum fizyolojik ile tedavi edilen 2 ayri grupta, elde edilen
makroskopik degerlendirme sonuglari, sinir onarim bdlgesinde olusan
organizasyonun histolojik analizi, fonksiyonel degerlendirme sonuglar (SFl,
EMG), akson ve lif ¢capi sonuglari Mann-Whitney-U testi ile degerlendirildi.
Skar formasyon indeksi ve akson sayisi sonuglari ise student-t testi ile
istatistiksel olarak karsilastirildi. Ayrica siyatik fonksiyon indeksi agisindan 4.-
8. ve 4.-12. haftalar arasindaki % degdigsim istatistiksel olarak analiz edildi.
Kantitatif: sonuglarin tUmi aritmetik ortalama * standart hata olarak ifade

edildi ve istatistiksel analizde p< 0,05 sonucu anlaml olarak kabul edildi.
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BULGULAR
Cerrahi Girisim Sonuglari

Kontrol grubundan (n=35) 3 sigcan cerrahi islemden 4 hafta sonra
yapilan EMG kayitlari sirasinda, 1 diger sican ise cerrahi islem sonrasi 10.
haftada kaybedildi. Sitikolin tedavisi uygulanan siganlarda 6len olmadi.

ilk 4 haftalik siirecte DG’ndaki hayvanlardan 8’inde sa§ ayak 3., 4. ve
5. parmaklarinda &dem-hiperemi ve bu hayvanlarin 3’'lnde 4 ve 5.
parmaklarinda kemirmeye bagli Ulsere yaralar olustu. SF ile tedavi edilen
grupta ise 4 haftalik sirecte 7 hayvanda sag ayak 3., 4. ve 5. parmaklarinda
édem-hiperemi ve bu hayvanlarin 6’sinda yine parmak uglarinda kemirmeye
bagl ulsere yaralar olustu (Resim-4).

Resim-4: Noropatik agriya bagli sag ayakta gérilen self
mutilasyon bulgulari

Deneklerin kendilerine ydnelik zarar verici davranislan ilk 4 haftalk
sliregte ortaya cikti. Sadece KG’ndan bir hayvanda 10. haftada, sag bacak

6n yuzinde yine kemirmeye bagli yaklasik 1 cm capinda Ulsere yara
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Resim-5: Deney grubunda, cerrahi sahada olusan
ince membrandz dokunun makroskobik gérunima x 4.

KG’'nda ise, siyatik sinir ve tamir alani etrafinda cevre dokuya
yapisikliga neden olmus kalin bir konnektif doku tabakasi mevcuttu. Sinir
yapisikhgr ve ayrilabilirlii siklikla keskin diseksiyona ihtiyagc gdsteriyordu
(Resim-6).

i

Resim-6: Kontrol grubunda, cerrahi sahada olusan
kalin konnektif dokunun makroskobik gérinimu x 4.
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Degerlendirme Petersen ve ark., tarafindan tarif edilen numerik
degerlendirme skalasina gére yapildi (8). DG'nda KG’na oranla daha disik
skorlar elde edildi. Sonuglar Mann-Whitney-U testi ile analiz edildi ve
istatistiksel olarak anlamli bulundu (4.hafta: DG;1,7£0,21 KG;2,7+0,17 p<
0,05, 12.hafta: DG;1,76£0,15 KG;2,36+0,14 p<0,001) (4.Hafta: Tablo-3-4,
12.Hafta: Tablo-5-6).
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Histolojik Degerlendirme

Perindral skar dokusunun kantitatif histolojik analizi Masson-Trichrome
ile boyanmis preparatlarda hesaplanan skar formasyon indeksi kullanilarak
yaplldl. KG’nda siniri saran, koyu boyanmis, kalin konnektif dokunun (Resim-
7-8); DG’'nda ince ve koyu boyanmis bantlar seklinde oldugu gorildi
(Resim-9-10). Skar formasyon indeksi sonuglari student-t testi ile analiz edildi
ve DG’nda istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha disik bulundu

(DG;0,177+0,014, KG;0,280+0,018 p< 0,001) (Tablo-7-8).

Resim-7: Longitudinal planda kalin konnektif dokunun
histomorfolojik gérinimu x 40.
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Resim-8: Transvers planda kalin konnektif dokunun
histomorfolojik gérinimu x 40.

Resim-9: Longitudinal planda ince membrandz
dokunun histomorfolojik gériinim x 40.
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Resim-10: Transvers planda ince membranoz
dokunun histomorfolojik gériinimu x 40.

Tablo-7: Epinéral Skar Dokusunun Kantitatif

Histolojik Analizi

Sican No  Deney Grubu
0,151
0,160
0,125
0,225
0,200
0,097
0,238
0,181
0,175

0 0,228

- © 00 N O o »~ W N =

Kontrol Grubu

0,279
0,405
0,250
0,322
0,321
0,208
0,243
0,310
0,230
0,233
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Tablo-8: 4. Hafta Sonunda Epindral Skar Dokusuna Ait Kantitatif

Degerlerin Istatistiksel Analizi *

Deney Grubu Kontrol Grubu
Ortalama + Standart Hata 0,177+0,014 0,28040,018
P Degeri p = 0,000
Anlamlilik Dlzeyi - p < 0,001
Uygulanan Test Student-T

* 4. Hafta sonunda sakrifiye edilen sigcanlarda, epinéral skar dokusunun
kantitatif histolojik analizinde; skar formasyon indeksi degerlerinin deney
grubunda, kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha

dusuk oldugu saptanmistir.

