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1. GIRIS

1.1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi organlarin ve organ sistemlerinin aktivitelerini kontrol ve entegre
eder ayrica viicudun, i¢cinde ve disinda siirekli olarak meydana gelen degisimlere
yanit verebilmesini saglar (Ross ve Pawlina, 2014). Sinir sistemi anatomik olarak (1)
merkezi sinir sistemi (MSS) ve (2) periferik sinir sistemi (PSS) olarak ikiye ayrilir.
MSS; beyin, omurilik ve go6ziin noral bdoliimiinden olusurken PSS; periferik
gangliyonlar, kraniyal-spinal ve periferik sinirler ile sinir sonlanmalarindan meydana

gelmektedir (Kierszenbaum ve Tres, 2016).

PSS fonksiyonel olarak impulslart alip islemesi icin MSS’ye ileten duyusal
(afferent) bolim ile MSS’den kaynaklanan impulslar1 viicut genelindeki efektor

organlara ileten motor (efferent) boliime ayrilmaktadir (Gartner, 2017).

1.1.1. Sinir Sisteminin Hiicreleri

Sinir sisteminin hiicreleri néronlar ve norogliya hiicreleri olarak iki kategoride

incelenebilir (Gartner, 2017).

Noronlar sinir sisteminin fonksiyonel birimidir. Sekil ve biiyiliklik olarak
oldukca c¢esitlidirler (Ross ve Pawlina, 2014). Cogu noron ii¢ belirgin bdliimden
olusmaktadir; hiicre gdvdesi (perikaryon), ¢ok sayida dendrit ve bir akson. Hiicre
govdesi bir noronun c¢ekirdek ve periniikleer sitoplazmasini iceren merkezi
boliimiidiir (Gartner, 2017). Periniikleer sitoplazmada bol miktarda graniillii
endoplazma retikulumu ve mitokondriyon ile Golgi aygiti, lizozomlar, mikrotiibiiller,
ndrofilamentler, transport vezikiilleri ve inkliizyonlar bulunmaktadir. Bu organeller
dendritlerin igine uzanabilirler ancak aksonun igine uzanmazlar (Ross ve Pawlina,

2014).



Dendritler diger sinir hiicrelerinden uyarilari alirlar. Cogu ndron her biri hiicre
gbovdesinden ¢ikan birden fazla dendrite sahiptir (Gartner, 2017). Aksonlardan daha
genis capa sahip olan dendritler miyelinsizdirler ve dendrit agaci adi verilen yogun

dallanmalar olustururlar (Ross ve Pawlina, 2014).

Her néronun yalnizca bir aksonu vardir. Hiicre gévdesinden ¢iktiktan sonra ¢ok
uzak mesafelere uzanabilirler (Gartner, 2017). MSS’nin motor c¢ekirdeklerindeki
noronlardan ¢ikan aksonlar efektdr hedefleri olan kas hiicrelerine erisebilmek i¢in bir
metreden fazla yol katedebilirler. Hiicre govdesinden aksonun ¢iktig1 bolgede biiyiik
sitoplazmik organeller bulunmaz ve bu bdlgeye akson tepecigi adi verilir (Ross ve
Pawlina, 2014). Akson tepeciginden sonra aksonun ilk 20-60 um’lik kismima akson
baslangic segmenti adi verilir ve aksiyon potansiyelini meydana getirir (Leterrier,
2016). Aksonun esas gorevi bir diger ndrona ya da kas hiicresi gibi efektor bir

hiicreye bilgi iletmektir (Ross ve Pawlina, 2014).

Norogliya hiicreleri ise iletim yapmayan, ndronlara yakin yerlesimli destek
hiicreleridir. Fiziksel ve metabolik destegin yani sira diizenleyici kapasiteleri de
vardir. Astrositler, oligodendrositler, mikrogliya hiicreleri ve epandim hiicreleri
yalnizca MSS’de bulunurken, Schwann hiicreleri, satellit hiicreleri ve ¢esitli organ ya
da dokularla iligkili 6zellesmis hiicreler (enterik nérogliya, Miiller hiicreleri gibi) ise

PSS’de bulunan noérogliya hiicreleridir (Gartner, 2017, Ross ve Pawlina, 2014).

1.2. Periferik Sinir Sistemi

Periferik sinir sistemi periferik sinirlerden ve MSS disinda yerlesmis olan

hiicre govdelerini iceren gangliyonlardan olusmaktadir (Ross ve Pawlina, 2014,

Gartner, 2017).



1.2.1. Periferik Sinirlerin Simiflandirilmasi

Periferik sinirler lif tipi bilesimlerine gore genel olarak i) duyu ii) motor ve iii)
karma sinirler olmak {izere ii¢ ana kategoride siniflandirilirlar. Bir kag istisna diginda
(VIIL. kraniyal sinir ve V. kraniyal sinirin mezensefalik kokii) duyu sinirleri duyu
gangliyonlariin pseudounipolar néronlarindan kaynaklanirlar. Diger yandan motor
sinir lifleri merkezi sinir sisteminde yerlesik olan somatik ve otonomik motor
ndronlardan ¢ikmaktadirlar. Somatik motor lifler dogrudan hedef iskelet kasi liflerine
ulasirken, otonomik sinir lifleri orto ve para-sempatik gangliyonlarla sinaps yaparak

hedef visseral organlara ulasirlar (Geuna ve ark., 2009).

Duyu ve motor nodronlar cogunlukla miyelinli sinir liflerinden olusur.
Otonomik sinir sistemine ait olan karma sinirlerin ¢ogu ayrica agri sinyallerini
tastyan lifleri de igerirler. Duyu ve motor sinirler ile bazi agri tasiyan lifler

miyelinliyken, bazi agr tagiyan lifler ve otonomik lifler miyelinsizdir.

Miyelinli sinir lifleri axonlarinin g¢aplarina gore li¢ ana gruba ayrilirlar ve
genellikle Aa, AB ve A lifleri olarak belirtilirler. Miyelinsiz sinir lifleri ise C-
lifleridir. Sinir liflerinin iletim hiz1 aksonlarinin ¢api ile orantilidir. Motor sinir lifleri
Ao gruplarina ve ¢ogu duyu sinirleri AB lif tiplerine ait iken, agr1 lifleri Ad ve C

gruplarina aittir (Meller, 2011)

1.3. Periferik Sinir Sistemi Embriyolojisi

Periferik sinirlerin ve periferik sinirleri olusturan morfolojik yapilarin (akson,
Schwann hiicresi, bag doku kilif komponentleri) normal gelisimi viicutta kontrol
ettikleri bir¢ok doku, organ ve sistem ile bunlarn iligkili oldugu ¢esitli homeostatik

fonksiyondan dolay1 olduk¢a 6nemlidir (Kaplan ve ark., 2009).



Embriyonik gelisimin iiclincii haftasinda epiblast hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
embriyonun orta hattina dogru gogii sonucunda primitif ¢izgi olusur. Primitif
¢izginin kraniyal ucunda hiicre ¢ogalmasi ile primitif diigiim meydana gelir. Bu
esnada primitif ¢izgide primitif oluk gelisir ve primitif diilimde olusan bir ¢okiintii
ile devam ederek primitif ¢gukuru olustururlar (Moore ve Persaud, 2009). Epiblasttan
ayrilan hiicrelerin bazilar1 hipoblast hiicrelerinin yerini alarak embriyonik
endodermi, bazilar1 da epiblast ile endoderm arasina yayilarak mezodermi meydana

getirir. Epiblast i¢inde kalan hiicreler de ektodermi olusturur.

Prenotokordal hiicreler notokordal plagi olusturmak i¢in primitif ¢izgiden goc
ederek Once endoderme yerlesir sonra da kalici notokordu olusturmak {izere
endodermden ayrilirlar. Embriyonun orta hat eksenini olusturan notokord aksiyal

iskeletin gatisidir (Sadler, 2005).

Notokord gelisirken iizerindeki embriyonik ektodermi orta hatta ve hemen
kenarlarinda kalinlagmak iizere indiikler ve noéral plak olusur. Noral plak
ektoderminden (néroektoderm) MSS gelisir (Moore ve Persaud, 2009). Yaklasik 18.
giinde noral plagin lateral kenarlar1 yiikselerek noral katlantilari, bu katlantilar
arasinda kalan ¢ukur boliim ise noral olugu meydana getirir (Sekil 1.1). Noral
katlantilar en sonunda orta hatta kaynasarak ndral tiipe doniisiir ve yiizey

ektoderminden ayrilir (Moore ve Persaud, 2009, Sadler, 2005).

(1] Noral plagin kalinlagmasi B3 Néral oluk ve katlantilarin olusumu
Yiizey ektodermi Noral plak Noral krest ) Noral katlant, ) Néral Noral krest
J Yiizey ektodermi

L l/'c} - JaN\Ip v

~

Endoderm Notokord Mezodermal somit /

Sekil 1.1. Noral Plak, Noral oluk ve Noral katlantilarin olusumu.



Noral katlantilar noral tiipii olusturmak {izere birlesirken, her noral katlantinin
i¢c kenar1 boyunca uzanan bazi ndroektodermal hiicreler epitel ile olan baglantilarini
kaybederler. Noral tiip ylizey ektoderminden ayrildik¢a ndral krest hiicreleri ndral
tip ile tizerindeki ektoderm arasinda noral krest denilen yassi bir hiicre kitlesi
olusturur. Noral krest sonra ikiye ayrilarak ndral tiipiin dorsolateraline dogru yer

degistirirek burada spinal ve kraniyal sinirlerin duyusal gangliyonlarimi olustururlar
(Sekil 1.2) (Sadler, 2005).

B Noral plak kenarlarinin yaklagmasi @ Noral tiipiin olusumu

Noral krest

avd

— N

Sekil 1.2. Noral tiip ve noral krestin olugumu.

Daha ileri evrelerde duyu gangliyonlarinin noroblastlarindan (ndroepitelyal
hiicrelerden koken alan 6ncti sinir hiicreleri) iki uzant1 olusur. Merkeze dogru gelisen
uzantilar noral tiipiin dorsal pargasmna gOmiiliir, ya medulla spinalisin arka
boynuzunda sonlanirlar ya da marjinal tabaka icinden daha yukart beyin
merkezlerine dogru giderler. Bu uzantilara spinal sinirin dorsal duyu kokii denir
(Sadler, 2005). Periferik uzantilar1 ise spinal sinirlerin igerisinde ilerleyerek somatik

ve visseral yapilarda duyusal sonlanmalar olustururlar (Moore ve Persaud, 2009).

Medulla spinalisin bazal plaklarindan kdken alan motor sinir lifleri 4. haftanin
sonunda goriilmeye baglar ve medulla spinalisin ventrolateral yiizii boyunca
uzanirlar. Lifler gelisen bir kas grubuna yonelerek ventral sinir kokiinii meydana

getirirler.



Dorsal sinir koki ile ventral sinir kokii birleserek spinal sinirini olugturur
(Moore ve Persaud, 2009). Spinal sinir olustuktan hemen sonra dorsal ve ventral
primer ramuslara boliiniir. Dorsal primer ramuslar dorsal aksiyel kaslari, vertebral
eklemleri ve sirtin derisini innerve eder. Ventral primer ramuslar ise ekstremiteleri ve
viicut 6n duvarini innerve eder ayrica ana sinir pleksuslarini (kraniyal, brakiyal ve

lumbosakral) meydana getirir (Sadler, 2005).

Schwann hiicreleri de noral krest hiicrelerinden kdken almaktadir. Noral krest
hiicrelerinden Schwann hiicrelerinin {iretimi i¢in Sox-10 transkripsiyon faktorii
gereklidir ve Schwann hiicre onciillerinden immatiir Schwann hiicreleri olusur. Bu
populasyona ait hiicrelerin yaklasik yarisi biiylik ¢capl aksonlarin etrafinda miyelin
kilif tiretmek tlizere ayrilirken diger yarist daha kiigiik capli aksonlarla iliski kurarak
miyelin yapmayan Schwann hiicreleri haline gelirler. Schwann hiicresi olusumundaki
bu son basamak hayat boyu geri doniisiimliidiir. Olusacak soy aksondan gelen
sinyallere sasirtict bicimde bagimlidir. Gelisimin erken donemlerinde bu sinyallerin
en dnemlisi noroglin-1°dir. Krox-20 transkripsiyon faktdrii de Schwann hiicrelerinin

miyelinizasyon gerceklestirmesi i¢in vazgecilmezdir (Jessen, 2004).

Noral krest hiicrelerinden immatiir Schwann hiicrelerinin gelisimi memeli
tiirlerinde degiskenlik gosterir. Ornegin, ratlarda Schwann hiicre onciilleri spinal
sinirlerde 14./15. embriyonik gilinlerde (EG) goriiliir ve immatiir Schwann
hiicrelerine 17./18. EG’de farklanir. Farelerde bu siirecler ratlardan 2 giin 6nce
gerceklesir. Insanda ise siyatik sinirlerde ve genellikle brakial pleksusa ait olan

sinirlerde in-utero 12. haftada baslar (Kaplan ve ark., 2009).

Immatiir Schwann hiicreleri ile aksonlar arasindaki karsihikli etkilesimin ilk
belirtileri ratlarin sinirlerinde 17./18. EG’de goriilirken farelerde 15./16. EG’de
goriiliir. Daha sonra Schwann hiicreleri bir grup aksona sitoplazmik uzantilar
gondererek onlar1 gittikge fasikiiller haline getirir ve radyal smiflandirma siireci
baglar. Bu siire¢ Schwann hiicre membranindaki 1 integrin reseptorleri ile Schwann

hiicre bazal laminasinda yerlesik olan lamininlerin etkilesimlerine baglidir. Bu iglem



esnasinda capt lum’den biiyiik olan aksonlarin her biri secici olarak bir immatiir
Schwann hiicresiyle sarilir. Bu siire¢ biiyiik capli aksonlarin miyelinizasyonu i¢in

gereklidir.

Buna karsilik, miyelin yapmayan Schwann hiicreleri ¢aplar1 1um’den kiiclik
olan aksonlar1 ¢evrelerler. Sinir gelisiminin bu agamasinda akson ve Schwann hiicre
sayilarinin eslesmesi gereklidir, eger bu eslesme gerceklesmez ise ileri embriyonik
evrelerde biiyiik Olciide gelisimsel ndronal oOlim gozlenir. Bodylece Schwann
hiicrelerinin néron sag kalimini kontrol ettigi dne siiriilmektedir. Akson izolasyonunu
tamamlandiktan sonra Schwann hiicreleri insanda intrauterin yasamin 14.-16.

haftalarinda miyelinizasyon siirecine baglarlar (Kaplan ve ark., 2009).

1.4. Periferik Sinir Histolojisi

Periferik sinirler viicudun basindan sonuna kadar hemen hemen biitiin dokulara
ve biitiin organlara ulagan ve onlara motor ve / veya duyusal innervasyon saglayan
kompleks organlardir. Parankima (aksonlar ve Schwann hiicreleri) ve stroma (gesitli
bag doku elemanlarindan olusan iskele) boliimleri ayirt edilebilir. Merkezi sinir
sisteminden (MSS) ¢ikan periferik sinirler kraniyal ve spinal sinirler olmak tizere iki
kategoriye ayrilir. Bir ¢cok dal bu ana gévdeden kdken almaktadir ve terminal dallar

viicudun her bdlgesine ulasir.

Periferik sinirlerin en kiiciik fonksiyonel birimi sinir lifleridir. Periferik sinir
liflerinin iletim hizi, fonksiyonu, lif cap1 ve diger baska nitelikler gibi parametrelere
gore degisik siniflandirma sekilleri vardir. Anatomik olarak Schwann hiicrelerinin
aksonlar1 c¢evrelemesi ile miyelinli ve miyelinsiz sinir lifleri olarak iki alt gruba
ayirmak miimkiindiir. Memelilerde biitiin biiyiik aksonlar miyelinlidir. Caplar1

Ium’den kiiciik olan aksonlar ise genellikle miyelinsizdir (Geuna ve ark., 2009).



1.4.1. Miyelinli Sinir Lifleri

Miyelinli sinir lifleri her biri ayr1 ayr1 bir Schwann hiicresi ile ¢evrelenmis tek
bir aksondan meydana gelmektedir. Schwann hiicresi membrani ¢ok tabakali miyelin
kilifi olusturmak i¢in sinir lifinin ¢evresini sarmalar. Periferik sinir sisteminde (PSS)
miyelin Schwann hiicreleri tarafindan iiretilmektedir. Miyelin kilif aksonun gevresine

sarilan yass1 gliyal uzantilar gibi diisiiniilebilir (Geuna ve ark., 2009).

Miyelin kilifin olusumu (miyelinizasyon) esnasinda ilk olarak akson Schwann
hiicresinde olusan bir olukta uzanir. Bdylelikle Schwann hiicresi membram
fonksiyonel olarak iki bolgeye ayrilir; dis ortama ya da endonéryuma bakan yiizii
abaksonal plazma membrani, akson ile temasta olan yiizii ise adaksonal (periaksonal)
plazma membran1 olarak adlandirilir. Akson tamamen sarildiginda ise bu iki

membran bdlgesini birbirine baglayan ¢ift membranli bir yap1 olan mezakson olusur.

Miyelin  kilif olusumu Schwann hiicresinin mezaksonunun aksonu
cevrelemesiyle baslar ve mezaksonun yaprak seklinde bir uzantis1 aksonu spiral
hareketle sarar. Ilk bir kac tabaka siki diizenlenmez ve sitoplazmalar1 kalir (Sekil

1.3).

