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GIRiS

Periferik sinirler, medulla spinalisteki motor noronlarin, dorsal ganglionlardaki
duyusal néronlarin ve sempatik ganglionlardaki sempatik noronlarin govdelerinin aksonal
uzantilarindan olusan ve sonlandiklar1 hedef organa goére motor, duyusal veya otonomik
fonksiyonlar1 olan yapilardir (77).

Periferik sinir yaralanmalarina neden olan faktorler igerisinde en sik karsilagilan
etkenin travma oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, iskemik olaylar, enfeksiyon,
inflamasyon, iyonize radyasyon, traksiyon, eksternal kompresyon, yanik ve elektrik ¢arpmasi
gibi etkenlerde periferik sinir hasarinda rol oynayabilmektedir. Yaralanmanin nedeninden
bagimsiz olarak sinir dokusunda iyilesmenin tam olmamasi veya sinirin anormal
rejenerasyonu, siklikla fonksiyonel kayip ve agr ile sonuglanmaktadir (78). Bu nedenle
periferik sinir yaralanmalar1 sonrasinda tedavideki ana amag, sinir biitlinliigiinii tekrar
saglayarak iletimin geri doniisiinii saglamak ve kaybolan motor veya duyu fonksiyonlarini
tekrar yerine koymaktir. Periferik sinir yaralanmalarinin tedavisindeki temel prensip, skar ve
fibrotik dokunun eksize edilmesi, sinir uglarinin tazelenmesi ve gerginlik olmaksizin sinir
uclarinin bir araya getirilerek anastomoz edilmesidir. Tedavide, fonksiyonlarin maksimum
diizeyde geri doOniisiinii saglamak icin aksonlarin uygun dogrultuda distal giidiige
yonlenmelerini saglamak gerekmektedir.

Yaralanma sonrasinda sinir uglart arasinda defekt bulunmamasi ve uclarin gerginlik
olmadan bir araya getirilebilmesi primer onarima olanak saglamaktadir. Primer onarimin
miimkiin oldugu durumlarda bile, onarim bolgesinde gelisen fibrozis ve rejenere aksonlarin
epindriyum disina ¢ikmasiyla meydana gelen ndroma olusumu, rejenerasyonu olumsuz yonde
etkileyebilir ve fonksiyonlarin doniisii yeterli diizeyde olmayabilir (23). Giintimiize kadar bu

alanda yapilmis sayisiz calisma olmasina ragmen, onarim hattinda skar dokusunun azaltilmasi



ve uygun dogrultuda aksonal rejenerasyonun saglanmasi icin yapilan calismalar halen
rekonstriiktif cerrahinin en onemli arastirma konularindan biri olmaya devam etmektedir.
Cerrahi basarty1 artirmak icin farkli onarim teknikleri (61,66,68) ve farkli dikis materyalleri
tanimlanmis (25,42); onarim alanina manyetik alan (27,135), lazer (86), radyasyon (45) veya
hiperbarik oksijen uygulamasi (46) gibi yontemler denenmis; sistemik olarak kullanilan
bir¢ok ila¢ veya hormonun (55,50,87) bu alandaki etkisi arastirilmistir. Onarim hattinda kesik
sinir u¢larinin epinéral tiip (5,6,8,32,133), arter (130), ven (71), fasya (65), omentum (24),
prezerve dura (120), pseudosinovya (79) ve kollajen film (109) gibi non-sentetik materyaller
ile sarilmas1 ya da bu amagla laktat polimerleri (80), polietilen (80), kauguk (22), tantalyum
(22) ve silikon (41) gibi sentetik materyaller kullanilmasi denenmis, fakat rutin klinik
uygulamaya gecememistir.

Bunlarin yaninda, iizerinde calisilan bir diger konu da, ayn1 amagla anastomoz sonrasi
onarim hattina topikal olarak uygulanan tedaviler ile ilgilidir. Tiroid hormonu (123), insan
amnion s1vist (99), hyaliironik asit (100,124), aprotinin (44), mitomisin C (53), sinir bilylime
faktorii (NGF) gibi norotrofik faktorler (38) ve diger bir¢ok biiyiime faktorii bu kapsamda
denenen maddelerden yalnizca birkagidir.

Trombositten zengin plazma (PRP), son yillarda klinik kullamima giren ve 6zellikle
kemik iyilesmesi lizerindeki olumlu etkileri nedeniyle maksillofasiyal cerrahide kullanim
alam bulmus olan biyolojik bir iiriindiir. Icerisinde ¢ok sayida bilyiime faktorii oldugu bilinen
bu iiriin, trombositlerin yogunlastirilmasi ve igeriklerindeki biiylime faktorlerini salgilamalar
icin aktive edilmeleri temeline dayanmaktadir (2). Trombositten zengin plazma ameliyat
oncesi donemde hastadan alinan kandan otolog olarak hazirlanmaktadir ve uygulanma
sonrasinda ortama salinan biiylime faktorleri, uygulama alaninda olusan fibrin piht1 icerisinde

kalarak lokal etkilerini uzun siire gosterebilmektedir. Trombositten zengin plazma igerisinde



bulundugu bilinen baglica biiylime faktorleri, platelet kokenli biiylime faktorii (PDGF),
‘transforming’ biiytime faktorii-f (TGF-f), fibroblast biiytime faktorii (FGF), vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF), insiilin kaynakli biiytime faktorii-I (IGF-I), platelet
kokenli endotelyal hiicre biiylime faktorii (PDEGF), interlokin-1 (IL-1) ve trombosit aktive
edici faktor-4 (PAF-4) diir (1,37). Bu biiyiime faktorleri arasindan PDGF, FGF, VEGF ve
IGF-T’in sinir rejenerasyonu iizerinde olumlu etkileri oldugu bilinmektedir (59,60,62,98,125).
Bu faktorlerin rekombinan yolla hazirlanmis formlarinin pahali olmasi ve laminin, kolajen
veya metilseliiloz gibi ek tasiyic1 ara maddeler iizerinde uygulanmaya ihtiya¢c duymalar en
onemli dezavantajlaridir (126).