Sinir onarim bélgesinde proksimalden distale aksonal organizasyonun
besli dederlendirme skalasi ile elde edilen veriler Mann-Whitney-U testi ile
analiz edildi. 4. haftada sakrifiye edilen sigcanlardan elde edilen siyatik sinir
longitudinal kesitlerinde yapilan degerlendirmede, DG’nda aksonal
organizasyon agisindan skorlarin daha ylksek olmasina ragmen anlaml
istatistiksel fark olmadii gérildi (DG;2,8+ 0,13 KG;2,3+0,15 p> 0,05)
(Tablo-9-10)
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Tablo-9: Sinir Onarim Bélgesinde Organizasyonun Histolojik Analizi (4.
Hafta)

Sican No Deney Grubu  Kontrol Grubu
3 2

= © 00 N o O b~ W N =
N W W www NN w w
N DD W NN W w DN

Tablo-10: Sinir Onanm Bolgesinde Organizasyonun istatistiksel Analizi
(4.Hafta)

Deney Grubu Kontrol Grubu
OrtalamazStandart Hata 2,8+0,13 2,3+0,15
P Degeri 0,63
Anlamhhk Dizeyi p > 0,05
Kullanilan Test Mann-Whitney-U Testi

* 4. hafta sonunda sakrifiye edilen sicanlarda, proksimalden distale, gelisen
aksonal organizasyon acisindan, her iki grup arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark olmadigi saptandi.
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12. haftada sakrifiye edilen sicanlarda ise Sitikolin ile tedavi edilen

DG’'nda proksimalden distale aksonal organizasyon daha belirgindi ve 5’li

degerlendirme skalasi degerleri istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulundu (Resim-11-12) (DG;3,4+0,12, KG;2,62+0,33, p< 0,001) (Tablo-11-
12).

Resim-11: Proksimalden distale, kot aksonal
organizasyonun histomorfolojik gériiniimu x 40.

Resim-12: Proksimalden distale, iyi aksonal
organizasyonun histomorfolojik gériinima x 40.
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Tablo-11: Sinir Onarim Bélgesinde Organizasyonun Histolojik Analizi
(12. Hafta)

Sigan No Deney Grubu  Kontrol Grubu
4

0o N o o0~ WD =

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

W DD DWW WD WMN W WWwWWwMNDN W - W w w

W P> OO DO O DA DDODNNDOOWOLW WA WW
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Tablo-12: Sinir Onarim Bélgesinde Organizasyonun Istatistiksel Analizi *
(12.Hafta)

Deney Grubu Kontrol Grubu
OrtalamatStandart Hata 3,4+0,12 2,6210,33
P Degeri 0,000
Anlamhilik Dizeyi p < 0,001
Kullanilan Test Mann-Whitney-U Testi

* 12. hafta sonunda sakrifiye edilen sicanlarda, proksimalden distale, gelisen
aksonal organizasyon agisindan, deney grubundan elde edilen kantitatif
sonuglarin kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha

iyi oldugu saptandi.

Resim-13: Az sayida, immatur aksonun histomorfolojik
goérinimu x 400.
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Resim-14: Cok sayida, matir aksonun histomorfolojik
gorainumu, orijinal magnifikasyon x 400.

12. hafta sonunda myelin boyasi ile hazirlanmis transvers kesitlerde
akson cgapi, lif capl ve akson sayisi hesaplamalar yapildi. Akson sayisi
sonuglari student-t testi ile analiz edildi ve DG’nda istatistiksel olarak anlamli
derecede  yiksek bulundu (Resim-13-14) (DG;22246,4+658,30,
KG;16396,19+£595,56, p< 0,001) (Tablo-13-14).
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Tablo-13: Aksonal rejenerasyonun histolojik analizi

(1 mm? deki akson sayisi ile degerlendirilmesi)

Sigan No Deney Grubu Kontrol Grubu
1 23680 20640
2 22560 16000
3 24160 14560
4 24640 9440
5 16640 17760
6 23680 15840
7 20320 14560
8 18720 15520
9 17280 18560
10 18560 17120
11 25760 18400
12 24320 20800
13 19840 13440
14 21600 17440
15 24960 14080
16 19360 15520
17 23680 19360
18 18400 19360
19 27520 13920
20 19360 14560
21 26880 17440
22 27680

23 23840

24 24000

25 18720
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Tablo-14: Akson Sayimi Degerlerinin Istatistiksel Analizi *

Deney Grubu Kontrol Grubu
OrtalamatStandart Hata  22246,414658,30 16396,19+595,56
P Degeri 0,000
Anlamlilik Dlzeyi p < 0,001
Kullanilan Test Student-T

* 1 mm2 alanda normalize edilmig akson sayisi degerlerinin, deney grubunda
kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamh dizeyde yiksek oldugu

bulundu.

Akson cap! ve lif gapi Mann-Whitney-U testi ile analiz edildi ve akson
capl sonuglari DG’nda anlamli diuzeyde ylksek bulundu (DG;6,65+0,28,
KG;5,47+0,25, p< 0,01) (Tablo-15-16). Lif capi sonuglan DG’nda daha
yuksek olmasina ragmen istatistiksel anlamlilik tasimiyordu (DG;13,43+2,59,

KG;10,39+0,45, p> 0,05) (Tablo-15-17) (Resim-13-14).
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Tablo-15: Aksonal matlirasyonun histolojik analizi *

(Akson capt ve lif capi ile degerlendiriimesi)

Sigan No Deney Grubu Kontrol Grubu
Akson Capi Lif Capi Akson Capi Lif Capi

1 10 12,5 5 10

2 5 11,5 3,75 7,5

3 7,5 10 6,25 10

4 7,5 12,5 6,25 11,25

5 5 7,5 5 11,25

6 6,25 10 3,75 7,5

7 6,25 10 7,5 15

8 7,5 10 5 7,5

9 6,25 10 7.5 12,5

10 6,25 10 7,5 15

11 5 10 5 10

12 6,25 12,5 5 10

13 10 15 5 10

14 7,5 12,5 5 10

15 6,25 10 7,5 12,5

16 7,5 11,25 5 10

17 5 10 5 10

18 6,25 12,5 5 8,25

19 7,5 10 5 10

20 7,5 12,5 5 10

21 7,5 12,5 5 10

22 5 12,5

23 5 10

24 7,5 12,5

25 5 7,5

* Birim olarak mikron kullanilmistir.
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Tablo-16: Akson Capi Degerlerinin Istatistiksel Analizi *

Deney Grubu Kontrol Grubu
OrtalamazStandart Hata 6,65+0,28 5,47+0,25
P Degeri 0,004
Anlamlilik Diizeyi p < 0,01
Kullanilan Test Mann-Whitney-U .