Schmidt-Lanterman
Miyelin Yang

Schwann
hiicresi

Dis
Mezakson Mezakson

Sekil 1.3. Miyelinizasyon.



Gelismekte olan miyelin kilifin disinda Schwann kilifi denilen dis periniikleer
sitoplazma halkas1 bulunur ve Schwann hiicresinin ¢ekirdegini ve ¢ogu organelini
bulundurur. Schwann hiicresi bazal lamina ile ¢evrelenmistir (Sekil 1.4). Son
tabakanin mezaksonunun kendi lizerine donerek spirali kapatmasi ile bazal laminaya
komsu interseliiler dar bir bosluk olan dis mezakson olusur. Mezakson
membranlarinin arasindaki dar interseliiler alan ile adaksonal plazma membran

arasindaki boliime ise i¢ mezakson denir (Ross ve Pawlina, 2014).

960”079
\200%g%, @

Sekil 1.4. Miyelinli sinir lifi elektron mikroskop goriintiisii.

Mezakson kendi etrafinda spiral olusturduktan sonra 12-14nm’lik araliklar
kaybolur ve siki membranlariyla miyelin kilif olusur. Miyelin kilif aksonu
cevreledikge birbirini izleyen bir seri genis, yogun ¢izgilerle birlikte daha dar, daha
az yogun cizgileri meydana getirmektedir. Transmisyon elektron mikroskobunda
(TEM) gozlenen bu genis ¢izgiler (3 nm genisliginde) esas yogun ¢izgiler olarak
adlandirilir ve kaynagan Schwann hiicre plazma membranlarinin sitoplazmik
ylizeylerini temsil etmektedir. Daha dar olan intraperiyod cizgiler ise birbirlerine
yaklasan ancak kaynagsmayan Schwann hiicre dis membran yapraklarn tarafindan

olusturulur (Gartner, 2017).



Iki komsu Schwann hiicresinin birlesme bdlgesine Ranvier diigiimii (nodu) adi
verilir ve bu bdlgede miyelin kilif bulunmaz. iki Ranvier diigiimii arasinda kalan
miyelin bdlgesine ise internodal segment denilmektedir (Ross ve Pawlina, 2014). Isik
mikroskobunda her internodal segmentte bir ka¢ tane koni bicimli yarik
bulunmaktadir. Bu yariklara Schmidt-Lanterman yariklari adi verilir (Sekil 1.5)
(Gartner, 2017). Schmidt-Lanterman yariklarinin sayist akson c¢apiyla dogru

orantilidir (Ross ve Pawlina, 2014).

Schwann hiicre
sitoplazmasi
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Ranvier dugimii cekirdegi
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\

Schwann hiicre
sitoplazmasi
dis halkasi

Schwann hiicresinin Schmidt-Lanterman
perinodal sitoplazmasi Yarigi

Sekil 1.5. Miyelin Kilif.

PSS’de miyelinizasyon genel olarak ¢ap1 1,5 um’den biiyiik aksonlarda goriiliir

(Geuna ve ark., 2009).

1.4.2. Miyelinsiz Sinir Lifleri

Miyelinsiz sinir lifleri tek bir Schwann hiicresi tarafindan kusatilmis bir grup
aksondan olusmaktadir. Memelilerde kiitandz sinirlerde ve dorsal spinal koklerde
bulunan aksonlarin yaklasik %75’ miyelinsizdir. Otonomik post-gangliyonik
aksonlarin tamami miyelinsizdir. Miyelinsiz liflerin ¢aplar1 kiigtiktiir (0,15-2 um) ve
birbirini izleyen bir seri Schwann hiicresi igerisinde gruplanirlar (Sekil 1.6) (Geuna

ve ark., 2009).

10



Sekil 1.6. Miyelinsiz Sinir Lifleri.

PSS’de biiyiik Schwann hiicrelerinin 20’den fazla olugu bulunabilir ve bu

oluklarin her birinde bir veya daha fazla akson yerlesebilir (Ross ve Pawlina, 2014).

1.4.3. Periferik Sinirin Bag Doku Kiliflar1

PSS noronlarinda aksonlar ve gliya hiicreleri bag dokudan olusan bir yapi ile
cevrelenmekte ve bu yapi tarafindan viicut hareketlerinden kaynaklanan basing ve

gerilmeye karsi yeterli direnci saglamasi i¢in desteklenmektedir.

Klasik olarak sinir demetleri ister unifasikiiler ister multifasikiiler olsun
epindéryum tarafindan sarilirlar. Sinir demetini olusturan her bir fasikiil ¢ok tabakali
perindryum ile ¢evrelenirken, perinéryum aksonlarin etrafinda yerini endondryum

veya intrafasikiiler bag dokuya birakir (Geuna ve ark., 2009).
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1.4.3.1. Epinéryum

Epindryum intranéral damar sisteminin ana iletim kanallar1 olan vasa
nervorumlart iceren destekleyici ve koruyucu bag doku tabakasidir. Vasa
nervorumlar perindryumdan gecerek endondéryumda bulunan arteriyoller ve
veniillerden olusan ag ile temasa ge¢mektedir. Embriyolojik olarak, epindéryum
mezoderm tabakasindan koken almaktadir. Insanda epindryum, bir sinir demetinde
enine kesit alanimin yaklagik % 30-70’ini olusturmaktadir. Genel kural olarak
periferik sinir ne kadar ¢ok fasikiil igeriyorsa epinéryum o kadar kalindir. Bu bag
dokusu fibroblastlari, Tip I ve Tip II kollajeni ve ¢esitli miktarlarda yag hiicresini
icermektedir (Geuna ve ark., 2009).

1.4.3.2. Perindoryum

Perindryum her bir fasikiilii ¢evreleyen siki ve mekanik olarak kuvvetli olan
tabakadir. Memeli sinir demetlerindeki fasikiillerde en fazla 15 tabaka olmakla
birlikte degisen katlarda yassi poligonal hiicrelerden ve kollajenden meydana
gelmektedir. Her hiicre tabakasi bazal lamina iizerine oturmaktadir. Hiicre tabakalar1
longitudinal olarak uzanan kapiller iceren bosluklar ile birbirinden ayrilmaktadir.
Ayni1 boslukta kollajen teller ve elastik teller de bulunmaktadir. Bir ¢cok caligmaya
gbre bu epitel benzeri yassi hiicreler yalnizca gergek perindryumun i¢ tarafinda
bulunmaktadir ve perindral kilifin bu hiicreli tabakasi giderek epinéryumun bag
dokusuna katilacak olan bir dis fibr6z doku ile ¢evrelenmektedir. Bu yass1 hiicreler
karakteristik olarak c¢ok sayida pinositik vezikiiller ve siklikla mikrofilaman
demetleri icermektedir. Bu bulgular ve perinéryum hiicrelerinin fosforilasyon
enzimlerince de zengin olmalar1 gerceginden hareketle bu tabaka metabolik olarak

aktif bir difiizyon bariyeri olarak islev gdrmektedir.

Perinéryumun kan-sinir bariyeri ile birlikte endondryum igerisindeki ozmotik
ortam ve sivi basincinin korunmasinda onemli gorevleri vardir (Geuna ve ark.,

2009).
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1.4.3.3. Endonéryum

Endonéryum genis ekstraseliiler bosluklar igeren gevsek kollajen matrikstir.
Matriks; fibroblastlari, makrofajlari, mast hiicrelerini ve ekstraseliiler matriks
bilesenleri olan kollajen lifleri, mukopolisakkarit esas madde ile kapiller ag1
icermektedir. Endondryumun fibréz ve hiicresel bilesenleri endondryal sivi igerisinde
bulunmaktadir. Endondryal sivi basinci, epindryuma gore nispeten daha yiiksektir.
Sonugta olusan bu basing farkinin, sinir lifinin diginda bulunan toksik maddelerden
kaynaklanabilecek endondryal kontaminasyonu miimkiin mertebe azalttigina
inanilmaktadir. Endondryum igerisinde bulunan hiicrelerin ¢ogu Schwann hiicreleri
ve endotel hiicreleridir. Fibroblastlar tiim hiicrelerin yalnizca %4’lik kismim
olusturmaktadir (Geuna ve ark., 2009). Kollajen liflerin biiylik kismi1 Schwann
hiicreleri tarafindan tiretilmektedir. Kollajen lifler sinir liflerine hem paralel hem de

onlar1 saracak sekilde diizenlenirler (Ross ve Pawlina, 2014).

1.5. Periferik Sinir Hasar Tipleri

Ezilme tipi hasarlar tipik olarak sopa, ameliyat klempi veya sinirde tam kesi
olusturmayan diger objeler gibi kiit uclu nesnelerin sinirde akut travmatik basing

olusturmasi nedeniyle meydana gelirler.

Tersine nodrotmezis veya grade V sinir hasar1 olarak da bilinen kesi
hasarlarinda ise genellikle bigak, atesli silah, kirik cam pargalart ve benzerleri

tarafindan olusan laserasyondan dolay: sinirde tam kesinti mevcuttur.

Balistik hasarlar ise mermi ¢ekirdeginin gecisinden sonra sok dalgalarinin
dokunun icinden hareketi nedeniyle sinirde basi ve kesi hasarini birlikte verme
egiliminde oldugundan 6zel bir durumdur. Mermi dogrudan sinirin kendisine temas
etmemekle birlikte sinir izerinde hem gerilme hem de basing etkisi yaratir (Menorca

ve ark., 2013).
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Periferik sinir sistemi (PSS) hasarlar1 siklikla meydana gelirler ve sakatliklarin
baslica nedenlerindendir. PSS hasarlar1 kaslarin normal hareket etme kabiliyetine ve
normal duyu algisina zarar verir ve agrili noropatilerle sonuglanir. PSS hasarlar
travmatik, travmatik olmayan veya cerrahi esnasinda olusan seklinde
siniflandirilabilir. Travmatik sinir hasarlar1 carpigsma, motorlu ara¢ kazalari, atesli
silah yaralanmalar1, kiriklar, laserasyonlar veya diger delici travma tipleri sonucunda

olusurlar (Dodla ve ark., 2011).

1.6. Periferik Sinir Hasari

Periferik sinirlerin travmatik hasarlar1 biitiin diinyada yaygin bir problemdir ve
kayda deger sakatliklara yol agmaktadir. Periferik sinir hasarlarinin (PSH) etiyolojik
ve epidemiyolojik faktorleri baris ve catisma periyodlarina goére ve ayrica
toplumlarin gelismislik seviyelerine gore degiskenlik gostermektedir. Tarihsel olarak
PSH’lere ait bilgiler ¢cogunlukla savas zamanlarinda gelismistir. Travmatik sinir
hasarlar1 6nemli norolojik zararlara yol agmaktadir. Baris donemlerinde PSH’ler
genellikle motorlu ara¢ kazalari, keskin objelerle parcalanma, penetrasyon
travmalari, gerilme veya basi travmalar ile kiriklar ve atesli silah yaralanmalar
sonucunda olusurlar. PSH’nin insidans1 travma popiilasyonu arasinda %2-%2,8
olarak eger pleksus ve sinir kokii lezyonlar1 da dahil edilirse %5 olarak rapor

edilmistir (Eser ve ark., 2009).

Sinir hasar1 hem retrograd (hasar bdlgesinin proksimalinde bulunan hiicre
gbovdesi ve dorsal kok gangliyonunda) hem de anterograd (distal bolgede bulunan
sinir unsurlarinda) bdlgeyi etkiler ve apoptotik hiicre 6liimiine neden olur. Noronal
Olimiin derecesi gelisimsel yasa (yetiskin ndronlar 6lmeye daha az egilimlidir) ve
hasarin diizeyi ile tipine (dorsal kokte meydana gelen kopmalar distal segmentteki
kesilmelerden daha cok tahrip edicidir) baglidir. Ayrica duyu ndronlari motor
ndronlara gore hasardan daha fazla etkilenirler (siyatik sinir hasar modelinde %10-

%30’a karsilik %0-%10 olarak goriilmiistiir) (Benga ve ark., 2017)
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1.6.1. Wallerian Dejenerasyonu

Hasar, periferik sinirin 6zellikle distal bolgesindeki néron olmayan hiicrelerde
giiclii bir yanit olugsmasina yol agmaktadir. Bu dejeneratif siire¢ giiniimiizden 160 y1l
kadar once Augustus Volney Waller tarafindan kurbagada glossofaringeal ve
hipoglossal sinirlerde kesi sonrast meydana gelen morfolojik degisiklikleri
karakterize edilmesi sonrasinda Wallerian dejenerasyonu olarak adlandirilmistir.
Kopmus (ayrilmis) olan distal aksonlarin intrinsik dejenerasyonu Wallerian
dejenerasyonundaki anahtar olaydir ve ndron olmayan hiicrelerin ardigik cevaplarini
tetikleyerek periferik sinirdeki inhibitor etkili debrisin temizlenmesi ile akson
yeniden biiylimesini hasardan aylar sonra bile destekleyecek olan c¢evrenin

olusmasina yol agmaktadir (Gaudet ve ark., 2011).

Wallerian dejenerasyonu akson rejenerasyonu siirecinde inhibe edici etkili
olabilecek molekiillerin ortadan kaldirilmasi i¢in gerekli olan hazirlik siirecidir

(Sulaiman ve Gordon, 2013).

Akson dejenerasyonu modellerinden en kolay1 olan enine kesi yapilmig aksonla
gerceklestirilen daha Onceki caligmalarda hasar sonrasi meydana gelen olaylar
incelenmis ve morfolojik olarak ayirt edilebilen en az ii¢ evre gosterilmistir (Wang

ve ark., 2012).

Faz 1: Akut Akson Dejenerasyonu

Aksotomi yapildiktan bir ka¢ dakika sonra hasar bolgesinin hemen distalindeki
ve proksimalindeki akson boliimleri 5 ila 60 dakikalik bir siire i¢cinde her iki yonde
birka¢ yiiz mikrometre boyunca hizlica dejenere olurlar. Hasara karsi verilen bu
erken yanit1 her iki kesik ucta siiregelen anterograd ve retrograd tasima nedeniyle
aksoplazmik organellerin birikiminden kaynaklanan daha yavas bir silire¢ olan
distrofik yumrularin olusumu takip eder. Akut aksonal dejenerasyon (AAD) olarak
adlandirilan bu kisa ve erken baslangi¢cli dejeneratif siire¢ in vivo olarak hem dorsal

spinal duyu sinirlerinde hem de optik sinirde gozlenmistir (Wang ve ark., 2012).
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Hiicre dis1 kalsiyumun kanal aracili tasima ile igeri alinmasi AAD’nin
baslatilmasi igin kritiktir. Ca™ kanal blokerleri akson i¢i Ca™nin erken yiikselisini
onleyerek AAD ilerleyisini zayiflatmaktadir. Buna ek olarak, Ca'* iyonoforlarmim
ilave edilmesi AAD siirecine giren hasarli aksonlarin sayisini 6nemli 6lgiide
artirmaktadir. AAD’de Ca™® vasitasiyla hiicre iskeleti yikimina yol agan birincil
mekanizma aksonal norofilamanlar ile spektrin ve tiibiilin gibi mikrotiibiil iliskili
bilesenleri ayirma yetenegindeki serin-treonin proteaz olan kalpain’in Ca' bagiml

aktivasyonudur (Wang ve ark., 2012).

Yapilan caligmalarda spektrinin artmis kalpain tarafindan ayrilmasinin
hasardan sonra hemen 30 dakika i¢cinde meydana geldigi ve bunun AAD siireciyle
uyumlu oldugu in vivo olarak gosterilmistir. Otofaji gibi diger yikici siiregler de ilk
olarak Ca™’nin aksotomi sonrasi akson igine girisi ile tetiklenmektedir ve AAD
stirecindeki akson kaybinin siddeti ve siiresinde pay1 olabilir. Bununla birlikte, spinal
kord aksonlarmin ayrilmis uglarinda bu kisa mesafeli dejenerasyonun kalpainin
kimyasal inhibisyonu ile tamamen ortadan kaldirilmas:t kalpain aktivitesinin

AAD’nin baglica efektorii oldugunu gostermektedir (Wang ve ark., 2012).

Faz 2: Distal Aksonda Latent Donem

Aksotomiden hemen birka¢ saat sonra hasar bolgesinde aksoplazmik filizler
olusturmaya baslayan proksimal ucun aksine, distal aksonlar halen fizyolojik
fonksiyonlarii yerine getirebilir halde olduklar1 halde AAD sonrasinda kisa bir
yapisal sessizlik (duraksama) dénemi sergilerler. Ornegin, motor ndronlarin hasar
gormiis aksonlar1 aksiyon potansiyeli iletebilme kabiliyetlerini hasar sonras1 24 saate
kadar siirdiirebilirken, tepkisel potansiyelleri ve iletim hizlar1 dereceli olarak
azalmaktadir. Bunlara ek olarak, distal aksonda hem anterograd hem de retrograd

tagima aktiviteleri devam etmektedir (Wang ve ark., 2012).
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Faz 3: Graniiler Parcalanma (Fragmantasyon)

Wallerian dejenerasyonun latent donemini aksolemma boyunca birdenbire
ortaya ¢ikan ve birbiriyle es zamanli olmayan pargalanmalar takip eder. Bu siireg
bagladiktan sonra in vivo 22 mm/saat ve kiiltiir ortaminda 0,4 mm/saat hizda yaklasik
1-2 saat i¢inde tamamlanir. Ilging bicimde aksotomi gibi fokal ve siddetli hasarlar
proksimalden distal yoniine dogru akson dejenerasyonu ile sonuglanirken, daha
kronik hasarlarda aksonlar sinaptik sonlanmadan hiicre gévdesine dogru retrograd

yonde dejenere olurlar (Wang ve ark., 2012).