* Okuler mikrometre kullanilarak dlglilen akson capi degerlerinin, deney
grubunda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlaml diizeyde biiyiik

oldugu bulundu.

Tablo-17: Lif Capi Degerlerinin istatistiksel Analizi *

Deney Grubu Kontrol Grubu
OrtalamatStandart Hata 13,43+2,59 10,39+0,45
P Degeri 0,148
Anlamhhk Dlzeyi p > 0,05
Kullanilan Test Mann-Whitney-U

* Okiler mikrometre kullanilarak olcilen lif ¢api degerlerinin istatistiksel

analizinde, deney ve kontrol gruplari arasinda fark olmadidi saptandi.
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Fonksiyonel Degerlendirme

4. hafta sonunda yapilan yarime yolu analizi sonuglari Mann-Whitney-
U testi ile analiz edildi ve DG'nda fonksiyonel geri kazanimin anlamli
derecede daha ylUksek oldugu saptandi (DG;-83,51+1,3, KG;-89,95+1,01, p<
0,001) (Tablo-18-19). Bu nedenle 8. ve 12. haftalarda iki grup arasindaki SFi
farklarinin sadece uygulanan tedaviden degil 4. haftada ortaya cikan bu
farktan kaynaklanabilecegi disinUlerek 4.-8. ve 4.-12. haftalar arasindaki %
degdisim oranlar kullanilarak istatistiksel analiz yapildi. Hem 4.-8. hem de 4.-
12. haftalar arasinda iki grup arasindaki yapilan karsilagstirmada DG’nda %
degisim acisindan anlamh fark saptandi (4.-8.hafta:DG; %28+0,028,
KG;%16+0,039, p< 0,001, 4.-12.hafta:DG;%4620,028, KG; %27+0,020, p<
0,001) (Tablo-20). Degerlendirme Mann-Whitney-U testi ile yapildi.
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Tablo-19: Siyatik Fonksiyon indeksinin istatistiksel Analizi *

OrtalamazStandart Hata

4, Hafta 8. Hafta 12.Hafta
Deney Grubu -83,51+1,30 -61,11+2 52 -45,78+2,65
Kontrol Grubu -89,95+1,01 -76,19+3,55 -66,21+1,59
P Degeri 0,000

Anlamhlik Dlzeyi- p < 0,001
Kullanilan Test Mann-Whitney-U

* 4. hafta sonunda yapilan ylrime yolu analizinden elde edilen siyatik
fonksiyon indeksi degerlerinin deney grubunda kontrol grubuna orania
istatistiksel olarak anlaml diizeyde daha iyi oldugu saptandi. 8. ve 12.

haftalarda %’de degisim agisindan karsilastirildi.

Tablo-20:  Siyatikk Fonksiyon Indeksinin % Degisim  Acisindan

Karsilastirimasi *

4.-8. Hafta 4.-12. Hafta
Deney Grubu -0,28+0,028 -0,46+0,028
Kontrol Grubu -0,16%+0,039 -0,27+0,020
P Degeri 0,000 0,000
Anlamhlik Dizeyi p < 0,001 p < 0,001
Kullanilan Test Mann-Whitney-U  Mann-Whitney-U

* 8. ve 12. haftalarda siyatik fonksiyon indeksinin % degisimi deney grubunda
kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha iyi oldugu

goruldi.
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Elektrofizyolojik Degerlendirme

Elde edilen elektrofizyolojik kayitlamalardan sinir aksiyon potansiyel
amplitid degerleri istatistiksel olarak analiz edildi. 4. hafta sonunda DG ve
KG arasinda anlaml fark saptanmadi (DG;2,08+0,23, KG;2,23+0,22, p>
0,05). 12. hafta sonunda elde edilen degerlerin istatistiksel analizinde ise
DG’nda sinir aksiyon potansiyellerinin anlamli derecede yiksek oldugu
saptandi (DG;4,56+0,34, KG;3,47+0,38, p< 0,05). Degerlendirme Mann-
Whitney-U testi ile yapildi (Sekil-4) (Tablo-21-22).
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Tablo-21: 4. ve 12. Haftada Elektrofizyolojik Kayitlar *

EMG EMG
4. Hafta 12.Hafta

Deney Grubu  Kontrol Grubu Deney Grubu Kontrol Grubu
1- 1,6 0,7 6,2 1,9
2- 1 1,7 2,1
3- 6,6 1,2
4- 3 1,8
5- 4,1 3,7 4,2
6- 1,4 3,4 4.9 6,7
7- 1,2 1,3 3,7
8- 1,2 2,2 3,9 5,1
9- 1,3 6,4 2,5
10- 07 3,8 2,5
11- 3 2,5
12- 1,9
13- 1 2,3
14- 1,1 3,3 5,3
15- 2,1 2,5 4,8
16- 14 1,1 2,7 3,3
17- 4 1,3 4,7 2,9
18- 1,5 1,5 4 2
19- 1,6 5,4 2,9 6,1
20- 1,5 1,9
21- 24 3 4,4
22- 0,8 1,5 5,9
23- 2,1 5,8
24- 1,6 5,1 2,6
25- 0,6 3,6
26- 1,3 3,3 34
27- 1,1 4,1 2
28- 2,8 3,3 8,1
29- 29 5,1 0,6
30- 1,6 3,6 7,7
31- 3,8 6,7 3,2
32- 21 3,5 4,3 52
33- 1,7 3,5
34- 2 1,1 2,5 1,8
35- 1,8 1

* Sinir aksiyon potansiyeli amplittid degeri milivolt olarak dl¢iimastr.
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S WD S D 5 aiih 5 s

4. hafta 12. hafta

Deney grubundan 9 nolu sicana ait 4. ve 12. hafta elektrofizyolojik kayitlama

sonuglart.
8 mviD 5 msiD 10 m¥ /D S ms/C
10, BmA 22 . ImA
1 3wk
1 4ma
i [
i
4. hafta 12. hafta

Deney grubunda bulunan 30 nolu sigana ait 4. ve 12. hafta elektrofizyolojik

kayitlama sonuclari.
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1 5wl

| |

4. Hafta 12. Hafta

Kontrol grubunda bulunan 2 nolu sigana ait 4. ve 12. hafta elektrofizyolojik
kayitlama sonuglari.

3 mVIiD 3 msD

i Gmk

d. diml

|
} o ok 6.

4. Hafta 12. Hafta

Kontrol grubunda bulunan 18 nolu sigana ait 4. ve 12. hafta elektrofizyolojik
kayitlama sonuglari.

Sekil-4: Deney ve Kontrol grubundan secilen siganlardan elde edilen
elektrofizyolojik kayitlama sonuglari. Deney grubunda bulunan 8 ve 29 nolu
sicanlardan elde edilen sinir aksiyon potansiyellerinin, 4. ve 12. haftalar
arasindaki degisimi oldukga belirgin olmasina karsin, kontrol grubunda
bulunan 31 ve 47 nolu sicanlardan elde edilen sinir aksiyon potansiyellerinin,
4. ve 12. haftalardaki degisimi daha diisiik seviyelerdedir.
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TARTISMA

Ideal sinir onariminda etkili olabilecek bircok faktér vardir. Bunlar
arasinda sinir yaralanmasindan sonra canli kalan néronlarin sayisi, hedef
dokunun durumu, genis sinir yaralanmasindan sonra kullanilacak olan
greftlerin 6zellikleri, sinir rejenerasyon vé yonlenmesindeki kapasite, onarim
bélgesindeki sinirlerin uygunluk ve dogruluk oranlari gibi faktérler sayilabilir
(32). Gunumuizde anatomik olarak akson-aksona rekonneksiyon ve ciddi sinir
yaralanmasi sonrasi normal fonksiyonun geri getiriimesi dogru yaklasim
ile sonuclanan aksonal rejenerasyonun sinir sistemi icine integre olmasi, bu
kompleks sirecin énemli bir b&limudur (32).

Fu ve Gordon, aksotomize néronlarda yeniden innervasyonun
gerceklesebilmesi icin dncelikle néronun hayatta kalmasi gerektigini ve spinal
motor néronlarin hasar ile indiklenen hiicre 6limine karsi dijer néronlara
oranla daha hassas olduklarint bildirmiglerdir (27). Bu yazarlara gére, Lo ve
ark., 1995'te aksotomize ndronlarin apopitozis ile &ldiklerini, apopitozun
karakteristik ~ morfolojik  degisiklikleri ile  birlikte sonugta DNA
fragmantasyonunun gergeklestigini belirtmislerdir (27). Alvarez ve ark.,
tarafindan  siganlarda yapilan bir g¢alismada, p-amiloid fragman
implantasyonu ve hipoperflizyon ile indiklenen né&rodejenerasyonda;
sistemik olarak uygulanan sitikolinin doza badimh olarak apoptozisi
engelledigi ve ndron koruyucu oldugu gosterilmistir (51). Adibhatla ve ark.,
tarafindan gerbillerde yapilan bir calismada da intraperitoneal olarak
uygulanan sitikolinin gegici serebral iskemiden sonra azalan glutatyon
seviyesi ve glutatyon rediiktaz aktivitesini arttirdiyi gosterilmistir (50). Bizde
sitikolini  topikal uygulayarak periferik sinir kesisi alaninda yiksek
konsantrasyonda bulunmasini saglayip, hem aksonal rejenerasyon {izerine
hemde periferik sinir cerrahisine rejenerasyonun olugsmasindaki &nemli
engellerden birisi olan skar dokusunun &nlenmesi Uzerine etkilerini test
etmek istedik.

Bir plazmalojen olan 1-alkenil-2-asetil-fosfotidilkolin cok guiglii kimyasal
bir mediatdrdir ve degisik hiicre tipleri Uzerinde gugli fizyolojik etkilere

sahiptir. En énemli etkilerinden birisi; kan trombositlerinin agregasyonuna ve
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degranilasyonuna sebep olmasidir. Bu nedenle baslangicta “Platelet-
Activating-Factor” (PAF) olarak isimlendirilmistir. PAF etkisini membran sinyal
gecis mekanizmasini aktiflestirerek saglamaktadir (52). Calismamizda,
hasarlanmis ve hemen primer sttir ile tamir edilmis sigan siyatik sinirinde,
tamir alani etrafina uygulanan topikal sitikolin tedavisi ile 1-alkenil-2-asetil-
fosfotidilkolin sentez ve salimmi aracilii ile platelet agregasyonunu ve
degranllasyonunu arttirdigini diisiinmekteyiz. Hasarlanmig sinir alaninda
CDP-kolin dizeyinin artmasi 6zellikle distal sinir giidiigiinde Schwann hticre
proliferasyonu icin gerekli olan PDGF-B ve TGF-B diizeylerinin lokal olarak .
yUkselmesine neden olabilir. Calismamizda elde edilen akson-lif capi gibi
aksonal matirasyon degerleri, tamir alaninda aksonal organizasyonun
kantitatif analizi ve akson sayisi gibi rejenerasyon kriterleri, sitikolin ile tedavi
edilen deney grubunda aksonal rejenerasyonun ¢ok daha belirgin oldugunu
gbstermistir.