1.7. Periferik Sinir Rejenerasyonunda Schwann Hiicrelerinin ve Makrofajlarin
Rolii

Periferik sinirde yerlesik olan Schwann hiicreleri ile hasar bolgesine ¢agrilan
monosit kokenli makrofajlar birlikte Wallerian dejenerasyonu esnasinda yikilan
miyelini ortamdan temizlerler. Bununla birlikte, her iki hiicre tipi de hem in vivo
hem de in vitro ortamda digerinin yardim1 olmadan miyelin debrisi temizleme

yetenegindedir (Rotshenker, 2015).

Miyelin yapan Schwann hiicreleri post-mitotiktir ancak hasara cevap
durumunda aksonla olan baglantilarin1 kaybederler ve dediferansiyasyon siireci
gecirirler. Schwann hiicrelerinin hasar1 takip eden dediferansiyasyonu periferik sinir

sistemindeki basarili rejenerasyon i¢in olmazsa olmazdir (Glenn ve Talbot, 2013).

Miyelin debrisin temizlenme igleminin periferik sinirin kesilmesinden sonra ii¢
ila dort giin icerisinde basladigi, 12-14 giin igerisinde ise tamamlandig: farelerde
yapilan caligmalarda gdosterilmistir. Monositler kendilerini hasarli bolgeye g¢eken
sitokinler ve kemokinlerin yerel hizli salimimimin da yardimiyla yirtilmig olan
damarlardan lezyon bdlgesine girerler. Yabanil tip farelerde miyelinin
fragmantasyonu 151k mikroskobunda ilk olarak 2. ile 3. giin arasinda tespit edilir.
Monosit kdkenli makrofajlar diyapedez ile (yapisal olarak saglam olan damarlardan

transmigrasyon) hasar bolgesine toplanir. Makrofajlarin belirgin olarak cagirilmasi
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ikinci ve {igiincii glinlerde baslar, yaklasik yedinci giinde en yliksek seviyeye ulasir.
Monosit kokenli makrofajlarin  lezyon bdlgesine ¢agirilmasinda rol alan
mekanizmalar heniliz tam olarak anlasilabilmis degildir ancak monositleri ve
makrofajlar1 kendine ¢eken sitokinler ve kemokinler, matriks metalloproteinazlari,

kompleman ve Galektin-3/MAC-2’nin hepsi rol alabilmektedir (Rotshenker, 2015)

Wallerian dejenerasyonu esnasinda Schwann hiicrelerinde Krox20 ve diger
miyelin genlerinin ifadesi miyelin kilifin kendisiyle birlikte kaybolur. Bunlara ek
olarak, immatiir Schwann hiicreleri ile iligkili transkripsiyon faktorlerinin ifadesi
artar. Dediferansiye Schwann hiicreleri rejenere olan aksonlarin igerisinde
biiyliyecekleri Bungner bantlari adi verilen ve esi olmayan silindirik yapilar
olustururlar. Basarili akson rejenerasyonu ile Schwann hiicreleri aksonlarla olan
baglantilarin1  yeniden olustururlar ve tekrardan miyelin yapan hiicrelere
farklilagsmaya baslarlar. Notch, JAK-STAT ve mitojenle aktiflesen protein kinaz
(MAPK) sinyal yolaklar1 periferik sinir hasar1 sonrasi Schwann hiicrelerinde

aktiflesir (Glenn ve Talbot, 2013).

1.8. Periferik Sinir Rejenerasyonunda Plateletten Zengin Plazma

Trombositler (plateletler) kemik iligindeki megakaryosit adi verilen biiyiik,
poliploid hiicrelerden firetilirler ve c¢ekirdeksiz sitoplazmik pargalardir. 2-3 pm
boyutunda disk seklinde yapilar olan trombositlerin omiirleri dolagim sistemine
gectikten sonra yaklasik 10 giindiir. Fizyolojik olarak kan damarlarinin stirekli
denetlenmesinde, kan pihtist1 olusumunda ve hasarlanmis dokunun onariminda

fonksiyon gormektedirler.

Yapisal olarak dort zonda incelenirler.
(1) Periferik zon: Kalin glikokaliksle kapli membrandan olugmaktadir.
Glikokaliks glikoproteinleri, glikozaminoglikanlar1 ve birkag pihtilasma

faktoriini icermektedir.
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(2) Yapisal zon: Mikrotiibiiller, aktin filamentleri, miyozin ve aktin baglayici

proteinlerden olugmaktadir.

(3) Organel zonu: Trombositin merkezindedir. Mitokondriyonlar, peroksizomlar
ve glikojen partikiilleri ile a, & ve A graniilleri bulunmaktadir. Alfa graniiller

cesitli bliylime faktorlerini icermektedir.

(4) Membran zonu: Acik kanalikiiler sistem ve yogun tiibiiler sistem ad1 verilen

iki tip membran kanalindan olugsmaktadir (Ross ve Pawlina, 2014).

Alfa graniiller trombositlerde en bol bulunan graniillerdir. igeriginde bulunan
maddelerin koagiilasyonda, inflamasyonda, antimikrobiyal konak savunmasinda,

anjiyogenezde ve yara iyilesmesinde rolii vardir (Blair ve Flaumenhaft, 2009).

Iceriginde kemokinlerin, koagiilasyon faktdrlerinin, integrinlerin yani sira
biliylime faktorlerinden trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF), doniistiiriicti
bliytime faktorii-p (TGF-B), insiilin benzeri biiylime faktorii-1 (IGF-I), hepatosit
biiytime faktorii (HGF), epidermal biiylime faktorii (EGF), fibroblast biiyiime faktorii
(FGF) ve wvaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) bulundururlar. Aktive
olduklarinda ise bu igeriklerini serbest birakirlar (Blair ve Flaumenhaft, 2009, Kucuk
ve ark.,, 2014). Bu hiicreler doku onarimi, vaskiiler diizenleme ve organ
rejenerasyonu igin onemli hiicreler olarak tanimlanmaktadir. Doku rejenerasyonunda
gorev alan biyoaktif maddeler ve biiylime faktorleri trombositlerin graniilleri i¢inde

yer almaktadir (Gultekin ve ark., 2013).

Plateletten zengin plazma (Platelet Rich Plasma, PRP) kiiclik bir hacimdeki
plazma igerisinde trombositleri ve onlarmn iligkili oldugu biiyiime faktorlerini
konsantre sekilde bulunduran preparasyondur (Malahias ve ark., 2014). PRP kandan
otolog bliylime faktorlerini elde etmek icin kullanilan basit, diisiik maliyetli ve
minimal diizeyde girisimsel bir tekniktir. Tam kan ile karsilastirildiginda PRP 3 ila 8
kat arasinda daha yiiksek oranda trombosit icermektedir (Almasry ve ark., 2015).

19



PRP hazirlig1 icin sodyum sitrat antikoagiilanli tiiplere alinan kan Once
eritrositleri ayirmak i¢in santrifiij edilir. Plazmanin tamami ve beyaz kan hiicreleri ile
trombositleri igeren “buffy coat” tabakasi temiz steril tiiplere alinarak tekrar santrifiij

edilir. Bu ikinci santrifiijden sonra tiipiin altinda trombositler toplanmis olur.

Bu iki asamali santrifiij islemi i¢in farkli dondiirme hiz ve siireleri kullanildigi
literatlirde goriilmektedir (Kim ve ark., 2014, Emel ve ark., 2011, Hapa, 2013,

Giannessi ve ark., 2014).

Hazirlanan PRP sivi olarak uygulanabilecegi gibi trombosit aktivasyonu
yapildiktan sonra da tedavi edilecek bolgeye wuygulama yapilabilir. PRP
uygulamasindan hemen o6nce %10’luk kalsiyum klorit (CaCl,) veya trombin
kullanilarak trombosit aktivasyonu gerceklestirilebilir. Aktivasyon isleminden sonra
trombositler hizlica graniilleri igerisindeki  biliylime faktorlerini  ortama
birakacagindan ve PRP jel kivamini alacagindan uygulamada zamanlama onem

tasimaktadir (Gultekin ve ark., 2013)

PRP ortopedi (Hapa, 2013), kozmetik, dis hekimligi, spor hekimligi,
norosirurji (Giannessi ve ark., 2014), oftalmoloji, iiroloji, deri iilserleri ve ¢ene
cerrahisi alanlarinda ¢esitli deneysel ve klinik ¢alismalarda kullanilmistir (Gultekin

ve ark., 2013).

1.9. Sinir Iyilesmesinde Kondroitin Siilfat Proteoglikanlar

Kondroitin siilfat (CS), stilfatli glikozaminoglikanlarin bir smnifidir ve bir
merkezi proteine kovalent olarak baglanarak proteoglikanlar1 (PG) olustururlar. Her
bir merkezi proteine baglanan CS sayisi, uzunlugu ve CS zincirindeki siilfath
sekerlerin diizenlenisindeki farkliliklar kondroitin siilfat proteoglikanlarda (CSPG)
biiylik yapisal varyasyonlar olusturmaktadir. CSPG’ler hiicre yiizeyinde ve cesitli

dokularin ekstraseliiler matriksinde bulunur ve hiicre bdliinmesi, pluripotensinin
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stirdiiriilmesi, kondrogenez, miyogenez, osteogenez ve buna benzer kompleks

biyolojik olaylarda 6nemli rol oynamaktadir (Miyata ve Kitagawa, 2015).

Periferik sinirlerde versikan, dekorin, NG2 ve norit inhibitor faktér (NIF)
isimli dort CSPG merkezi proteinleri bulunmaktadir. Bu merkezi proteinlere bagl
glikozaminoglikan yan zincirleri CS’leri igermektedir (Groves ve ark., 2005, Sabatier
ve ark., 2012). CSPG’lerin glikozaminoglikanlarinin biiylik boyutlar1 ve negatif
yiikleri nedeniyle yeni olusan akson uzantilarmin biliylimeyi destekleyen matriks
molekiillerine ulagmasini engelledigi ve bdylece akson biiyiimesini inhibe ettigi
diistiniilmektedir. Ayrica yapilan ¢alismalarda CS’lerin transmembran protein tirozin
fosfataz reseptoriine baglanarak da rejenere olmaya calisan aksonlarda biiylimeyi

inhibe ettigi gdsterilmistir (Sabatier ve ark., 2012).

130 ve 900 kDa agirligindaki iki CSPG insan siyatik sinirinden izole edilmistir
(Chernousov ve Carey, 2000). CSPG’lerin iki spesifik izotipi olan CS-6
endondryumla iligkili olarak bulunurken, CS-4 ise epindryumda yerlesik olarak

bulunmustur (Gause ve ark., 2014, Muir, 2010).

Norit inhibe eden CSPG’ler periferik sinir hasart sonrast Schwann hiicrelerinin
bazal laminasini ¢evreleyen endondryum dokusunda bol miktarda ve hizlica
birikmektedir. Bundan sonra sinir mikroyapisindaki herhangi bir yanlis hizalama
rejenere olan aksonal filizlerin distal sinir ucundaki bazal laminalara ulagsmasini

siddetli bir sekilde engelleyen bu yogun dokuyu gegmeye zorlar (Zuo ve ark., 2002).

Lamininler biiyiime konisinin desteklenmesindeki énemli rolleri iyi bilinen bir
grup molekiildiir ve bazal laminada en bol bulunan kollajen olmayan yapisal
glikoproteinlerdir. Schwann hiicrelerindeki alt tiplerinde akson biiylimesini
destekleyen aktivite gosterirler ancak bu aktivite saglam sinirde CSPG’ler tarafindan
inhibe edilmektedir. Wallerian dejenerasyonu sirasinda Schwann hiicreleri ve

makrofajlar tarafindan tiretilen matriks metalloproteinazlart CSPG’leri pargalayarak
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lamininin yeni gelisen aksonlardaki norit destekleyici etkisini ortaya ¢ikarmig olur

(Ovalle ve ark., 2012).

Bir ¢ok calismada CSPG’lerin miyelin-inhibitdr proteinlerle birlikte akson
biliylimesini inhibe eden molekiil siniflarindan biri oldugu gosterilmistir (Gause ve
ark., 2014). Zuo ve ark. caligmalarinda kesi sonrasi periferik sinirin distal ucunda

CSPG’lerin yaklagik yedi kat arttigini1 gostermislerdir (Zuo ve ark., 1998).

Arastirmacilar CSPG’lerin inhibe edici etkisini azaltmak i¢in sinir onarimi
stratejilerine Kondroitinaz ABC (ChABC) adi verilen bir enzimin kullanimini1 da

incelemislerdir (Gause ve ark., 2014).

ChABC enzimi ilk olarak 1968 yilinda Yamagata ve ark. tarafindan Proteus
vulgaris’den izole edilmistir. Bu enzim kondroitin siilfat ve dermatan siilfat1 se¢ici
olarak yikabilme yetenegindedir ve merkezi proteinden CS glikozaminoglikan yan
zincirlerini ayirmaktadir. Lumbar intervertebral disk hernisi olan hastalarda
kemoniikleolizis amaciyla kullanilmaktadir (Hattori ve ark., 2008, Gause ve ark.,
2014). ChABC’nin kan damarlar1 ve sinir doku icin giivenilir oldugu domuz ve

hamsterda gergeklestirilen lokal uygulamalarla gosterilmistir (Chan ve ark., 2014).

ChABC enziminin aseliiler sinir grefti kullanilarak yapilan deneysel
uygulamalarda greft boyunu ve etkinligini anlamli diizeyde artic1 etkisi oldugu
gosterilmistir (Ovalle ve ark., 2012). Farkli bir ¢alismada ise ChABC uygulamasi
yapilan grupta distal uca dogru nérit biiylimesinin herhangi bir enzim uygulamasi

yapilmayan gruba gore birkac kat arttig1 gosterilmistir (Zuo ve ark., 2002).

Sinir yaralanmasini tedavi etmekte ideal olarak kabul edilen yontem kesi
bolgesindeki proksimal ve distal sinir uglarinin u¢ uca dikilmesidir. Ancak bu
yontemde de cevre dokuda olusan yapisikliklar sinirin iyilesmesini ve normal
fonksiyonunu geri kazanmasii olumsuz olarak etkiler. Doku yapisikliklarinin

giderilmesi i¢in ¢esitli yontemler denense de mevcut alternatiflerin pahali ve istenen
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diizeyde iyilesme saglamamasi nedeniyle bu konuda halen, ucuz, temini ve
uygulamasi kolay ve yaygin kullanima gegebilecek bir malzeme bulunmamaktadir.
Bu amagla c¢aligmamizda literatiirde daha o©nce ayri ayr1 kullanilarak sinir
iyilesmesine etkileri gosterilen, ekstraseliiler matriks elemanlarinin sinir iyilesmesini
inhibe edici etkisini azaltan kondroitinaz ABC enziminin ve deneklerden elde
edilecek akson biiylimesini uyaran ¢esitli bliylime faktorlerini (IGF-1, PDGF, TGF-p,
VEGF, EGF, IL-8) igceren plateletten zengin plazma’nin (PRP) tek tek ve literatiirde

daha 6nce denenmemis kombine uygulamalar gergeklestirilecektir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Deney Gruplarimn Belirlenmesi

Bu calisma Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
11/02/2015 tarihli ve 2015-2-41 sayili izni ile planlandi. Ayrica bu ¢alisma, T.C.
Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii’niin 1510230008

proje numarasi ile desteklendi.

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Laboratuvarinda
gerceklestirilen ¢alismada ayn1 merkezde talebimiz sonrasinda yetistirilen 14 haftalik
toplam 40 adet erkek Wistar Albino sican kullanildi. Hayvanlarin cerrahi oncesi ve
cerrahi sonrast bakimlar1 da ayni merkezde gergeklestirildi. Deney hayvanlar
standart fiziki sartlarin saglandigr 22+1 °C sicakliga ve 12 saat karanlik/ 12 saat
aydinlik dongiisiine sahip odalarda uygun biiyiikliikte kafeslerde barindirildi.
Standart sigan yemi ve su ile ad libitum beslendi. Hayvanlar her grupta 8 sican
olacak sekilde rastgele olarak 5 gruba ayrildi ve kafesleri gruplara uygun olarak
isaretlendi. Tim gruplarda sol taraftaki siyatik sinirlerde kesi hasart modeli
olusturulurken, kesi yapilmayan sag taraf siyatik sinirler kontrol dokular1 olarak
degerlendirildi. Kesi grubunda hasar sonrasinda sinir onarimi yapilmazken diger

gruplarda sinir onarimi ayni cerrah tarafindan gerceklestirildi.

Deney gruplar1 asagidaki sekildeydi;

1)  Kesi Grubu: Siyatik sinir kesi hasart modeli olusturulduktan sonra herhangi bir

tedavi uygulanmada.
2)  Salin Grubu: Siyatik sinir kesi hasart modeli olusturuldu, sinir onarimi

gerceklestirildi ve siitiir bolgesine 0,125 ml salin uygulamasi topikal olarak

yapildi.
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3)  Kondroitinaz ABC Grubu: Siyatik sinir kesi hasar1t modeli olusturuldu, sinir
onarimi gerceklestirildi ve siitiir bolgesine 0,125 ml kondroitinaz ABC enzimi

uygulamasi topikal olarak yapildi.

4)  PRP Grubu: Siyatik sinir kesi hasar1 modeli olusturuldu, sinir onarimi
gerceklestirildi ve siitiir bolgesine 0,125 ml PRP uygulamas: topikal olarak
yapildi.