Sitikolinin metobolize olmas! sonucu ortaya ¢ikan kolin; S-adenosyl- L-
methionine ve sonrada glutatyona ddnlsebilen bir maddedir. Glutatyon
antioksidan &zelligi nedeniyle néron koruyucu bir ajandir (50). Baskaya ve
ark., tarafindan sicanlarda yapilan bir ¢alismada sitikolinin travmatik beyin
hasari sonrasi beyin édemi ve kan beyin bariyeri yikiiminda néron koruyucu
etkinligi arastirlmistir. Hem hasarli kortekste hemde travmaya duyarl
hipokampal bélgede travmatik hasar sonrasi sekonder hasarin
engellenmesinde efektif bir ndron koruyucu ajan oldugu gosterilmistir (53).
Alkan ve ark., tarafindan yapilan deneysel calismada uygulanan sitikolin
tedavisinin iskemik hasarlanmadan korudugu gdésterilmistir (54). Calismamiz
sonucunda; akson sayisi, akson-lif capi, EMG ve SFI gibi parametreler ile
yapilan degerlendirmelerde; sitikolin ile tedavi edilen deney grubunda, serum
fizyolojik ile tedavi edilen kontrol grubuna oranla ¢ok daha iyi sohuglar elde
edilmigtir.  Bu veriler 1s1ginda periferik sinir hasari ve primer anastomozu
takiben uyguladiimiz topikal sitikolin tedavisinin; aksonotmezisin neden
oldugu apopitozis ile gergeklesen ndronal 6limi engelledigi ve aksonal
rejenerasyonu potansiyelize ettidini disinmekteyiz. Fu ve Gordon, tarafindan

aksotomize ndéronda apopitozun engellenmesinde norotrofik ajanlarin

54



yogunlugunun artmasinin etkili olduguna dair kanitlar oldugu bildiriimistir
(27). Sitikolin tedavisi ile saglanan néron koruyucu etkinligin yani sira,
norotrofik ajanlarin sentez ve salinimini arttirarak apopitozisi engelledigini
dislinmek de mimkinddr. Cinku calismamizda kullanilan sitikolin; hem
metabolizmas! sonucu acida c¢ikan sitidin ile nlkleik asitlerin sentezinde,
hemde metionin ile protein sentezinde yer almaktadir (41). Aksotomize
néronda apopitozis ile indikienen hiicresel 6limin topikal veya sistemik
olarak uygulanan sitikolin tedavisi ile nasil engellendidini gosteren daha
detayli calismalar yapilmasi gerektigi kanisindayiz.

Noronal enerji ihtiyact sinir hasarini takiben baslayan rejenerasyon
slrecinde artmaktadir. Bu enerji ihtiyaci serbest yag asitlerinin mitokondriye
transferi ve anaerobik glikolizin desteklenmesi ile karsilanmaktadir.
Rejenerasyon ylksek enerjili substrat metabolizmasinin biosentetik yollarda
ve aksonal transport sisteminde arttiriilmasiyla indiklenir. Hart ve ark.’lan
tarafindan yapilan bir g¢alismada, periferik sinir hasarini  takiben
intraperitoneal (sistemik) “Acetyl — L —Carmitine” (ALCAR) tedavisi
uygulanmig ve hasar sonrasi 2 ay gibi ge¢ bir dénemde uygulanmig olmasina
ragmen ALCAR’In sensorindral 6lumd  o6nledigi, aksonal rejenerasyon
potansiyelini arttirdigi gosterilmigtir. ALCAR 6zellikle distal ugta rejenerasyon
kabiliyetini, Schwann hiicre proliferasyonunu ve bu hiicrelerin NGF baglama
kabiliyetini arttirdigi rapor edilmigtir. Bu fonksiyonel geri kazanimin artmasi
seklinde sonuglanan terapdtik etkinin, rejenerasyonda artmis enerii
gereksiniminde oynadigt role baglanmistir. Sonug¢ olarak ALCAR’In
mitokondrial oksidatif enerji metabolizmasinda kokli fizyolojik etkilere sahip
oldugu vurgulanmigtir (55). Karnitin mekidi i¢c mitokondrial membran
uzerindedir. Sitikolin i¢ mitokondrial membranda bulunan kardiolipin ve
sfingomyelinin prokirséridar (44). Kolin; betain aracihigi ile metionine
donlsmektedir. Metionin yikimi ile olusan siiksinil CoA glukojenik bir bilesiktir
ve trikarboksilik asit donglisi metabolitidir, sonugta enerji agija cikar (56,
57). Alvarez ve ark., tarafindan yash insanlarda yapilan bir calismada, oral
olarak verilen sitikolinin beyinde fosfolipid sentezi ile glikoz metobolizmasini

arttirdidl, serbest yad asit salinimini azalttigi gosterilmistir (49). Biz,
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uyguladigimiz sitikolin tedavisinin; i¢ mitokondrial membran ve glukoz
metabolizmasina olan etkileri ve ayrica trikarboksilik asit donglsi metaboliti
olan slksinil CoA vericisi olmasi nedeniyle aksonal rejenerasyonda artan
enerji ihtiyacina katki sagladigi kanisindayiz.

Sfingomyelin ~ sinir  dokusunun membranlarinin  temel yapisal
lipidlerinden biridir, omurgasinda bir amino alkol olan sfingozin icermektedir.
Sfingozinin 1. karbonundaki alkol grubu fosforilkolin ile esterlesirse
sfingomyelin meydana gelir (52). Periferik sinir hasari ve tamirini takiben tek
doz ve topikal olarak uygulanan sitikolin tedavisinin aksonal matlirasyon
Uzerine olan etkinligini test etmek istedik. Calismamizda aksonal
rejenerasyon ve matlrasyonun degerlendiriimesi 12. haftanin sonunda
yapilmistir. Bu sire; sigan siyatik sinir modelinde aksonal rejenerasyonun
optimal zamanini 12 hafta olarak kabul eden benzer calismalar 6rmek
alinarak belirlenmistir (7, 31, 32). Calismamizin sonunda sigan siyatik siniri
tamir alani distalinden elde edilen, myelin boyasi ile boyanmis transvers
kesitlerde, 1s1k mikroskobu altinda, myelinize aksonlarin ortalama caplar ve
sayilar hesaplanmigtir. Sitikolin ile tedavi edilen grupta ortalama lif capi daha
yuksek hesaplanmis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamh fark
olmadigr géralmastir. Akson ¢api dlglimleri ve birim alanda hesaplanan
ortalama akson sayilar ile yapilan degerlendirmede; sitikolin ile tedavi edilen
grupta istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek degerler elde edilmistir.
Biz, calismamizda uygulanan tek doz-topikal sitikolin tedavisinin; elde
ettigimiz sonuglar 1siginda sfingomyelin sentezine katilarak aksonal
matlrasyonu artirdigini ve bu sayede aksonal rejenerasyonu guglendirdigini
dislinmekteyiz.

Fuminori ve arkadaslar., tarafindan rejenere olmus c¢ok sayida akson
bulunmasina ragmen hedef organin uygun olmamasi nedeniyle,
myelinizasyonun akson hedef organa ulagsmadan meydana geldigi, akson
capt degerinin ise sinirin kaynaklandigi yere bagh oldugu belirtilmistir. Bu
nedenlere baglh olarak akson ve lif capi degerlerinin aksonal matirasyon ile
alakali oldugu, akson sayisi degerinin anlamli olabilmesi icin fonksiyonel

degerlendirmede altin standart olarak kabul edilen SFi ile korele olmasi
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gerektigi vurgulanmigtir. Bu parametrelerin fonksiyon ile iligkili olabilmesi icin
uygun hedef organ ve santral sinir sistemi ile integrasyonuna ihtiyag vardir
(32). Calismamizda 4. - 8. ve 12. haftalarda yapilan SFI hesaplamalarinda; 4.
haftadan itibaren deney grubunda anlaml fonksiyonel geri kazanim oldugu
ve 8. ve 12. haftalarda fonksiyonel iyilesmenin anlamli derecede % degisim
gOstererek belirginlestigi bulunmustur. Ayrica elektrofizyolojik olarak 12. hafta
sonunda istatiksel olarak anlaml derecede aksiyon potansiyel amplitiid
degerleri kayitlanmistir. Elde ettigimiz bulgular, aksonal rejenerasyon ile
fonksiyonel degerlendirme parametreleri arasinda korelasyon oldugunu ve bu
veriler dogrultusunda topikal ve tekdoz olarak uyguladigimiz sitikolin
tedavisinin, Evans ve ark., tarafindan tarif edilen (36) selektif reinnervasyonu
potansiyelize ettigi fikrini desteklemektedir. Ayrica bizim calismamizda,
benzer diger caligmalardan farkli olarak (7, 8, 11), SFi ile yapilan
degerlendirmede fonksiyonel geri kazanimin istatiksel anlamii farki 4. hafta
sonunda ortaya g¢tkmistir. Bu veri 100microM konsantrasyonunda topikal
sitikolin tedavisinin, aksonal rejenerasyon igin kritik kabul edilen ilk 3 giinliik
sUregte (58) etkin oldugu ve baslangic gecikme zamanini kisalttigini
dustindirmektedir.

Sicanlarda posterior servikal rizotomi sonrasl  olusturulan
deefferantasyon sendromunun belirtileri; Lombard ve ark., tarafindan 6n
ayaklarina yonelik self mutilasyon davranislar seklinde tarif ediimis ve bu
durum objektif agrinin spontan kaniti olarak tanimlanmistir (59). Hare ve ark.
SFPnin sensitivitesi ile ilgili yaptiklan calismada periferik sinir hasari
olusturulan bacakta self mutilasyon belirtileri olabileceginden, ancak kendi
¢aligmalarinda gézlenmediginden bahsetmislerdir (31). Calismamizda ilk 4
haftalilk siregte deney grubunda 8 hayvanda, kontrol grubunda ise 7
hayvanda; sag ayak 3.-4.-5. parmaklarinda kemirmeye bagh hiperemi-6dem
ve ototomiye donusen Ulsere yaralar geklinde self mutilasyon davranisiar
saptanmistir. Sadece kontrol grubundan bir sicanda 10. haftada, sad bacak
on ylzinde yine kemirmeye bagh yaklasik 1 cm capinda Ulsere yara
meydana gelmistir. Self mutilasyon davranislannin her iki gruptada ilk 4

haftalik slregte ve esit oranda gorilmesi tedaviden badimsiz oldugunu
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disundurmektedir. Sican siyatik sinir calismalarinda SFI'nin altin standart
olarak kabul edildigi dustnllirse, bu calismalarda; SFI degerlerini
etkileyecek olan self mutilasyon davraniglarinin gézardi edilmemesi
gerekmektedir.