5)  Kondroitinaz ABC + PRP Grubu: Siyatik sinir kesi hasar1 modeli olusturuldu,
sinir onarimi gerceklestirildi ve siitiir bolgesine 0,125 ml kondroitinaz ABC

enzimi ve PRP uygulamasi ard arda topikal olarak yapildi.

2.2. Cerrahi Islemler

Tiim deney hayvanlarina islem Oncesi anestezik ila¢ olarak Ketamin 60mg/kg
dozda ve Ksilazin 10mg/kg dozda intraperitoneal olarak verildi ve deneklerin

spontan solunumu saglanda.

Anestezi kontrolii cilt ya da parmak kistirma yanitlarina bakilarak saglandiktan
sonra hayvanlara steril kosullarda siyatik sinir kesi hasar1 modeli olusturulabilmesi

icin agagida belirtilen islemler uygulandi.

Ilk olarak denek cerrahi istasyona yatirilip, kesi bolgesi tiraslandi ve antiseptik
soliisyon (Betadine) ile temizlendi. Femur basindan dize kadar yaklasik 3mm’lik
femura paralel cilt kesisi yapildiktan sonra siiperfisiyal biseps femoris kasi da ayni
dogrultuda kesildi (Sekil 2.1). Uygun makas kullanilarak aciga ¢ikan vastus lateralis
kasina dizin kenarindan kiigiik bir kesi yapildi1 ve femura parelel olarak seyreden
siyatik sinirin tibial ve peroneal sinir dallar1 agi§a ¢ikana kadar nazikce kiint

diseksiyon yapild1 (Sekil 2.2a).
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Sekil 2.1. a) Cilt kesisi yapilirken ve b) siiperfisyal biseps femoris kasina kesi yapildiktan sonraki
goriiniim

Sekil 2.2. a) Diseksiyon sonrasi agiga ¢ikan siyatik sinirin goriiniimii ve b) siyatik sinire kesi
yapildiktan sonraki gériiniim

Daha sonra dallanma bdlgesinin 1 cm proksimalinden mikro makasla transvers
olarak kesi yapilarak siyatik sinir kesi hasari modeli olusturuldu (Sekil 2.2b). Sinir
onarimi ayni cerrah tarafindan kesi bolgesinde epindryum ug uca getirildikten sonra
10-0 Ethilon kullanilarak epinoral siitiir teknigi ile gerceklestirildi. Siitiir bolgesine
salin, PRP, ChABC enzimi ve kombine PRP+ChABC enzimi uygulamalari
gerceklestirildi (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Kesi bolgesine PRP uygulamasinin yapilisi.

Sicanlarin sol taraf siyatik sinirlerine cerrahi islem uygulanirken sag taraflari
normal verilerin elde edilecegi kontrol dokularini olusturmasi amaciyla saglam
birakildi. 12. haftalik iyilesme siiresi sonunda hayvanlar sakrifiye edilerek her iki

taraf siyatik sinirlerden doku 6rnekleri alind1.

2.3. Plateletten Zengin Plazmanin (PRP) Hazirlanmasi

Ilgili deney gruplarinda kullanilacak PRP’nin elde edilmesi i¢in deney giinii
cerrahi iglemlere baslamadan Once her gruptan bir adet sicandan anestezi sonrasi
(Ketamin 60mg/kg, Ksilazin 10mg/kg dozda, intramiiskiiler) kardiyak ponksiyonla 5-
7 ml kan % 3,2 sodyum sitrat igeren tiiplere alindi. Kan alma isleminden sonra bu
sicanlar yiiksek doz anestezik verilerek sakrifiye edildi. ilk santrifiij islemi 1500
rpm’de 15 dk. olacak sekilde gerceklestirildi ve kanin 3 tabaka halinde ayrigmasi
saglandi. Bu tabakalar en altta eritrositlerden, ortada bulutsu bir goériiniime sahip
l6kosit ve trombositlerden olusan “buffy coat” tabakasindan ve en iistte ise
plateletten fakir plazmadan olusmaktaydi. Trombositler yogun olarak ara tabakada
bulunmaktadir. Ustte kalan trombositen fakir plazma ile birlikte ara tabaka ve
miimkiin olan en az miktarda eritrosit antikoagiilan madde i¢cermeyen yeni tiiplere
alindi. Ikinci santrifiij islemi 3600 rpm’de 10 dk. siireyle uygulandi. Bu islem

sonrasinda tiipiin iist 2/3’lik kismin1 olusturan trombositten fakir plazma
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uzaklastirdi. En dibe ¢0ken az miktardaki eritrosit birakilarak alt 1/3’lik kismi
olusturan trombositten zengin plazma yeni bir tiipe alindi. Anastomoz bolgesine
uygulamadan hemen 6nce 8:1 oraninda % 10’luk CaCl, ilave edilerek trombositlerin

aktivasyonu saglandi (Sekil 2.4).

Sekil 2.4. PRP’nin kesi bolgesine uygulama 6ncesi gériiniimii.

2.4. Kondroitinaz ABC (ChABC) Enziminin Hazirlanmasi

Liyofilize formda temin edilen ChABC enzimi iirlin saglayicisinin tarifine
uygun olacak sekilde % 0,01’lik sigir serum albumininin sulu ¢ozeltisinde
sulandirildi. Daha sonraki diliisyonlar ise son konsantrasyon 2U olacak sekilde 50
mM Tris, 60 mM sodyum asetat ve % 0,02 sigir serum albumini iceren (pH: 8,00)
tampon ile gergeklestirildi.

28



2.5. Degerlendirme Yontemleri

2.5.1. Isik Mikroskobik Degerlendirme

2.5.1.1. Dokularin Elde Edilmesi ve Rutin Histolojik Doku Takibi

Histolojik incelemelerin yapilacagi doku oOrneklerinin eldesi i¢in Oncelikle
hayvanlar intraperitoneal yolla verilen 60 mg/kg dozda Ketamin ve 10 mg/kg dozda
Ksilazin ile anestezi altina alindi. Anestezi kontrolii cilt ya da parmak kistirma
cevabina bakilarak saglandiktan sonra abdominal bdlgede hemen gogiis kafesinin
altindan 5-6 cm’lik lateral insizyon yapildi. Karaciger dikkatli bir bi¢imde
diyaframdan ayrildi ve gdgiis kafesi boyunca diyafram kesilmeye devam edilerek
plevral kavite aciga ¢ikarildi. Kaburga kemikleri hem sag hem de sol tarafta akcigere
zarar vermeden kopriiciik kemigine kadar kesildi. Sternumdan tutularak gogiis kafesi
yukart dogru kaldirildi ve kalple baglantili dokular kesilerek kalp serbestlestirildi.
Kalbin apeksinden kaniil ile duvar gegilerek sol ventrikiile girildi. Heparin igeren
(1001U/100ml) % 0,9’luk serum fizyolojik ve tespit soliisyonu olarak kullanilan %
10’luk tamponlu formalin serum torbalarina dolduruldu ve hayvanin bulundugu
masadan yaklasik 1 metre yukari asilarak kalp atislar1 durdugunda yiikseklikten
kaynaklanan basing yardimiyla sivilarin dolasimi saglandi. Once heparinli serum
fizyolojik dolasima verilmeye baslandi ve bu esnada hayvanin sag atriyumuna bir
kesi atilarak kanin viicut disina ¢ikisi saglandi. Karacigerin beyazlamasi
gozlendikten sonra serum fizyolojik akisi kesildi ve tespit soliisyonu dolasima
verilmeye baglandi. Organlarin beyazladigr ve kuyrugun sertlestigi gozlendiginde
soliisyonunun akis1 kesildi. BoOylece deney hayvaninin tiim viicut perfiizyon

fiksasyonu saglanmis oldu.

Perfiizyon ile tespit sonrasinda tiim deney hayvanlarindan siyatik sinir doku
ornekleri kesi modeli olusturulan sol taraflardan siitiir hattin1 ve distalini igerecek
sekilde, sag taraflardan ise (dallanma oncesi bolgeden) biitlin olarak ¢ikarildi. Alinan

her doku 6rneginden kiiglik bir parga yar1 ince kesitlerin elde edilmesi amaciyla %2,5
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gluteraldahit ve %2 paraformaldehit iceren tespit soliisyonuna alinirken kalan
pargalar % 10 tamponlu formalin igerisinde immersiyon fiksasyon i¢in 24 saat
bekletildi. Formalin igerisine alinan dokular parafin blok hazirligt i¢in sirasiyla

asagidaki islem basamaklarindan gegirildi.

1) 1lk olarak akar su altinda yikanarak formalinin uzaklastiriimas1 sagland.
2) Ardindan derecesi artan alkol serilerinde asagida belirtilen siirelerde
bekletilerek dehidrate edildi.
%70 etanol 15 dakika
%090 etanol 15 dakika
%100 etanol 15 dakika
%100 etanol 15 dakika
%100 etanol 30 dakika
%100 etanol 45 dakika
3) Ug degisim ksilolden (20 dk., 20 dk. ve 45 dk.) gegirilerek dokularin
seffaflanmasi saglandi.
4) 60 °C etiivde 3 saat parafin infiltrasyonuna birakildi.

5) Son asamada parafin bloklara gomiildii.

Parafin bloklar oda sicakliginda tamamen sertlestikten sonra buzdolabinda
once +4 °C’de daha sonra -20 °C’de bekletilerek kesit alimina hazir hale getirildi.
Her bir bloktan 3-4 pm kalinliginda kesitler Leica RM 2010R model mikrotom
kullanilarak alindi. Histokimyasal boyamalarda kullanilacak kesitler jelatinli su
banyosu kullanilarak diiz lamlara alinirken immiinohistokimyasal boyamalarda
kullanilacak kesitler ise daha Onceden poly-L-lysine kaplanmis lamlara alindi.

Kesitler alindiktan sonra lamlara iyice yapigmalari ve parafinin uzaklastirilmasi igin

60 °C etiivde bir gece bekletildi.

30



2.5.1.2. Yar1 Ince Kesitlerin Degerlendirilmesi I¢in Doku Takibi Prosediirii

Siyatik sinir doku parcalar1 0,1 M fosfat tamponu iginde % 2,5 gluteraldehit ve
% 2 paraformaldehit iceren 7,2-7,4 pH’ya sahip soliisyonda +4 °C’de 2-4 saat 1.

tespit islemine alindiktan sonra sirasiyla asagidaki islem basamaklarindan gegirildi.

0,1 M fosfat tamponunda 2x15 dakika rotatorda 1. yikama yapild.

* 0,1 M fosfat tamponu iginde %1 OsOy ile rotatorda ve karanlikta 2 saat 2.
tespit islemi gergeklestirildi.

* 0,1 M fosfat tamponunda 3x20 dakika 2. yikama yapildu.

* Distile su ile yikandu.

* %70 etanolde 9%0,5 uranil asetat ve %1 fosfotungustik asitle rotatorda
karanlikta 2 saat blok boyamasi yapildi.

* %70, %96, %100 alkol ve propilen oksit ile dehidrate edildi.

* 1:1 oranda propilen oksit/araldit ile rotatorda 1 saat inkiibe edildi.

* Araldit ile 2 saat inkiibe edildi.

* Kapsiil igine konan doku pargalarinin iizerine araldit eklenmesi ile bloklama
islemi yapildi.

* Araldit bloklar1 polimerizasyon i¢in 80 °C etiivde 1 gece tutuldu sonrasinda

etliv kapatilarak bloklar kendi halinde sogumaya birakildi.

Bu bloklardan ultramikrotom ile yar1 ince kesitler alindi ve Toluidin mavisi

boyasi ile boyandi.

2.5.1.3. Histokimyasal ve Immiinohistokimyasal Boyama Islemleri

Periferik sinir dokularinin genel degerlendirmesi i¢in hematoksilin-eozin, bag

dokusu kiliflarin degerlendirilmesi i¢in ise Mallory azan boyalar1 yapildu.
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Immiinohistokimyasal degerlendirmede Schwann hiicreleri anti-S100 antikoru
ile, rejenere olan aksonlar ise anti-GAP43 antikoru ile isaretlendi. Kullanilan

boyalarin uygulama protokolleri asagidaki sekildeydi.

Hematoksilin-Eozin (H-E) Boyama Protokolii

¢ Ksilen ile 2 degisim 20’ser dakika deparafinizasyon

* %100, %96 ve %75 etanol serisinden gecirilerek hidratasyon
* Suda yikama

* Hematoksilin soliisyonu, 1 dakika

* Suda yikama

* %1 Asit Alkol solusyonunda diferansiyasyon

* Suda yikama

* %]1 amonyakli su solusyonunda diferansiyasyon

¢ Suda yikama

* FEozin soliisyonu, 1 dakika

¢ Suda yikama

* %75, %96 ve %100’k etanol serisinden gegirilerek dehidratasyon
* Kisilen ile seffaflandirma

* Entellan ile kapatma

Mallory Azan Boyama Protokolii

* Kiilen ile 2 degisim 20’ser dakika deparafinize edildi.

* %100, %96 ve %75 etanol serisinden gegirilerek hidrate edildi.

* Suda yikandu.

* 9% 0,1 Azokarmin G soliisyonu, 60 °C etiivde 1 saat inkiibe edildi.

* Suda yikandu.

* %1 anilin alkolde farklandirma, %1 asetik alkolde durulamave %S5
fosfotungistik asitle mordanlama yapildi.

* Suda yikandi

* % 0,25 anilin mavisi- %1 orange G soliisyonu ile oda sicaklifinda 1 saat

inkiibe edildi
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Suda yikandi.

%75, %96 ve %100’1ik etanol serisi ile dehidrate edildi.
Ksilen ile seffaflandirildi.

Entellan ile kapatildi.

Immiinohistokimyasal Boyama Protokolii

Ksilen ile 2 degisim 20’ser dakika deparafinize edildi.

%100, %96 ve %75 etanol serisinden gecirilerek hidrate edildi.

Fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikand1

Antijenlere ait epitoplarin agiga ¢ikarilmasi igin sitrat tamponu solusyonu
(ph: 6) icerisinde diidiiklii tencerede 2 dk kaynatildi.

Kesitler soguduktan sonra dokular hidrofobik pap-pen ile ¢evrelendi ve nemli
ortam kab1 igerisine yerlestirildi.

Endojen peroksidaz aktivitesine bagli 6zgiin olmayan arka plan boyanmasini
azaltmak i¢in % 3’liik hidrojen peroksit ile 10 dk. inkiibe edildi.

PBS ile 3 kez yikandi.

Ozgiin olmayan arka plan boyanmasini azaltmak igin Ultra V Blok ile 5 dk.
oda sicakliginda inkiibe edildi.

Primer antikor ile buzdolabinda +4 °C’de bir gece inkiibe edildi.

PBS ile 3 kez yikandi.

Primer antikor enhancer ile oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.

PBS ile 3 kez yikandi.

HRP Polimer ile oda sicaklifinda 15 dakika inkiibe edildi.

PBS ile 3 kez yikandi.

DAB ile 2 dk. boyandi.

Distile su ile 3 kez yikandi.

Hematoksilin ile 30 saniye ¢ekirdek boyamasi yapildi.

%75, %96 ve %100’1ik etanol serisi ile dehidrate edildi.

Ksilen ile seffaflandirildi.

Entellan ile kapatildi.
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Yar1 ince Kesit Boyama Protokolii

* Kesitler 1siticida kurutuldu.

* Distile su i¢ginde %1 boraks, %1 toluidin mavisi, %1 Azur II i¢eren toluidin
mavisi/Azur II boyasiyla 50°C- 60°C 1siticida boya kuruyana kadar
bekletildi.

* Distile su ile yikandu.

* Kesitler 1siticida kurutuldu.

* Soguduktan sonra ksilene alindu.

* Entellan ile kapatildi.

2.5.2. Stereolojik Analiz

Periferik  sinirlerde yapilan geleneksel morfometrik analizlerin  ¢ogu
kendilerine 6zgli sinirlamalara ve dezavantajlara sahipken stereoloji alanindaki
gelismeler verimli ve tarafsiz alternatifler saglamaktadir. Stereolojik analiz
yontemlerinde sistematik rastgele Ornekleme yaklasiminin kullanimi ile periferik
sinirdeki her bir sinir lifine esit 6rnekleme sansi taninmakta bdylece morfolojik
verilerin kesin ve giivenilir olarak degerlendirilmesi miimkiin olmaktadir (Canan ve

ark., 2008).

Sayim icin kullanilan stereoloji sistemi; mikroskop (Leica DM3000B) iizerine
takil bilgisayar kontrollii XYZ ekseninde hareketli bir tabla (Ludl MAC6000), dijital
kamera (Qimaging) ve tiim bunlart kontrol eden stereoloji yazilimindan (MBF

Bioscience, Stereo Investigator) olugsmaktaydi.

[k olarak Mayhew tarafindan 1998 yilinda rat tibial sinirinde toplam miyelinli
sinir lifi sayisint belirlemek {izere tanimlanan fraksiyonlama probu (Canan ve ark.,

2008) kullanilarak miyelinli akson say1s1 ve hasarli akson sayis1 belirlendi.
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Stereolojik analizlerde kullanilmak {izere her bir araldit bloktan 5-10 adet yar1
ince kesit alindi. Toluidin mavisi ile boyanan bu kesitlerden iyi boyanmis olan bir
tanesi rastgele olarak segildi. Siyatik sinirde ilgili alanin belirlenmesi ve tarafsiz
sayim cergevelerinin yerlestirilmesi islemi x4 objektif biiylitmesinde (Sekil 2.5),

sayimlar ise x100 objektif biiylitmesinde gergeklestirildi.