Fuminori ve ark.lan tarafindan bildirildigine gore, elektrofizyolojik
kayitlamada kullanilan sinir ileti hizi parametresi, aksiyon potansiyelinin cok
daha hizli ileten myelize lifleri baz aldijindan bu olgiimiin; akson cap!,
internodal aralik ve myelinizasyon ile alakali oldugu dUsUnUIimustar. Sinir
aksiyon . potansiyelinin amplitid degeri, myelinize aksonlarin olusturdugu
toplam elektrik akimina baghdir (32). Kim D.H. ve ark., tavsan posterior .
tibial sinir (izerinde yaptiklan bir calismada, sinir aksiyon potansiyeli amplitiid
degerinin fonksiyonel geri kazanimin degerlendiriimesinde kullanilabilecedini
gostermiglerdir (38). Calismamiza benzer bir calismada Petersen ve ark.,
sigan siyatik siniri modelinde Adkon-T/N etkinliginin arastiriimasinda sinir ileti
hizini degerlendirmigler ve istatiksel anlamh fark elde edemediklerinden
bahsetmiglerdir ~ (8).  Calismamizda  m.gastrocnemius’tan  yapilan
kayitlamalarda olusan aksiyon potansiyelinin amplitid(i, siresi, alani ve
latansi kaydedilmistir. Fonksiyonel geri kazanimin degerlendiriimesinde
aksiyon potansiyelinin amplitidi kullanilmistir.  Elektrofizyolojik olarak 4.
hafta sonunda her iki grup arasinda anlamli fark olmamasia ragmen, 12.
hafta sonunda sitikolin ile tedavi edilen grupta aksiyon potansiyelinin amplitiid
degerlerinin belirgin olarak yiksek oldugu saptanmigtir. Elde ettigimiz
bulgulara goére elektrofizyolojik kayitlamalarin; periferik sinir hasarinda
fonksiyonel geri kazanimin degerlendirilmesinde kullanilabilecedi ve
uyguladigimiz topikal sitikolin tedavisinin olusan aksiyon potansiyelinin
amplitGddnd arttirdigini séylemek mumkinddr.

Ozgenel, tarafindan 2003'te yapilan iki ayn calismada hyallironik asit
ve hyallronik asit ile birlikte yiksek yodunlukta makromolekdller (laminin
fibronektin nérotrofik faktorler ve hyaluronik asit aktivatorleri gibi) icerdigi
disinilen insan amniyon sivisinin transeksiyona ugratilmis ve tamir edilmis
sican siyatik siniti etrafina topikal uygulanmasiyla epinéral fibrozisin

azaltildigi ve aksonal rejenerasyonun arttinldigi gosterilmistir (7, 11). Yine
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sigan siyatik sinir modelinde 1996’da Adkon-T/N (8) ve 1998’de Aprotinin (9)
maddelerinin topikal uygulanmasi ile yapilan galismalarda ekstranéral skar
olusumunun azaltildigi rapor edilmistir. Epinéral sitir ile yapilan sinir
anastomozlarinda sitlr materyeli ve teknigine bagl olarak perinéral fibrozis
ve néroma olusabilmektedir. Lazer ile sinir onarimi onarim bolgesine yabanci
cisimlerin gelmesini engelledigi i¢in iyi bir alternatif yontem olabilecegi
daginilmistir. Ancak lazer ile olusturulan nérorafide ihtiya¢ duyulan yiiksek
gerilim seviyelerinde, yuksek gerilimin termal etkisine bagli olarak néronal
hasar meydana gelmektedir. Bu nedenle henlz klinik - kullanimi
gerceklestirilememistir (60). Gorgull ve ark., tarafindan 2003’te sigan siyatik
siniri Gzerinde yapilan bir ¢alismada olusturulan periferik sinir hasarinda
dislik doz radyasyon uygulanmis ve epindral fibrozisin kontrol grubuna gére
goreceli olarak azaldigi gosterilmistir (10). Castaneda ve ark.’lar tarafindan
yapilan bir bagka caligmada, periferik sinir hasarindan sonra lezyona
ugramig bdlgenin veya lezyon bdélgesinde uygulanan greftin erken
revaskilarizasyonunun intra ve epindral fibrozisi azaltp aksonal
rejenerasyonu arttiracagr dasunilerek, lezyon araligi vaskillarize omental
greft ile tedavi edilmig ve perindral fibrozisin azaltildigi gosterilmistir (12).
Periferik sinir hasan ve tamiri sonrasi meydana gelen epinéral fibrozis
Uzerine sitikolin etkinligini arastiran herhangi bir calisma bulunmamaktadir.
Topikal sitikolin kulanimina iliskin yan etkilerin olduguna dair herhangi bir
yayina da rastlanmamigtir. Benzer calismalarda cerrahi igslemden sonra
ortaya ¢ikan epindral fibrozisin makroskopik ve kantitatif histolojik
degerlendiriimesi cerrahi iglemden sonra 4. ve 6. haftalarda yapiimis ve bu
slrenin epindral fibrozis geligimi icin yeterli oldugu belirtilmigtir (7, 8, 9, 10,
11). Calismamizda 4. ve 12. haftalarda yapilan degerlendirmede, tedaviden
bagimsiz olarak tiim deneklerde cilt ve adale fasyasinin tamamen kapandigt,
cerrahi igleme veya uygulanan tedaviye bagli herhangi bir komplikasyonun
gelismedigi goriimustir. Serum fizyolojik ile tedavi edilen deneklerin siyatik
sinirleri etrafinda, g¢evre dokulara yapisikliga neden olmus, kalin ve sert bir
konnektif doku saptanmistir. Sinir yapisikhi@ ve ayrilabilirligi kint veya

keskin diseksiyona ihtiyag gdstermistir . Sitikolin ile tedavi edilmis grupta ise
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siyatik sinirin etrafinin ince-membrandz bir bag dokusu ile sarildigi ve cevre
dokulardan ayrilabilifiginin nadiren kiint veya keskin diseksiyona ihtiyag
gosterdigi saptanmistir. 4.hafta sonunda sakrifiye edilen hayvanlardan gevre
dokular ile Dbirlikte en-blok olarak gikartilan siyatik sinirflerden yapilan
longutidinal ve transvers Kkesitlerde, mason-tricrome ile hazirlanan
preparatlarda epinéral skar dokusunun kantitatif analizi yapilmistir. Serum
fizyolojik ile tedavi edilen grupta, siniri cevreleyen, kalin ve koyu boyanan
konnektif dokunun; sitikolin tedavisi uygulanan grup ile karsilagtiriidiginda
daha blyidk bir yizey alanina sahip oldugu goriimistir. Calismamizda
kullanilan topikal sitikolin tedavisinin aksonal rejenerasyonu potansiyel olarak
arttirmasinin yani sira, yara iyilegmesini bozmadan epindéral skar olugumunu
engelledigi sonucuna variimistir. Sitikolin ile elde edilen bu yararlanim benzer
tedavi secgenekleri ile kiyaslandiginda; kolay elde edilebilir ve uygulanabilir
olmasl, bilinen yan etkilerinin olmamasi gibi nedenler ile daha avantajl
gorinmektedir.