Nucleator probu kullanilarak da sayilan miyelinli aksonlarda lif alani, akson
alani, miyelin alani, lif ¢cap1, akson ¢ap1 ve miyelin kalinlig1 6l¢iimleri gerceklestirildi
(Sekil 2.6). Ayrica bu oOlgiimler neticesinde elde edilen lif ¢ap1 ve akson capi
degerleri kullanilarak g-ratio (akson capv/lif ¢ap1) degerleri hesaplandi.

Sayimlara baslamadan Once her grupta gerceklestirilen pilot caligma
neticesinde kullanilacak tarafsiz sayim cercevesi boyutlar1 ve sayim cergeveleri
arasindaki adim aralig1 boyutlar1 belirlendi. Bu degerler hata katsayis1 (coefficient of
error=CE) 0,05’in altinda olacak sekilde belirlendi. Rastgele bir baglangig
noktasindan itibaren 35x35 umboyutlarindaki tarafsiz sayim gergeveleri (a .., tim

bir sinir enine kesiti boyunca x ve y eksenlerinde sistematik olarak 150x150 pum’lik

adim araliklariyla (a ) yerlestirildi.

orneklem
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Sekil 2.6. Nucleator probu ile aksonda dl¢timlerin yapiligi.
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Buna gore, sayim ¢ergeveleri adim araliklariyla belirli alanlara boliinmiis olan
sinir enine kesitinde sabit bir boliimii kapsamaktadir. Tarafsiz sayim cergevesi

alaninin (a,,.,.) adim araliklarinin belirledigi alana (a ) boliinmesiyle belirlenen

orneklem

bu sabit orana Ornekleme orani (sampling fraction=sf) adi verilir ve asagidaki

formiille hesaplanir.
Sf: (agergeve)/ (aﬁmeklem)

Sayim cergeveleri igerisinde sayilan akson sayilar1 (Q) ornekleme oraninin

tersiyle (1/sf) carpilarak toplam akson sayisi tarafsiz bir sekilde hesaplanmis olur.

N=1/sf.Q

Tarafsi1z sayim cercevesi ilk olarak Gundersen (1978) tarafindan tanimlanmaig
olup iki kenar1 sayim harici tutulan (yasak kenarlar) kare bir sayim cercevesinin
kullanim1 esasina dayanmaktadir. Buna gore yazilim igerisinde kirmizi renkle
gosterilen sol ve alt kenarlar yasakli olup bu cizgilere degen aksonlar sayima dahil
edilmezken, karenin yesil renkle gosterilen sag ve iist kenarlarina degen veya kare

icerisinde bulunan aksonlar sayima dahil edilmektedir.

2.5.3. Yiiriime Yolu Testi ve Siyatik Fonksiyon Indeksi

Deneklerin  iyilesme  diizeylerinin  fonksiyona olan  yansimalarini
degerlendirebilmek amaciyla yiiriime yolu testi gerceklestirildi. Bu test sinir
lyilesmesinin zaman icerisindeki degisimin gozlenebilmesi amaciyla kesi modeli
olusturulmadan 6nce (Pre-op), kesi modeli olusturulduktan 6 hafta sonra (Post-op 6.
hafta) ve kesi modeli olusturulduktan 12 hafta sonra (Post-op 12. hafta) olmak iizere

3 farkli zamanda tekrarlandi.
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Test diizeneginde 8,2 cm genisliginde ve 42 cm uzunlugunda iki yanm kapali bir
yiirime yolu (Sekil 2.7) yiiriime yolunun tabanina koyulmak iizere aynm Olgiilerde
beyaz kagit ve yolun sonunda karanlik bir kutu bulunmaktaydi. Oncelikle
hayvanlarin kesi hasar1 olusturulan sol ayaklari kirmizi, hasar olusturulmayan sag
ayaklar1 ise lacivert miirekkepli stampalara bastirildi. Daha sonra agik olan ugtan
yiirlime yoluna birakildi ve yolu yiiriiylip kutuya girdikten hemen sonra kutudaki
delik kapatilarak geri donmeleri 6nlendi. Her hayvana ayni islem yolun tabanindaki

kagit yenilerek 3’er kez tekrar ettirildi.

Sekil 2.7. Yiiriime yolu testi diizenegi

Test sonrasinda kagit {lizerine ¢ikan ayak izlerinde c¢esitli Ol¢ilimler
gergeklestirildi (Sekil 2.8 ve Sekil 2.9).

Print length (PL): Ugiincii parmak ucundan topuga kadar olan mesafe
Toe spread (TS): Birinci parmak ile besinci parmak arasindaki mesafe

Intermediate toe spread (ITS): ikinci ve dérdiincii parmak arasindaki mesafe
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Sekil 2.8. Ayak izlerinde gerceklestirilen dl¢timler

Olgiim sonucu elde edilen degerler asagida belirtilen formiilde yerine
koyularak siyatik fonksiyon indeksi (SFI) hesaplandi. SFI degeri O ile -100 arasinda
degismekle birlikte, 0 normal durumu belirtirken -100 tam sakatlik durumunu

gostermektedir (Bain ve ark., 1989).

SFI =-38,3

EPL - NPL +109,5 ETS - NTS +13.3 EITS - NITS _8.8
NITS
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Sekil 2.9. Yiiriime yolu testinde elde edilen ayak izlerinin goriiniimii. Kesi hasari olusturulan
ayaklarin izleri kirmizi renkli normal ayaklarin izleri ise mavi renkli olarak goriilmekte.

2.6. istatistiksel Analiz

Calismanin tiim istatitiksel analizleri IBM SPSS 22 paket programi
kullanilarak yapildu.

Calismada yer alan verilerden normal dagilim gostermeyen SFI verileri igin
Bagimsiz Orneklemli Kruskal-Wallis testi yapilarak gruplar arasinda fark olup
olmadig1 degerlendirildi daha sonra farkin hangi gruplar arasinda oldugunu

belirlemek i¢in Dunn Post-hoc ikili karsilagtirma testi uygulandi.

Akson sayilar1 ve aksonlara ait diger 6l¢lim verileri degerlendirilirken normal
dagilim gosterenler icin Bagimsiz Orneklemli t-testi, normal dagilim gostermeyenler

icin ise Mann-Whitney U testi uygulanmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Genel Degerlendirme Bulgular:

Bu tez caligmasina 5 grupta toplam 40 adet deney hayvani dahil edildi ancak
her gruptan bir hayvan PRP elde edilmesi amaciyla kullanild1 ve bu nedenle deney
dis1 brrakildi. Periferik sinir kesi modeli 35 adet deney hayvaninda gerceklestirildi ve
cerrahi sonras1 12 haftalik takip siiresi boyunca herhangi bir denek kaybi1 yasanmadi.
Takip siiresince cerrahi yapilan bolgede herhangi bir enfeksiyon bulgusuna

rastlanmadi.

Cerrahi sonrasi 6. haftada tiim gruplardaki hayvanlarin kesi modeli olusturulan
ekstremitelerinde paralizi gelisti8i gozlendi. Ayrica bazi hayvanlarin ayaklarinda

kontraktiir ve ayak parmaklarinda kayip oldugu izlendi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. 12. Haftada sol arka ekstremitede parmak kaybi.

12. hafta sonunda paralizi ve kontraktiir olusumu bulgularinda kismi iyilesme
oldugu gozlendi (Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4).
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Sekil 3.2. Kondroitinaz (CH) Grubu 12. hafta genel goriiniim. Sol arka ekstremitede periferik sinir
kesi modeli olusturuldu, sag tarafa ise herhangi bir cerrahi iglem yapilmadi.

Sekil 3.3. PRP Grubu 12. hafta genel goriiniim. Sol arka ekstremitede periferik sinir kesi modeli
olusturuldu, sag tarafa ise herhangi bir cerrahi iglem yapilmadi.
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Sekil 3.4. CH+PRP Grubu 12. hafta genel goriiniim. Sol arka ekstremitede periferik sinir kesi modeli
olusturuldu, sag tarafa ise herhangi bir cerrahi iglem yapilmadi.

Deney sonunda doku orneklerinin alimi esnasinda cilt ve cilt alti dokularinin
tamamen iyilestigi belirlendi. Diseksiyon sonrasi makroskobik olarak periferik sinir
kesi bolgesinde kontrole (Sekil 3.5) gore bazi hayvanlarin siyatik sinirlerinde

kalinlagma ve hafif yapisikliklar izlendi (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7).
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Sekil 3.5. 12. Hafta kontrol tarafi (sag) siyatik sinir makroskobik goriintim.

43



.
.| - 5
"h\ M| h. A

LR ey \'

Ty,
l”"”'lo~ ,
"m"',”/ r 4

SR iy )V

Sekil 3.7. Deney sonrasi 12. hafta sol siyatik sinir makroskobik gériinim.

44



3.2. Isik Mikroskobik Degerlendirme Bulgulari

Kontrol dokular1 olarak deneklerin islem yapilmayan sag siyatik sinirlerinden
alman doku ornekleri degerlendirildi. 12. hafta sonunda Hematoksilin-Eozin (H-E)
ve Mallory Azan (MA) ile boyali kesitlerde yapilan incelemede epindryum ve
perindryumdan olusan bag dokusu sinir kiliflar1 normal goriinimdeydi.
Endondryumla cevrili aksonlarin etrafinda bulunan ve parafin blok hazirlig sirasinda
kullanilan alkol ve ksilol nedeniyle erimis olan miyelinin tipik 151k mikroskobik

norokeratin goriintiisii izlendi (Sekil 3.8).

Ep

Sekil 3.8. Kontrol dokularina ait 151k mikroskop goriintiileri. a) Kii¢iik biiylitmede sinir enine kesiti
genel goriiniimii, x10, b) Ok bast: Saglikli aksonlar, x40, Hematoksilin-Eozin, ¢) Kontrol dokusuna ait
Mallory Azan boyali 151k mikroskop goriintiisii. Ok basi: Norokeratin ¢atisi belirgin saglikli aksonlar.
x100, Mallory Azan.

Yar1 ince kesitlerde siniri gevreleyen epindryum ve fasikiilleri ¢evreleyen
perindryumun saglikli bir gorlinlime sahip oldugu gorildii. Degisik caplarda
miyelinli aksonlar ve aralarinda bulunan miyelinsiz aksonlar izlendi. Aksonlarin
cevresinde Okromatik ¢ekirdekleriyle Schwann hiicreleri goriildii. Miyelinli
aksonlarda bu Schwann hiicreleri tarafindan yapilan ve aksonu g¢evreleyen miyelin
kiliflarin normal goriiniime sahip olduklari izlendi. Bag doku kiliflar1 igerisinde kan

damarlar1 goriildii (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Kontrol dokularina ait yar1 ince kesit goriintiileri. a) Kii¢iik biiylitmede sinir enine kesitinin
genel goriiniimil, x4; b-c) Miyelinli ve miyelinsiz aksonlar, x100. Ep: Epinéryum, P: Perindryum, ok
bast: miyelinli aksonlar, ince ok: miyelinsiz aksonlar, D: damar. Toluidin mavisi.
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3.2.1. Deney Gruplar:1 Merkez Bolgesi Isik Mikroskop Bulgulari

12. hafta sonunda Hematoksilin-Eozin (HE) ile boyali kesitlerde 151k
mikroskobunda yapilan incelemede tiim deney gruplarinda epinéryum ve
perindryumun bag dokusu igerisinde adaciklar seklinde akson filizleri izlendi. Sinir
kesisi sonras1 primer epindral anastomoz yapilan ve ilgili gruba uygun tedavinin
uygulandigt merkez bolgede en c¢ok salin grubunda olmak iizere tiim deney
gruplarinda sinir lifini olusturan aksonlarda sisme ve vakuolizasyon ile karakterize
dejenerasyon bulgular1 izlendi. Schwann hiicrelerinde tiim gruplarda proliferasyon
belirgindi. Bazi kesitlerde epindral bag dokusunun sinir lifi igerisine uzandigi
gbzlendi. Bu bulgunun primer epindral dikis sirasinda bag dokusunun sinir lifi i¢ine
tasindigini diisiindiirdii. Mallory Azan (MA) boyali preparatlarda sinir lifi igine
uzanan epindral bag dokusu daha belirgin olarak izlendi. Ayrica epindryum ve
perindryum i¢indeki akson filizlerinin bag dokusu ile ¢evrili gruplar olusturdugu
gozlendi. Epindral bag dokusu icinde yag hiicreleri ve siniri besleyen damarlar
normal goriinlimdeydi. Sinire komsu kas dokusunda dejenerasyon mevcuttu (Sekil

3.10, Sekil 3.11).
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Sekil 3.10. Salin (a-b), CH (b-c), PRP (d-e) ve CH+PRP (g-h) gruplar1 merkez bolgesi 151k mikroskop
goriintiileri. Ep: Epinéryum, P: Perindryum, yildiz: dejenere akson gruplari, ok: dejenere aksonlar, ok
bast: bag doku kilif igerisinde rejenere akson filiz gruplari. a, e, g) x4; b) x20; c, f, h) x10; d) x40;
Hematoksilin-Eozin.
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Sekil 3.11. Salin (a-b), CH (c-d), PRP (e-f) ve CH+PRP (g-h) gruplari merkez boélgesi 11tk mikroskop
goriintiileri. Ep: Epindryum, P: Perinéryum, yildiz: dejenere akson gruplari, ok basi: bag doku kilif
icerisinde rejenere akson filiz gruplari. a, e) x4; b) x20; ¢) x10; d, f, g, h) x40; Mallory Azan.
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12. hafta sonunda Toluidin mavisi ile boyali yar1 ince kesitlerde yapilan
incelemede kesi grubunda aksonlar1 cevreleyen miyelin kilifinda kalinlagma,
ondiilasyon ve dejenerasyon mevcuttu. Endondryumda genisleme ve odaksal
dejeneratif bolgeler izlendi. Ince miyelinli ve kiigiik ¢apli aksonlar gdzlendi (Sekil
3.12). Salin grubunda bunlara ek olarak perindryumda muhtemelen Schwann hiicre
sitoplazmastyla ¢evrili akson filizleri izlendi. Endonéryumda genisleme ve odaksal
dejenerasyon bu grupta da mevcuttu. Endondéryumda ve perindryumda damar

kesitleri izlendi (Sekil 3.13).
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Sekil 3.12. Kesi grubuna ait merkez bolge yari ince kesit goriintiileri. a) Kiigiik biiylitmede sinir enine
kesitinin genel goriiniimii, x4; b) Dejenere ve normal aksonlar, x40; ¢) Normal ve dejenere aksonlar
ile endondryumda odaksal dejenerasyon, x100. Ep: Epinéryum, P: Perinéryum, D: damar, ok:
dejenere aksonlar, ok bast: normal aksonlar; Toluidin mavisi.
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Sekil 3.13. Salin grubuna ait merkez bolge yart ince kesit goriintiileri. a) Kiiglik bilylitmede sinir enine
kesitinin genel goriiniimii ve komsulugunda dejenere kas lifleri (yildiz), x4; b) Saglikli ve dejenere
aksonlar, x100; c) Perindryumda aksonal filiz gruplar1, x100. Ep: Epinéryum, P: Perinéryum, D:
damar, ok: dejenere aksonlar, ok basi: normal aksonlar; Toluidin mavisi.
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CH grubunda endondryumda genisleme daha fazla izlendi. Ince miyelinli ve
kiigiik c¢apli aksonlar c¢ogunluktaydi. Perindral bag dokusu icerisinde etrafi
cevrelenmis aksonal filiz gruplari ve aralarinda damar komsulugunda yerlesimli mast

hiicreleri izlendi (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. CH grubuna ait merkez bélge yari ince kesit goriintiileri. a) Kii¢iik bilylitmede sinir enine
kesiti genel goriiniimii, x4; b) Genislemis endonéryum iginde kiiciik ¢apli aksonlar, x100; ¢) Perinoral
bag dokusunda aksonal filiz gruplari, x100. Ep: Epinéryum, P: Perindryum, En: Endondéryum, Sh:
Schwann hiicreleri, M: Mast hiicresi, ok: dejenere aksonlar, D: damar; Toluidin mavisi.
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PRP grubunda ince, diizgiin miyelinli ve kii¢iik ¢apli aksonlarin ¢ogunlukta oldugu
gozlendi. Bunlarin yani sira miyelin kilifta kesinti ve kopmalarin oldugu dejenere
aksonlara da rastlandi. Bol sayida Schwann hiicre ¢ekirdegi izlendi. Ayrica salin ve
CH grubuna benzer sekilde perinéryumda akson filiz gruplar1 gézlendi (Sekil 3.15).
CH+PRP grubunda kiiciik biiylitmede fasikiil i¢i endondryumda odaksal
genislemeler ve endondryumda rejenere akson gruplari izlendi. Diizglin miyelinli
aksonlarin yan1 sira miyelin kilifta kopukluklar ve dejenerasyon gdsteren aksonlar ve
yakin komsulugunda mast hiicreleri izlendi. Perindryumda aksonal filiz gruplar

mevcuttu (Sekil 3.16).

Sekil 3.15. PRP grubuna ait merkez bdlge yar1 ince kesit goriintiileri. a) Ince miyelinli ve kiigiik ¢aph
aksonlar, x100; b) Asir1 miyelinlenmis dejenere ve kiiciik caplt saglikli aksonlar ile perinéryumda
akson filizleri, x100. P: Perindryum, Sh: Schwann hiicreleri, ok: dejenere aksonlar, ok basi: normal
aksonlar; Toluidin mavisi.
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Sekil 3.16. CH+PRP grubuna ait merkez bélge yari ince kesit goriintiileri. a) Kiigiik biiylitmede sinir
enine kesitinin genel gorliniimi, x10; b) Dejenere ve saglikli aksonlar, x100. Ep: Epinéryum, P:
Perinéryum, En: Endonéryum, Sh: Schwann hiicreleri, M: Mast hiicreleri, D: Damar, ok: dejenere
aksonlar. Toluidin mavisi.

3.2.2. Deney Gruplari Distal Bolgesi Isik Mikroskop Bulgulari

12. hafta sonunda Hematoksilin-Eozin (HE) ile boyali kesitlerde 151k
mikroskobunda yapilan incelemede sinir kesisi ardindan primer epindral anastomoz
yapilan ve ilgili gruba uygun tedavinin uygulandigi bolgenin distalinde en yogun
kesi grubunda olmak {izere tiim deney gruplarinda sinir lifini olusturan aksonlarda
sisme ve vakuolizasyon ile karakterize dejenerasyon bulgular1 izlendi. Tim

gruplarda Schwann hiicrelerinde proliferasyon gozlendi. Mallory Azan (MA) boyali
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preparatlarda dejenere sinir liflerinde norokeratin g¢at1 goriintiisiiniin  bozuldugu
goriildii. Epindryum ve perindryum i¢inde akson filizleri izlenemedi. Epindral bag
dokusu i¢inde yag hiicreleri normal goriinimdeydi. Bazi guplarda kan damarlarinda
staz gozlendi. (Sekil 3.17, Sekil 3.18, Sekil 3.19, Sekil 3.20).
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Sekil 3.17. Kesi (a-b), Salin (c-d) ve CH (e-f) gruplarina ait distal bolge 151k mikroskop goriintiileri.
Ep: Epinéryum, P: Perinéryum, ok: dejenere aksonlar. a, e) x20, b, d, f) x100, ¢) x10; Hematoksilin-
Eozin.
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Sekil 3.18. PRP (a-b) ve CH+PRP (c-d) gruplarina ait distal bolge 151k mikroskop goriintiileri. Ep:
Epindryum, P: Perinéryum, ok: dejenere aksonlar. a) x10, b, d) x100, c¢) x20; Hematoksilin-Eozin.
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Sekil 3.19. Kesi (a-b), Salin (c-d) ve CH (e-f) gruplarina ait distal bolge 151k mikroskop goriintiileri.
Ep: Epinéryum, P: Perindryum, D: damar, ok: dejenere aksonlar. a, c, d, e, f) x40, b) x100; Mallory
Azan
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Sekil 3.20. PRP ve CH+PRP gruplarina ait distal bolge 11k mikroskop goriintiileri. Ep: Epinéryum, P:
Perindryum, D: damar, ok: dejenere aksonlar. a-d) x40; Mallory Azan

12. hafta sonunda sinir kesisi sonrasi onarim yapilan bdlgenin distalinden
alinan ve Toluidin mavisi ile boyanan yar1 ince kesitlerde yapilan incelemede kesi
grubunda aksonlar1 ¢evreleyen miyelin kilifinda ondiilasyon ve dejenerasyon
mevcuttu. Dejenere aksonlar1 fagosite etmis Schwann hiicreleri ve makrojaflar ile
yakin komsuluklarinda mast hiicreleri gozlendi. Endondryumda genisleme ve
odaksal dejeneratif bolgeler izlendi. Endondryum igerisinde ince miyelinli ve kiiglik
capli aksonlar gozlendi. Perindryuma ait bag dokusunda rejenere akson filiz gruplari
ve komgulugunda mast hiicreleri izlendi (Sekil 3.21). Salin grubunda bunlara ek
olarak agirt miyelinlenmis ve miyelinde kopmalarin oldugu dejenere aksonlar da
gozlendi. Perinodral aksonal filiz gruplan igerisinde daha ince ve kiiclik olmakla
birlikte her alanda kiiciik ¢apli ve ince miyelinli aksonlar mevcuttu. Endonéryumda

ve perindryumda damar kesitleri de izlendi (Sekil 3.22).
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CH grubunda endondryumda genisleme daha fazla alanda izlendi. Ince
miyelinli ve kiiclik capli aksonlar ¢gogunluktaydi. Perinéral bag dokusu icerisindeki
akson filizleri diger gruplara gore daha seyrek olarak izlendi. Diger gruplarda
oldukca nadir olarak goézlenen miyelinsiz lifler CH grubunda daha yogun olarak

izlendi (Sekil 3.23).
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Sekil 3.21. Kesi grubuna ait distal bolge 151k mikroskop goriintiileri. a) Dejenere ve saglikli aksonlar,
x100, b) Perindryum igerisinde rejenere akson filiz gruplari, x100. P: Perindryum, D: damar, Sh:
Schwann hiicresi, M: Mast hiicresi, ok: dejenere aksonlar, ok bagi: normal aksonlar; Toluidin mavisi.
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Sekil 3.22. Salin grubuna ait distal bolge 151k mikroskop goriintiileri. a) Kiigiik biiyiitmede sinir enine
kesitinin genel goriiniimii, x4; b) Dejenere ve saglikli aksonlar, x100. Ep: Epinéryum, P: Perindryum,
D: damar, ok: dejenere aksonlar, ok basi: normal aksonlar. Toluidin mavisi.
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Sekil 3.23. CH grubuna ait distal bolge 151tk mikroskop goriintiileri. a) Dejenere aksonlar, x40, b)
Dejenere ve saglikli aksonlar, x100. P: Perindryum, ok: dejenere aksonlar, ok basi: normal aksonlar,
ince ok: endonéryumda genisleme ve vakuolizasyon; Toluidin mavisi.

PRP grubunda da CH grubuna benzer sekilde ince, diizgiin miyelinli ve kii¢lik
caplt aksonlarin c¢ogunlukta oldugu goézlendi. Bunlarin yani sira miyelin kilifta
kesinti ve kopmalarin oldugu ve asir1t miyelinlenmis dejenere aksonlara da rastlandi.
Dejenere aksonlarla yakin iligkide mast hiicreleri gortildii. Perinéryumda akson filiz
gruplar1 daha seyrek olarak gozlendi. Endondryumda odaksal dejenere alanlar izlendi
(Sekil 3.24). CH+PRP grubunda endondéryumda kiiciik ¢apli aksonlardan olusan
rejenere akson gruplari izlendi. Diizgiin miyelinli aksonlarin yani sira miyelin kilifta

kopukluklar, aksoplazmada miyelin ovoidleri ve dejenerasyon gosteren aksonlar ile
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yakin komsulugunda mast hiicreleri izlendi. Perindryumda aksonal filiz gruplar

oldukea seyrekti (Sekil 3.25).

Sekil 3.24. PRP grubuna ait distal bolge 151k mikroskop goriintiileri. a) Kiigiik biiylitmede sinir enine
kesitinin genel goriiniimii, x4, b) Dejenere ve saglikli aksonlar, x100. Ep: Epinéryum, P: Perindryum,
D: damar, ok: dejenere aksonlar, ok basi: normal aksonlar; Toluidin mavisi.
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Sekil 3.25. CH+PRP grubuna ait distal bolge 151k mikroskop goriintiileri. a) Dejenere aksonlar, x40, b)
Dejenere ve saglikli aksonlar, x100. D: damar, M: Mast hiicresi, ok: dejenere aksonlar, ok basi:
normal aksonlar; Toluidin mavisi.

Miyelinsiz sinir lifleri yar1 ince kesitlerde kontrol grubunda endondryum
icerisinde miyelinli sinir lifleri arasinda saglikli bicimde izlenirken (Sekil 3.9) deney
gruplarinda her iki bolgede yapilan incelemelerde endondryum igerisinde

gozlenmedi (Sekil 3.12- 3.16 ve 3.21- 3.25).
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3.2.3. Immiinohistokimyasal Degerlendirme Bulgular

Immiinohistokimyasal degerlendirme igin rejenere sinir liflerini isaretleyen
anti-GAP43 (Growth associated protein-43) ve Schwann hiicrelerini isaretleyen anti-

S100 antikorlar1 ile boyama yapildi.

Her gruba ait siyatik sinirlerin kesi hasart olusturulan bolgenin distalinden
alman Orneklerde anti-GAP43 isaretlemesinde pozitif boyanan rejenere aksonlar

izlendi. (Sekil 3.26).
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Sekil 3.26. anti-GAP-43 boyamasi goriintiileri. a) Kesi Grubu, b) Salin Grubu, ¢) CH Grubu, d) PRP
Grubu, e) CH+PRP Grubu, f) Negatif Kontrol. x100, Hematoksilin zit boyama.

Deney gruplarinda kesi hasart olusturulan boélgenin distalinden alinan
orneklerde esas olarak Schwann hiicrelerinde ifadelenen anti-S100 antikoru ile
yapilan isaretleme sonrasinda kesi grubuna gore dier deney gruplarinda Schwann
hiicrelerinin rejenerasyon ve miyelinizasyonu saglamak lizere artigini diigiindiirecek

pozitif boyanma izlendi (Sekil 3.27)
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Sekil 3.27. anti-S-100 boyamas: goriintiileri. a) Kesi Grubu, b) Salin Grubu, ¢) CH Grubu, d) PRP
Grubu, e) CH+PRP Grubu, f) Negatif Kontrol. x100, Hematoksilin zit boyama.
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3.3. Stereolojik Analiz Bulgular:

Kontrolle kiyaslandiginda miyelinli lif sayis1 CH+PRP grubu merkez
bolgesinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksekti (p<0,05) (Cizelge 3.1).
CH+PRP grubu merkez bolgesi digindaki diger gruplarda miyelinli lif sayis1 acisinda

kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.

Tiim deney gruplar1 distal bolgeleri birbiriyle kiyaslandiginda miyelinli lif
sayis1 acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark yokken merkez bolgeleri
kiyaslandiginda ise yalmzca CH+PRP grubu ile kesi grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulundu. CH+PRP grubu merkez bolgesinde miyelinli lif sayisi

daha fazlayd.

Deney gruplarinda akson filizlerinin merkezden distale ulagsma diizeyini
degerlendirmek i¢in her grupta distal ve merkez bolgelerde sayilan miyelinli lif
say1s1 karsilastirildi. Bu kargilagtirma sonucunda salin, CH ve CH+PRP gruplarinda
distal bolgede bulunan miyelinli lif sayis1 merkeze gore daha diisiik olmakla birlikte

fark salin grubunda istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0,05) (Cizelge 3.1).

Kontrolle kiyaslandiginda dejenere akson sayisi tiim deney gruplarinda

istatistiksel olarak anlaml diizeyde yiiksek bulundu (p<0,05) (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Tiim gruplara ait miyelinli ve dejenere lif sayilar1 ortalamalari.

Miyelinli Lif Sayis1
(Ort + std.sapma)

Dejenere Lif Sayis1
(Ort + std.sapma)

Kontrol

4455.91 £ 1473.03

47.76 £ 106.78

Kesi
(Distal)

4233.66 +2091.01

1046.94 + 545.48

Kesi
(Merkez)

4062.23 + 2460.82

676.53 +599.62

Salin
(Distal)

3405.3 +£1227.49

551.02+115.44

Salin
(Merkez)

7692.23 + 3339.05

1653.06 + 1043.47

CH
(Distal)

4294.27 £ 2123.09

440.82 + 363.89

CH
(Merkez)

6799.57 + 1839.27

822.86 £277.77

PRP
(Distal)

5201.62 + 3008

929.39 +453.38

PRP
(Merkez)

4408.15 £ 3148.83

642.86 + 470.61

CH+PRP
(Distal)

5256.72 +1250.89

903.67 + 198.84

CH+PRP
(Merkez)

7582.02 + 1959.47

973.47 + 328.82

Tiim deney gruplar: distal bolgelerinde sayimi yapilan miyelinli aksonlarin lif

alani, akson alani ve miyelin alanlar1 kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel olarak

anlamh diizeyde diisiik olarak ol¢iildii (p<0,05) (Cizelge 3.2).

Deney gruplari birbiriyle kiyaslandiginda lif alani, akson alan1 ve miyelin alani

acisindan CH+PRP grubunun istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu
goriildii (p<0,05) (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Tiim gruplara ait distal bolge miyelinli lif 6l¢lim ortalamalar:

Lif Alant Akson Miyelin Lif Capt Akson Miyeliri g-ratio
(Ort£Ss) Alant Alant (Ort£Ss) Cap1 Kalinligi (Ort£Ss)
(Ort£Ss) | (Ort£Ss) (Ort£Ss) | (Ort£Ss)
Kontrol 39.65 + 1575+ | 2391+ 3.16 1.94 + 1.23 + 0.62 +
34.18 14.39 21.19 1.43 0.9 0.65 0.09
Kesi 1438+ 7.14 £ 7.24 £ 1.92 + 1.23 £ 0.69 + 0.62 +
12.93 9.3 4.33 0.66 0.59 0.15 0.09
Salin 19.44 + 833+ 1111+ 2.14 £ 132+ 0.81+0.4 | 0.6=0.08
26.01 12.26 14.33 1.16 0.81
1239+ 5.02+ 1.82+ 1.09 + 0.74+0.2 | 058+
cH 9.47 4.97 7375 1062 0.48 0.08
PRP 10.69 £ 436+ 6.33 £ 1.66 + 0.97 + 0.69+0.2 | 0.57
14.63 10.1 5.34 0.6 0.47 0.08
9.94 + 4.07 + 587+ 1.66 + 1+£0.39 | 0.66+ 0.59 +
CHFPRP 6.58 3.5 3.41 0.49 0.16 0.08

Tiim deney gruplar: distal bolgelerinde sayimi yapilan miyelinli aksonlarin lif
capi, akson capi, miyelin kalinlig1 ve g-ratio degerleri kontrolle kiyaslandiginda

istatistiksel olarak anlaml diizeyde diisiik olarak ol¢iildii (p<0,05) (Cizelge 3.2).

3.4. Sinir Iyilesmesinin Fonksiyonel Analiz Bulgulari

6. haftada TS (Toe spread) ve ITS (Intermediary toe spread) degerlerinin kesi
ve kesi sonrasinda tedavi uygulanan gruplarda kesi yapilmayan sag ayak izi
degerlerine gore azaldig1 gézlendi. Buna bagh olarak ortalama SFI degerlerinin total
fonksiyon kaybini belirten -100 degerine yakin oldugu belirlendi. 12. haftada da SFI
degerleri 6. haftaya yakin bulundu ve TS ve ITS degerlerinin kesi yapilmayan sag

ayak izi degerlerine gore halen diisiik oldugu bulundu.

Cizelge 3.3. Tiim gruplara ait Pre-op, 6. hafta ve 12. hafta SFI degerleri ortalamalar1. Gruplar arasinda
anlamli fark bulunmustur. * p=0.038, ** p=0.035, ***p<0.05.

Pre-op Post-op 6. Hafta Post-op 12. Hafta
(Ort + std.sapma) (Ort + std.sapma) (Ort + std.sapma)
Kesi -11.63+1021 -89.07 + 16.14 -90.84 +20.88
Grubu
Salin 972 + 12.16% -70.61 +30.65 -66.14 & 28 AT#**
Grubu
CH 3.68 +11.36* -73.17 £ 22.02%* -96.59 + 11 .4%**
Grubu
PRP -4.19 = 12.97 -93.3 £ 0** -93.3 + OF**
Grubu
CH+PRP -7.95+1342 -85.59 £ 12.57 -106.78 £ 20.04***
Grubu
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SFI degerlerinin normal dagilima uygunluk gostermemeleri nedeniyle
karsilagtirma testlerinde parametrik olmayan Bagimsiz Orneklemli Kruskal-Wallis

testi uygulandi.

Pre-op doneminde SFI degerleri acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (p=0.027). Bu farkliligin hangi ciftlerde oldugunu tespit etmek
amactyla, Dunn Post-hoc ikili karsilagtirma testi uyguland1 ve Salin ve CH gruplari
arasinda anlamh bir farklilik bulundu (p=0.038) (Cizelge 3.3). Pre-op donemi i¢in

diger gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi.

Post-op 6. Hafta donemi i¢in yapilan Kruskal-Wallis testi sonucunda da gruplar
arasinda anlamli bir farklilik oldugu belirlendi (p=0.035). Yapilan Dunn Post-hoc
ikili kargilastirma testi sonucunda ise PRP ve CH gruplari arasinda anlamli bir

farklilik tespit edildi (p=0.038) (Cizelge 3.3).

Post-op 12. Hafta donemi icin de gruplar arasinda anlamli farklilik oldugu belirlendi
(p<0.001). Dunn Post-hoc testi sonucunda farklilifin salin ile CH (p=0.012), PRP
(p=0.021) ve CH+PRP (p<0.001) gruplar1 arasinda oldugu tespit edildi (Cizelge 3.3).

Her lic donem arasinda fark olup olmadig1 da degerlendirildi. Sonuglara gore tiim
deney gruplarinda gruplarda post-op 6 hafta ve 12. hafta SFI degerleri pre-op
doneme gore istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik olarak bulundu (p<0.001)
(Cizelge 3.3). Post-op 6. hafta ile 12. hafta arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunamad:.
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4. TARTISMA

Periferik  sinir yaralanmalar1 hastalarda motor, duyusal ve otonom

fonksiyonlarda tek tek veya birlikte kayba neden olabilmektedir.