Ozarda ve ark. tarafindan, insanlarda yapilan bir galismada, gebelik
sirasinda serum serbest kolin ve fosfolipid bagimli kolin seviyelerinin arttig,
anlamli seviyelerde amnion sivisinda bulundugu gésterilmistir (43). Ozgenel
tarafindan, sigan siyatik sinirinde olusturulan periferik sinir hasarinda tamir
alanina topikal olarak insan amnion sivisi uygulanmasi; perinéral skar
dokusunu azaltmig ve  aksonal rejenerasyonu arttrmigtir (7). Bizim
calismamizda da benzer sonuglarin elde edilmis olmasi; insan amnion sivisi
ile saglanan bu etkinligin, icerdigi kolin dizeylerine bagh olabilecegini
distndirmektedir.

Noroma agriy1 tetiklemenin yani sira motor ve duyusal agidan
fonksiyonel geri kazanimi engellediginden noérolizis veya ndéromanin
bulundugu segmentin rezeksiyonu ile birlikte greftlieme uygulamalarina
gidilmigtir. Shah ve ark., tarafindan sigan siyatik sinirinde olusturulan “crush”
lezyon sonrasi lezyon proksimali ve distalinde olusturulan epindral pencereler
kullanilarak uygulanan otogreft ile lezyon araligi by-pass edilmis ve bu
sekilde de aksonal rejenerasyon ve fonksiyonel geri kazanim olusabilecegi

gosterilmistir. Bu calismada ndéromalarin bu teknik ile by-pass edilebilecegi
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ileri strdlmastdr (61). Calismamizda topikal olarak uygulanan sitikolin
tedavisinin, periferik sinir lezyonunda konnektif dokunun proliferasyonuna
bagli olarak gelisen skar dokusu ve néroma olusumu Uzerine olan etkilerini
arastirdik. 4.hafta sonunda sinir tamir alanindaki histolojik organizasyonun
sitikolin ile tedavi edilen grubda daha iyi olduju goérilmaOstir. Ancak
istatistiksel anlaml fark 12. hafta sonunda yapilan degerlendirmede elde
edilmistir ve serum fizyolojik ile tedavi edilen bir sicanda proksimalden distale
aksonal organizasyonun olmadigl, anastomoz hattinin fibrozis ile
engellendigi géralmastir. Topikal tek doz sitikolin uygulanmasinin periferik
sinir hasarn ve tamirinde kaginilmaz olarak gérilen néroma olusumunu
azaltip, proksimalden distale aksonal organizasyonun devamliligini arttircdhgi
sonucuna ulasiimistir. ‘

Sonug olarak; periferik sinir hasari ve tamirinde daha 6nce hic
denenmemis olan sitikolinin; primer anastomozu takiben topikal olarak, tek
doz halinde uygulanmasinin, yara iyilesmesini etkilemeden epinéral skar
olusumunu azalthigi ve aksonal rejénerasyonu potansiyelize ederek
fonksiyonel geri kazanimi arttirdidini sdylemek mimkindir. Sitikolinin etki
mekanizmasinin anlasgilabilmesi igin daha detayli c¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir. Periferik sinir hasarinin diger tiplerinde ve diger tedavi
seceneklerinde etkinliginin  gdsterilmesi  ulastigimiz  sonuglart  anlamli
kilacaktir. Periferik sinir hasar ve tamirini takiben sistemik ve uzun sireli
kullaniminin fonksiyonel geri kazanimi nasil etkileyecedi bilinmemektedir. Bu
calismalarin isiginda baslangic gecikme zamani (zerine olan etkilerinin

arastirimasi gerektigi kanisindayiz.
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KISALTMALAR

Deney Grubu: DG

Kontrol Grubu: KG

Elektro myografi: EMG

Siyatik fonksiyon indeksi:SFI

Nerve Growth Factor:NGF

Insulin-like Growth Factor-1: IGF-1
Ciliary Neurotrophic Factor: CNTF
Brain-Derived Neurotrophic Factor: BDNF
Neurotrophin-3:NT3

Neurotrophin- 4/5:NT4/5)
Interleucin-1:IL-1

Interleucin-3:1L-3

Interleucin-6:1L-6

acidic Fibroblast Growth Factor:FGFa
basic Fibroblast Growth Factor:FGFb
Glial-cell-line-Derived Neurotrophic Factor:GDNF
Endotelial Growth Factor:EGF
Transforming Growth Factor -B: TGF-
Tibial fonksiyon indeksi: TFI

Peroneal fonksiyon indeksi: PFI
Sensorial uyariimis potansiyel: SEP
Motor uyariimig potansiyel: MEP

Platelet activating factor: PAF

Platelet derived growth factor-B: PDGF-B
Tirozin kinaz-A: trkA

Tirozin kinaz-B: trkB

Tirozin kinaz-C: trkC

Growth-Associated Protein-43:GAP-43
Acetyl — L —Carnitine: ALCAR
Hematoxylin Eosin: H&E
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