Bu fonksiyon kayiplarinin geri doniisii i¢in uzun siireli ve yiiksek maliyetli
tedavi yontemlerinin saglik giderlerine getirdigi yiik nedeniyle onemli bir saghk

problemi olarak degerlendirilmektedir.

Son 50 yilda cerrahi teknikte ufak degisiklikler yapilmakla birlikte doku kaybi
olmadig1 durumlarda sinir uclarinin karg1 karsiya getirilerek sinir kesisinin epindral

stitur ile tedavi edilmesi halihazirda diinya genelinde altin standart olarak kabul

edilmektedir (Grinsell ve Keating, 2014).

Bununla birlikte literatiirde cerrahi tedaviye ek olarak sinir rejenerasyonunu
artirmaya yonelik kullanilabilecek cesitli tedavi yOntemlerini aragtiran ¢ok sayida
calisma mevcuttur. Giiniimiizde heniiz sinir hasarini iyilestirmede klinik kullanima
gecmis bir farmakolojik ajan bulunmamakla birlikte bazi hormonlarin, biiyiime
faktorlerinin ve peptitlerin kullanimi aday olarak arastirilmaktadir (Faroni ve ark.,
2015). Ayrica son yillarda cesitli kaynaklardan elde edilen kok hiicrelerin (Faroni ve
ark., 2015), ekstraseliiler matriks elemanlarinin ((Dodla ve ark., 2011) ve
ekzozomlarin (Ching ve Kingham, 2015) sinir rejenerasyonu iizerine etkilerini
inceleyen cok sayida yaym mevcuttur. Yapilan biitiin calismalarin ortak amaci tespit
edilecek uygun biyolojik ajanlar ile hasar gérmiis sinirin iyilesmesini destekleyecek
bir mikrogevre olusturmak, ortamdaki inhibitor maddeleri ortadan kaldirmak ve
hedef organin fonksiyonunu geri kazanmasini saglamaktir. Bunlarin yani sira yapilan
arastirmalar sinir dejenerasyonu ve rejenerasyonunun halen tam olarak ortaya

konulmamig molekiiler temellerini anlamamiza da yardimci olmaktadir.
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Periferik sinir dejenerasyonu ve rejenerasyonunun morfolojik, fonksiyonel ve
molekiiler diizeyde incelenmesinde ayrica rejenerasyonda etkili olabilecek medikal
ve cerrahi tedavi yontemlerinin etkisinin arastirilmasinda sigan siyatik sinir modeli

yaygin olarak kullanilmaktadir (Irintchev, 2011).

Bu tez caligmasinda da siyatik sinir kesisi sonrasi cerrahi onarima ek olarak
PRP ve ChABC enziminin tek tek ve birlikte uygulamalarinin sinir rejenerasyonuna
etkisi histolojik, stereolojik ve fonksiyonel olarak sican siyatik sinir hasart modeli

kullanilarak incelenmisgtir.

Periferik sinirler hasar sonrasi rejenere olabilmekle birlikte ortamda bulunan
hiicreler, biiyiime faktorleri ve ekstraseliiler matriksin birbirleriyle etkilesimi

rejenerasyonda onemli bir rol oynamaktadir (Ovalle ve ark., 2012).

Sinir iyilesmesi aragtirmalarinda son yillarda hem biiyiime faktorii kaynagi
olarak hem de skar dokusu olusumu azaltic1 etkileri nedeniyle PRP’nin kullanimi
dikkat cekmektedir. Epinoral bag dokusu akson rejenerasyonu oniinde mekanik bir
bariyer olugsturabilecegi gibi sinirin diginda olusan skar dokusu da sinirin ¢evre
dokulara yapismasina neden olabilir. PRP’nin kollajen birikimi kontroliine katkilar
konusundaki sonuglar celigkilidir ayrica fibrozis iizerinde hem pozitif hem de negatif
etkileri oldugunu bildiren caligmalar bulunmaktadir (Giannessi ve ark., 2014). PRP
icerifinde  yogunlagtirilmig  olarak  bulunan  trombositlerin  graniillerinde
kemokinlerin, koagiilasyon faktorlerinin, integrinlerin yam sira biiyiime
faktorlerinden trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), donistiiriicii biiyiime
faktorii-pB (TGF- $), insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-I), hepatosit biiyiime
faktorii (HGF), epidermal biiylime faktorii (EGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF)
ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) bulunur (Blair ve Flaumenhaft,
2009). Aktive olan trombositlerden salinan bu biiyiime faktorleri sinir iyilesmesini
bir ¢ok acidan etkilemektedir. VEGF aksonal biiyiimeyi stimiile eder ve Schwann

hiicre proliferasyonunu artirir, TGF- 3 ve PDGF rat Schwann hiicreleri i¢cin mitojen
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olarak etki gosterir. IGF-I ise norotropik faktor olarak etki etmektedir (Emel ve ark.,

2011).

Periferik sinir ekstraseliiler matriksini olugturan elemanlardan biri olan
CSPG’lerin bir ¢ok c¢alismada miyelin-inhibitor proteinlerle birlikte akson
biiylimesini inhibe eden molekiil siniflarindan biri oldugu gosterilmistir (Gause ve
ark., 2014). Zuo ve ark. calismalarinda kesi sonrasi periferik sinirin distal ucunda

CSPG’lerin yaklagik yedi kat arttigin1 géstermislerdir (Zuo ve ark., 1998).

Lamininler akson filizi konisinin desteklenmesindeki 6nemli rolleri iyi bilinen
bir grup molekiildiir ve bazal laminada en bol bulunan kollajen olmayan yapisal
glikoproteinlerdir. Schwann hiicrelerindeki alt tiplerinde akson biiyiimesini
destekleyen aktivite gosterirler ancak bu aktivite saglam sinirde CSPG’ler tarafindan
inhibe edilmektedir. Wallerian dejenerasyonu sirasinda Schwann hiicreleri ve
makrofajlar tarafindan iiretilen matriks metalloproteinazlart CSPG’leri parcalayarak
lamininin yeni gelisen aksonlardaki norit destekleyici etkisini ortaya ¢ikarir (Ovalle

ve ark., 2012).

Literatiirde CSPG’lerin inhibe edici etkisini azaltmak icin Kondroitinaz ABC
(ChABC) adli enzim kullanilarak yapilan arastirmalar bulunmaktadir (Gause ve ark.,

2014).

Udina ve ark. periferik sinir kesisi ve tamiri sonrast ChABC’nin lokal
uygulamas ile aksonlarini distal sinir ucuna dogru rejenere eden motor ve duyu
noronlarinin sayisinda artig oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica ChABC’nin yar
Omriintin kisa olmasi nedeniyle tek doz uygulamanin smirli bir etkiye sahip

olabilecegini de belirtmislerdir (Udina ve ark., 2010).
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Calismamizda tiim deney gruplart distal bolgeleri birbiriyle kiyaslandiginda
miyelinli lif sayis1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark yokken merkez
bolgeleri kiyaslandiginda ise yalnizca CH+PRP grubu ile kesi grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu. CH+PRP grubundaki miyelinli lif sayisi
daha fazlayd.

Bu veriler CH+PRP grubu merkez bolgede uygulanan lokal tedavinin miyelinli
lif sayisimi artirdigin1 gostermekle birlikte CH ve PRP’nin birlikte kullaniminin kesi

bolgesinden baslayacak olan akson filizlenmesini artirdigini géstermektedir.

Calismamizda ayrica deney gruplarinda akson filizlerinin merkezden distale
ulagsma diizeyini degerlendirmek i¢in her grupta distal ve merkez bolgelerde sayilan
miyelinli lif say1s1 kargilastirildi. Bu karsilagtirma sonucunda salin, CH ve CH+PRP
gruplarinda distal bolgede bulunan miyelinli lif sayis1 merkeze gore daha diisiik
olmakla birlikte fark salin grubunda istatistiksel olarak anlamliyd: (p<0,05) (Cizelge
3.1). Sonuglar primer epinoral anastomoz disinda herhangi bir tedavi almayan salin
grubunda merkezde olusan akson filizlerinin yanlis yonlenerek sinirin distal ucuna
yeterli diizeyde ulasamadiklarini diisiindiirdii. Bu bulgu ayrica deney gruplarinda 1s1k
mikroskobunda incelenen yar1 ince kesitlerde rejenere akson filizi gruplarinin siyatik

sinir kiliflarindan epindryum ve perindryum icerisinde gozlenmesi ile de uyumluydu

Emel ve ark. siyatik sinirde anevrizma klipsi ile olugturduklar1 hasar sonrasinda
IGF-I ve PRP’nin birden fazla kez uygulandig1 ¢alismalarinda IGF-I uyguladiklar
grupta kontrol grubuna gore fonksiyonel geri kazanimi gosteren SFI degerlerinde 1
ay sonunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde iyilesme oldugunu belirlemiglerdir.
Ayrica IGF-I uygulanan grupta g-ratio degerlerinin PRP ve salin uygulanan gruplara

gore anlamli sekilde yiiksek olarak bulunmustur (Emel ve ark., 2011).
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Calismamiz sonucunda SFI degerleri acisindan 12 hafta sonunda anlamli bir
fonksiyonel iyilesme gozlenmedi. Tiim deney gruplar1 distal bolgelerinde sayimi
yapilan miyelinli aksonlarin lif alani, akson alam1 ve miyelin alanlar1 kontrolle
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik olarak olciildii (p<0,05)
(Cizelge 3.2).

Miyelin alan1 ve miyelin kalinliginin diisiik olmasi sinir lifinin ¢ok sayida ince
miyelinli aksonlar1 icerdigini gdstermekteydi. Miyelin kalinliginin kontrolden diisiik
olmasi sinir iletiminin yeterince hizli olmadigimi ya da aksonlarin hedef organa
heniiz ulasamadiklarini diisiindiirdii. Bu da SFI degerlerinin 12. hafta sonunda halen

diisiik olmasinin nedeni olabilir.

Yiirime yolu analizleri siyatik sinir hasari1 sonrasi iyilesmede fonksiyonel
durumun belirlenmesi i¢in kullanilan girisimsel olmayan bir yontemdir. Ancak
ototomi, kontraktiir olusumu, kuyrugun siirtlinmesi ve ayak izinin yayilmas1 gibi
nedenlerle ayak izlerini her zaman dogru sekilde almak miimkiin olmayabilir
(Varejao ve ark., 2001). Ayrica hem ol¢iimlerde kullanilan yontemlerin farkli olmasi
hem de Olclimleri yapan arastirmacilardan kaynaklanan farkliliklar nedeniyle bu

verilerin laboratuvarlar aras1 kargilagtirilmas: miimkiin olamamaktadir.

Analizlerin standardize edilmesi karsilagtirmalarin saglikli yapilabilmesi i¢in

olduk¢a 6nemlidir (Sarikcioglu ve ark., 2009).

Fonksiyonel analizin yan1 sira c¢alismamizda stereolojik yOntemle sinir
rejenerasyonun kantitatif olarak degerlendirilmesi amaglanmigtir. Sinir sisteminde
yapilan caligsmalarda kullanilan morfometrik tekniklerin ¢ogu tarafli sonuclara neden
olabilmektedir. Bu metodolojik problemlerden kacinmak fraksiyonlama gibi
stereolojik tekniklerin kullanimi ile miimkiindiir (Ramkumar ve ark., 2015).
Stereolojik teknikte kullanilan sistematik rastgele ornekleme yaklagimi periferik

sinirdeki her bir sinir lifine esit oranda se¢ilme ve analiz edilme sans1 tanimaktadir

(Canan ve ark., 2008).
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Giannessi ve ark. rat siyatik siniri kesisi modelinde PRP membranin etkinligini
arastirdiklar ¢caligmalarinda 12 haftanin sonunda tedavi almayan grupta lif caplarimin
0 ile 5 pm arasinda degisirken, tedavi alan grupta lif caplarmin kontroldeki en
yiksek cap olan 12 pum’ye yakin bir deger olan 11 um’ye kadar ulastigini

gostermiglerdir (Giannessi ve ark., 2014).

Calismamiz sonucunda deney gruplari distal bolgelerinde sayimi yapilan
miyelinli aksonlarin lif capi, akson capi, miyelin kalinlig1 ve g-ratio degerleri
kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml diizeyde diisiik olarak ol¢iildii
(p<0,05) (Cizelge 3.2). Lif cap1 degerlerinin literatiirle uyumlu olmamasimin diger
calismalardaki Olclimlerin stereolojik teknik kullanilmadan gerceklestirilmis olmasin
ve dolayisiyla her sinir lifine esit degerlendirilme sansi taninmamis olmasindan

kaynaklandig: diisiiniildii.

Karma bir sinir olan siyatik sinirde duyu ndronlarinin motor ndronlara gore
hasardan daha fazla etkilendikleri Ornegin siyatik sinir hasar modelinde duyu
ndronlarinda goézlenen %10-%30 oranindaki hasara karsilik motor néronlarda %0-
%10 oraninda hasar gozlendigi yapilan caligmalarda bildirilmistir (Benga ve ark.,
2017). Biz de c¢alismamizda deney gruplarina ait yari ince kesitlerde 1s1k
mikrokobunda yaptigimiz incelemeler sonucunda endondryum igerisinde miyelinsiz
sinir liflerini gozlemlemedik. Kesi modeli olusturdugumuz sol ekstremitede
makroskobik olarak gozledigimiz parmak kaybmnin duyu liflerini olugturan
miyelinsiz aksonlarin yeterince rejenere olamamasi sonucu gelisen his kaybina bagh

olabilecegini diistindiirdii. Bu bulgu literatiirle uyumluydu.
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5.SONUC ve ONERILER

Calismamiz sonucunda sican siyatik sinirinde kesi hasari sonrasi primer
epindral siitur ile onarim yapilan gruplarda miyelinli lif sayisinin onarim yapilmayan

gruba gore yliksek oldugu bulundu.

Sinir hasar1 sonrasi cerrahi onarima ek olarak ChABC’nin tek basina ve PRP

ile kombine uygulamasinin merkez bdlgede miyelinli lif sayisini artirdigt bulundu.

ChABC enziminin tek basma ve PRP ile kombine uygulandig1 gruplarda sinir
hasar1 distal bolgesindeki miyelinli lif sayisinin merkeze gore daha az olmasi
ChABC’nin tek doz uygulanmasmin kesi hattinin distalinde yeterince etkili

olamadigini gosterdi.

Deney gruplarinda distal bolgedeki miyelinli liflerde lif alani, akson alani,
miyelin alani, lif ¢ap1, akson capi, miyelin kalinlig1 ve g-ratio degerlerinin kontrole
gore diislik oldugu bulundu. Bu miyelinli liflerin heniiz tam olarak rejenere olamayan

ince miyelinli aksonlar oldugu sonucuna varildi.

SFI sonuglarina gore 12 hafta sonunda tam fonksiyonel iyilesme olmadigi
goriildii ve morfometrik bulgular ile SFI verilerinin birbirini destekledigi sonucuna

varildi.

Calismamizda fonksiyonel iyilesmenin tam ger¢ceklesmemesi ve morfometrik
verilere gore de distal ugtaki aksonlarin yeterince miyelinlenmemesi nedeniyle 12.
haftanin sonunda rejenerasyonun halen devam ettigi, tam iyilesmenin
degerlendirilmesi i¢in ileriki ¢aligsmalarda deney siiresinin 12 haftadan daha uzun

olacak sekilde planlanmasi gerektigi sonucuna varildi.
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OZET

Periferik Sinir Yaralanmasi Sican Modelinde Ekstraseliiler Matriks ve Biiyiime
Faktorlerinin Sinir Rejenerasyonuna Etkisinin Stereolojik ve Histolojik Olarak
Incelenmesi

Periferik sinirler hasar sonrasi rejenere olma kapasitesine sahip olmakla birlikte ortamda
bulunan Schwann hiicrelerinin, biiylime faktorlerinin ve ekstraseliiler matriks elemanlarinin
birbiriyle etkilesimi iyilesmede 6nemli bir rol oynamaktadir. Periferik sinir kesi hasarlarinin
tedavisinde altin standart kesik sinir uclarinin ug¢ uca getirilerek dikilmesidir. Ancak sinir
iyilesmesini artirma potansiyeline sahip dikise ek olarak uygulanabilecek tedavi yontemleri
ile ilgili calismalar yogun olarak devam etmektedir. Biz de ¢alismamizda iyi bir fonksiyonel
ve morfolojik geri kazanim elde edebilmek amaciyla literatiirde daha Once ayr1 ayri
kullanilarak sinir iyilesmesine etkileri gosterilen, ekstraseliiler matriks elemanlarinin sinir
iyilesmesini inhibe edici etkisini azaltan kondroitinaz ABC (ChABC) enzimi ile akson
biliyiimesini uyaran ¢esitli biiyiime faktorlerini iceren plateletten zengin plazma’nin (PRP)
tek tek ve literatiirde daha 6nce denenmemis kombine uygulamalarinin etkilerini arastirmayi
amacladik.

Calismamizda 5 grup icinde toplam 40 adet 12 haftalik Wistar albino ratlar kullanildi.
Siyatik sinir hasar1 biitiin gruplarda sol tarafta dallanma bolgesinin 1 cm proksimalinden
mikro makasla transvers kesi yapilarak olusturuldu. Kesi grubu haricindeki gruplarda sinir
onarimi ayni cerrah tarafindan primer epinéral anastomoz (PEA) yapilarak gerceklestirildi.
Gruplar ve uygulamalar su sekildeydi; Kesi grubu: PEA ile sinir onarimi yok; Salin grubu:
PEA bolgesine 0,125 ml Salin uygulamasi; Ch grubu: PEA bolgesine 2U/0,125ml ChABC
uygulamasi; PRP grubu: PEA boélgesine 0,125 ml PRP uygulamasi; Ch+PRP grubu: PEA
bolgesine kombine 2U/0,125 ml ChABC+ 0,125 ml PRP uygulamasi. PRP uygulanan
gruplara ait birer rattan cerrahi islemden 6nce intrakardiyak kan alinarak iki asamali santrifiij
isleminden gecirildi ve PRP elde edildi. Kan alinan ratlar deney dis1 birakildi. 12 haftanin
sonunda siyatik sinir dokular1 perfiizyon fiksasyon ile siitur hattinin merkezini ve distalini
icerecek sekilde c¢ikarildi. Her iki bolgeden 151k ve elektron mikroskobik inceleme i¢in alinan
ornekler %10 tamponlu formalin ve %2,5 gluteraldehit ile fikse edildikten sonra rutin takip
islemlerinden geg¢irildi. Siitur hattinin merkezinden ve distalinden alinan parafin kesitler
hematoksilin-eozin ve Mallory azan ile boyandi. Distal bdlgeden alinan kesitler ayrica
Schwann hiicreleri i¢in anti-S-100 ve rejenere aksonlar icin anti GAP-43 antikorlar
kullanilarak immiinohistokimyasal olarak isaretlendi. Araldit bloklardan alinan yar1 ince
kesitler ise Toluidin mavisi ile boyandi. Parafin ve yar1 ince kesitler Leica DM 500 151k
mikroskobuna bagli Leica ICC50HD kamera ile inceleme sonrasi fotograflandi.

Hem distal hem de merkez bolge yari1 ince kesitlerinde toplam miyelinli lif sayis1 ve dejenere
lif say1s1 fraksiyonlama probu ile; distal bolge yar1 ince kesitlerinde ise lif alani, akson alani,
miyelin alani, lif ¢ap1, akson cap1 ve miyelin kalinlig1 nucleator probu ile stereoloji yazilimi
(Stereolnvestigator, MBF Bioscience) kullanilarak belirlendi. g-ratio (akson capv/lif ¢ap1)
degerleri de hesaplandi. Fonksiyonel iyilesmeyi degerlendirmek i¢in ratlara pre-op, post-op
6. ve 12. Haftalarda yiiriime yolu testi yapildi ve siyatik fonksiyon indeksi (SFI) belirlendi.
Elde edilen SFI degerleri ile stereolojik sayim ve Olglim verileri istatistiksel olarak IBM
SPSS 22 programi kullanilarak degerlendirildi. p<0,05 degeri anlamli kabul edildi.

Biitiin deney gruplarinda epindryum ve perindryum i¢inde yanlis yonlenmis rejeneratif akson
filizleri ile endondryum icinde miyelin debrisi fagosite eden makrofajlar ve Schwann
hiicreleri, damar komsulugunda mast hiicreleri izlendi. Kontrolle kiyaslandiginda dejenere
akson sayis1 tiim deney gruplarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksekken (p<0,05),
deney gruplar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunmadi. Kontrolle
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kiyaslandiginda toplam miyelinli lif sayis1t CH+PRP grubu merkez bolgesinde istatistiksel
olarak anlaml diizeyde yiiksekti (p<<0,05). Deney gruplarinin distal bdlgelerindeki miyelinli
aksonlarin 1if ¢api, akson ¢api, miyelin kalinligi ve g-ratio degerleri kontrolle
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik olarak bulundu (p<0,05). SFI
sonuclar1 6 ve 12. hafta sonunda pre-op doneme gore tiim gruplarda fonksiyon yoklugu veya
azhigimm ifade edecek sekilde diisiiktii ve fark istatististiksel olarak anlamliydi (p<0,05).
Makroskobik olarak kesi hasar1 yapilan sol ekstremitede parmak kayiplarinin izlenmesi tiim
deney gruplarinda yar1 ince kesitlerde duyu liflerini olusturan miyelinsiz aksonlarin
gozlenmemesi nedeniyle miyelinli liflere goére duyu liflerindeki hasarin daha yogun
oldugunu diistindiirdd.

Sonug olarak bu calismada, cerrahi tedaviye ek olarak uygulanan ChABC ve ChABC+
PRP’nin lokal uygulanmasinin kesi bolgesi merkezinde akson filizlenmesini artirarak sinir
rejenerasyonuna olumlu katkisi oldugu goériildii. Kesi bolgesinin distalinde ince miyelinli ve
kiigtik capli aksonlarin varligi ile SFI degerlerinin pre-op doneme gore diisiik olmasina bagl
olarak sinir rejenerasyonunun 12. hafta sonunda hala devam ettigi sonucuna varildi.

Anahtar Sézciikler: Kondroitinaz ABC, PRP, Siyatik sinir, Stereoloji
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SUMMARY

Effect of Chondroitinase ABC and platelet rich plasma combination on sciatic nerve
regeneration

The peripheral nerves have an intrinsic capacity for regeneration after injury. For the proper
regeneration the cross interactions between Schwann cells, neurotrophic factors and
extracellular matrix components play the most important role. Although end-to end
anastomosis of injured nerve ends after transection is the gold standard procedure for the
treatment of peripheral nerve, there are many studies targeting possible pharmacologic
agents that can be applied together with anastomosis to enhance nerve regeneration.

In this study we aimed to investigate the functional and morphological effects of the
chondroitinase ABC (ChABC) enzyme that reduces the inhibitory effects of the extracellular
matrix components and platelet-rich plasma (PRP) which includes growth factors that
applied alone and in combination to the surgical repair site after transection injury

A total of 40 Wistar rats were randomly seperated into 5 groups. The transection injury was
formed by transverse incision from the 1 cm proximal of the branching point on the left side
in all groups. Right sciatic nerves were used as control. Except that the untreated transection
group nerve repair was performed via primary epineural anastomosis (PEA). After PEA
0.125ml saline, 2U/0.125ml ChABC, 0,125 ml PRP and combined 2U/0,125 ml
ChABC+0.125ml PRP were applied onto the repair site in treated groups (saline, ChABC,
PRP and ChABC+PRP). For the preperation of PRP, blood was collected by cardiac
puncture in a tube containing anticoagulant. After two step centrifugation the pellet was
activated by 10% CaCl2. Blood collected rats were excluded from the experiment. After 12
weeks the nerves were removed and fixed with 10% formalin and processed as routinely.
The paraffin sections from distal stump and center region were stained with hematoxylin-
eosin and Mallory’s azan. For immunohistochemical examination the sections were stained
with anti-S100 and anti-GAP43 antibodies for the visualization of Schwann cells and
regenerating axons. Sections were analyzed under Leica DM500 microscope and images
were captured with Leica ICCS0HD camera. The nerve samples that were processed for
araldite embedding and toluidine blue stained semi-thin sections were analyzed using a
stereology system (Stereolnvestigator, MBF Bioscience).

In both distal stump and center region of all groups the total number of myelinated and
degenerated fibers was estimated using fractionator probe. The nerve fiber morphometry
including fiber areas, axon areas, myelin areas, fiber diameter, axon diameter and myelin
thickness in distal stump of experimental groups were evaluated using nucleator probe. The
g-ratio value was calculated using the following formula: g-ratio = axon diameter/ fiber
diameter. For the functional evaluation the SFI was measured by walking track analysis
preoperatively, post operatively at 6 weeks and 12 weeks. Print length, toe spread and
intermediary toe spread were determined. The SFI was calculated using these measurements.
The change in SFI and the data achieved by stereologic methods were analyzed using IBM
SPSS 22 statistical software and the p values less than 0,05 were considered statistically
significant. In all experimental groups we observed misdirected regenerating axon sprouts in
the epineurium and perineurium. Endoneurium contained macrophages and Schwann cells
that were fagosite myelin debris. Well defined mast cells were seen in close proximity to the
endoneurial and perineurial blood vessels. Whereas the total numbers of degenerated fibers
in all experimental groups were significantly higher than control group (p<0,05), there were
no statistically significant differences between the experimental groups. The total numbers of
myelinated fibers in the CH+PRP group central region were significantly higher than control
group (p<0,05). In all experimental groups at the distal stump region fiber diameter, axon

82



diameter, myelin thickness and g-ratio values were significantly lower than control group
(p<0,05). The SFI in rats of all experimental groups at 6 and 12 weeks after post operation
decreased indicating poor or no function and the the difference between pre operative and
post operative period was statistically significant (p<0.05) Macroscopically nearly in all
groups there were finger loss on the left side where the transection injury performed
suggested that unmyelinated sensory axons are more affected than myelinated motor axons.
In conclusion the present study revealed that local application of ChABC and ChABC +PRP
to the surgical repair site after transection injury increase the axon sprouting at the central
region. Due to thinly myelinated and small caliber axon composition seen in distal region of
repair site and decreased SFI indicating poor or no function at 12 weeks suggested that nerve
regeneration process still going on.

Key Words: Chondroitinase ABC, PRP, Sciatic nerve, Stereology
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The Effect of The Administration of Different Single Doses Of Intraarticular
Levobupivacamne on The Cartilage in The Rabbit Shoulder Joint Model; M.S.
OZCAN, M. OZCELIK, O.S.CAN, M. KALEM, E.N. HAYIRLI,
O.EVIRGEN, F. OKTEN MD, M. ARMANGIL, M. DEMIRTAS; 32nd Annual
ESRA Congress, 4-7 September 2013, Glasgow, UK (Poster Bildiri)

Repeated controlled ovarian hyperstimulation(COH) treatment effects on the nu
mber of primordial and primary follicle number a stereological study; Hayirh
EN., Evirgen O.; Journal of Experimental and Clinical Medicine Vol: 29, Issues:
5, p: 373; Asian and African Stereology Congress, 6-8 November 2012, Samsun,
Turkey (Poster Bildiri)

. Morphometric and Ultrastructural Analysis of Corpus Luteum Granulosa Cells

After Repeated Gonadotropin Administration, Hayirlh EN, Evirgen O, Goktiirk
H, Can B; International Journal of Experimental and Clinical Anatomy, Volume
6 Supplement, p:101; 4th International Symposium
of Clinical and Applied Anatomy (ISCAA);

June 28-July 12012, Ankara, Turkey (Poster Bildiri)

Ultrastructural Effects Of Nicotine Exposure On Peripheric Nevre Repair; Aydin
N, Goktirk H, Hayirll EN, Sargin Kose A, Celikkan Topal F, Evirgen O, Can
B; 4th International Symposium of Clinical and Applied Anatomy-ISCAA; 28
June-1 July 2012 Ankara, Turkey (Sozlii Bildiri)
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Ulusal/uluslararasi kitaplardaki boliimler ve ceviriler

1.

Temel Biyolojik Psikoloji, B6liim adi:(Beyin Gelisimi ve Plastisitesi) (2014).,
HAYIRLI EMINE NAZLI, GOKTURK HIiLAL, Nobel Akademik Yaymcilik
Egitim Danismanlik Tic. Ltd. Sti, Editor: Prof.Dr.Ahmet Altindag, Basim
Sayisi:1, ISBN:978-605-133-850-7, Tiirkce (Kitap Terclimesi)

Tibbi Histoloji-Embriyoloji Uygulama Kilavuzu, Ankara 2014. Edit: Prof.Dr.
Canan Akbay, ISBN: 978-605-4649-54-9, Akademisyen T1ip Kitabevi

Ulusal bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitaplarinda (proceedings)
basilan bildiriler

1.

Spinal Kord Yaralanmasinda Etanercept Uygulamasinin Doku Hasarin1 Onleme
Potansiyeli; 14.Ulusal Sinirbilimleri Kongresi; 26-29 Mayis 2016; Ankara
(Poster Sunumu)

. Sigan Grasilis Kas Fleplerinde Iskemi-Reperfiizyon Hasarinin Onlenmesinde

Sistemik Apokinin Uygulamasinin Etkinliginin Arastirilmasi, XIII. Uluslararasi
katilimli Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, 30 Nisan-3 Mayis 2016;
[zmir (Poster Sunumu)

. Deneysel Hayvan Modelinde Olusturulan Akut Mezenter iskeminin Erken

Tanisinda D-Dimer, L- Laktat, IFABP’in Yeri ve Prognostik Degeri; XIII.
Uluslararas1 katilimli Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, 30 Nisan-3
Mayis 2016; Izmir (Poster Sunumu)

. Rat Amniyonik Membranimin Periferik Sinir Onarimima Etkisi: Histolojik Ve

Stereolojik Bir Calisma, 13.Ulusal Sinirbilim Kongresi, 2015, Konya (Poster
Sunumu)

. Gébek Kordonu Yapisinda Gebelige Bagl Hipertansiyon ve Intrauterin Gelisme

Geriliginde(IUGG) Meydana Gelen Degisikliklerin Histomorfometrik Olarak
Incelenmesi, XII. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, 27-30 Mayis 2014,
Ankara (Poster Sunumu)

. Periferik Sinir Onarmmi Uzerine Nikotin Etkisinin Ince Yapisal Diizeyde

Incelenmesi; 21. Ulusal (Uluslararas1 Katilimli) Elektron Mikroskopi Kongresi;
28-31 Mayis 2013, Mersin (Poster Sunumu)

. Lokal Basitrasin Uygulamasinin Rat Serebral Korteksine Etkilerinin

Histopatolojik ve Ince Yapi Diizeyinde Incelenmesi; 21.Ulusal (Uluslararasi
Katilimli) Elektron Mikroskopi Kongresi; 28-31 Mayis 2013, Mersin (Poster
Sunumu)

. Travmatik Spinal Kord Hasar1 Sonrasi Etanercept Uygulamasinin Beyaz Madde

Akson Yapisina Etkisi; 21.Ulusal (Uluslararas1 Katilimli) Elektron Mikroskopi
Kongresi; 28-31 Mayis 2013 Mersin (Poster Sunumu)

Glomeriil Hastaliklarinin  Tanisinda Gegirimli  (Transmisyon) Elektron
Mikroskobunun (TEM) Rolii Ve Onemi, 20. Ulusal Elektron Mikroskopi
Kongresi, 2011, Kemer (Poster Sunumu)
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10. insan Bébrek Biyopsi Orneklerinde Transmisyon Elektron Mikroskop (TEM)
Bulgularinim Tamdaki Yeri ve Onemi: AUTF Histoloji-Embriyoloji ABD TEM
Laboratuvart Gozlemleri, 20. Ulusal Elektron Mikroskopi Kongresi, 2011,
Kemer (Poster Sunumu)

11. Immun Baskilanma Sonras1 Dalak Beyaz Pulpa Kompartimanlarinda Gdzlenen
Morfolojik Degisiklikler, X. Ulusal Histoloji- Embriyoloji Kongresi, 2010, Izmir
(Sozlii Sunum)

12. Rat Bobrek dokusunda Immunsiipresif 1Ilag (FK506) Toksisitesinin
Ultrastriiktiirel Diizeyde Incelenmesi, 19. Ulusal Elektron Mikroskopi Kongresi,
2009, Trabzon (Poster Sunumu)

VII- Bilimsel Etkinlikleri
Projeleri:

1. Geng¢ ve Yash Ratlarda Tekrarlayan Kontrolli Ovaryum Hiperstimulasyon
Tedavisinin Genital ve Endokrin Sistem Organlart Uzerindeki Etkisinin
Morfometrik Olarak Incelenmesi, Arastirmaci, Ankara Universitesi BAP (
25/10/2010 - 30/12/2011, Proje No: 10B3330027)

2. Periferik Sinir Yaralanmasi Sican Modelinde Ekstraseliiler Matriks ve Biiylime
Faktorlerinin Sinir Rejenerasyonuna Etkisinin Stereolojik Ve Histolojik Olarak
Incelenmesi, Arastirmaci, Ankara Universitesi BAP ( 02/06/2015 - Devam
Ediyor, Proje No:15L0230008)

VIII- Diger Bilgiler
Egtim programi haricinde aldig1 kurslar ve Katildig1 egitim seminerleri:

« Egiticilerin Egitimi Sertifika Programi, 2015, Ankara Universitesi, Ankara

« Ogretmenlik Sertifikas1 Programi (Pedagojik Formasyon), 2013, Ankara
Universitesi Egitim Bilimleri Fakiiltesi, Ankara

* Deney Hayvani1 Kullanim Sertifikasi 12-23 Ekim 2009, GATA, Ankar

« Laboistatistik: Temel Laboratuvar Bilimleri I¢in Biyoistatistik Kursu, 23-24 May1s
2015, Yildirrm Beyazit Universitesi, Ankara

« Giincel Iyi Uretim Uygulamalarinda (¢cGMP) Hiicresel Tedavi Uriinleri Kalite
standartlart Kursu-TUBA, 10 Nisan 2015, Antalya

* Biyoistatistik C6ziimleme Kursu, 26 Mayis 2014, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi, Ankara

* Saglik Bilimlerinde Bilimsel Proje Hazirlama Egitimi Kursu 30 May1s-01 Haziran
2014, THED, Ankara Universitesi-TUBITAK Kursu)
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* Stereology Course, 9-10 November 2012, Samsun

* Mikroskobi, Goriintiileme ve Stereoloji Kursu, 14-15 Ocak 2012, Ankara

* I. Uygulamali Temel Hiicre Kiiltiirii Teknikleri Kursu, 2-4 Subat 2011, Denizli
* Stereoloji Kursu

* , Mayis 2010, Izmir

¢ II. Temel Hiicre Kiiltiirii Kursu, 17 Ekim 2009, Ankara

* International Course on Stereotaxy, Microsurgery and Stereology, 5-7 Ekim 2009,
Samsun
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