Bu calismada, icerisinde yiiksek oranda biiyiime faktorleri icerdigi bilinen
trombositten zengin plazmanin sinir iyilesmesi iizerine etkilerini arastirmak amaclanmistir.
Klasik yontemlere nazaran daha az dikis sayist ile birlikte trombositten zengin plazma
uygulanmasinin, sinir rejenerasyonunu ve fonksiyonel iyilesmeyi artiracagi, daha az skar

dokusu ve ndroma olusumuna neden olacagi ongoriilmiistiir.



GENEL BiLGIiLER

PERIFERIK SINIR ANATOMISi

Periferik sinir sistemi, santral sinir sistemi ile periferik hedef organlar arasinda ¢ift
yonlii uyar1 iletimini saglayan, bu sayede motor, duyu ve otonomik fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan bir sistemdir. Motor, duyu ve otonom olmak {izere 3 tip
periferik sinir bulunmaktadir. Bunlardan motor sinirlerin hiicre gévdeleri medulla spinalis 6n
boynuzunda, duyu sinirlerinin hiicre govdeleri ise dorsal spinal arka kokler igerisinde
yerlesmistir. Duyusal ve motor lifler iceren periferik sinirler, dorsal ve ventral spinal koklerin
birlesmesinden olugsmaktadir (Sekil 1). Otonom sinir sistemine ait noronlar ise santral sinir

sistemi i¢inde ve diginda bulunan, niikleus ve ganglionlarda toplanmislardir.
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Sekil 1: Periferik sinirlerin hiicre govdelerinin yerlesimi. (Myers RR. Morphology of the
peripheral nervous system and its relationship to neuropathic pain. Anesthesia: Biologic
Foundations, Yaksh TL, Lynch III C, Zapol WM, Maze M, Biebuyck JF, Saidman LJ (eds),

Lippincott-Raven, Philadelphia, s: 487, 1998)



Perikaryon olarak da adlandirilan sinir hiicre govdesi, temel fonksiyonel iinite olan
sinir liflerinin beslenmesini, korunmasim ve devamliligini saglayan kompozit bir yapidir.
Sinir hiicresi igerisinde bulunan temel organellerden biri graniillii endoplazmik retikulumdur.
Nissl cisimcigi olarak da bilinen bu yap1 protein sentezinden sorumludur. Sitoplazma
icerisinde bulunan diger onemli bir yapida, dendrit ve aksonlarin sonlarina kadar uzanan,
norotiibiil ve norofilamentlerden olusan norofibrillerdir. Bunlar metabolitlerin tasinmasinda,
hiicre seklinin korunmasi ve desteklenmesinde gorev alan yapilardir.

Sinir hiicre govdesinden c¢ikan ve nispeten kisa olan uzantilar dendrit olarak
tanimlanirlar. Dendritler, ¢evreden gelen uyarilarin hiicre godvdesine iletilmesinden ve
noronlar arasindaki baglantinin saglanmasindan sorumlu olan yapilardir. Aksonlar ise tek ve
daha uzun olan uzantilardir. Aksonlarin primer gorevi sinirsel uyariy1 periferdeki kas
dokusuna aksiyon potansiyeli olarak tagimaktir. Genellikle diizgiin konturlu ve uniform
yapida olan aksonlarin ortalama g¢aplar1 1-24 um arasinda degismekte iken uzunluklari 50
um’den birka¢g metreye kadar uzayabilir. Noronlar bu uzantilarinin sayi, uzunluk ve sekline

gore unipolar, bipolar ve multipolar olmak iizere 3 gruba ayrilirlar (Sekil 2).

MULTIPOLAR NORON

Sekil 2: Uzantilarina gére noronlarin siniflandirilmasi (Berry M, Bannister LH, Standring
SM. Nervous system. Gray’s anatomy. 38th ed. Williams P.L. Churchill Livingstone,

Edingburgh, s:904,1995)



Aksonlar diger dendrit, akson ya da perikaryonlar ile sinaps yapan yan dallar
verebilirler. Fakat teledendria olarak adlandirilan bu dallanmalar hiicre goévdesine yakin
kisimlarda gbzlenmez. Akson boyunca siireklilik gosteren plazma membran ‘“aksolemma”
olarak isimlendirilmektedir. Hiicre stoplazmasinin akson igerisindeki esdegeri ise
“aksoplazma” adim1 almigtir. Aksoplazma, akson icerisinde bulunan cesitli proteinler, hiicre
iskeletini olugturan mikrotiibiiller ve norofilamanlar igeren ara maddeden olusmaktadir (114).
Buna kars1 hiicre gdvdesi ve dendritlerde bulunan Nissl cisimcikleri aksonlarda bulunmaz.

Schwann hiicreleri akson cevresindeki alanda iyon dengenin saglanmasina,
norotransmitterlerin dagilimma ve aksolemma boyunca sodyum kanallarinin yerlesimine
katkida bulunan hiicrelerdir. Periferik sinir sisteminin uydu hiicreleri olan Schwann hiicreleri,
ayni zamanda akson ¢evresinde konsantrik karakterde proteofosfolipid bir tabaka olan miyelin

kilifin1 hazirlarlar (Sekil 3).

SCHWANN HUCRESI
— Nuikleus

Sitoplazma

Miyelin tabaka

Sekil 3: Periferik sinirin miyelin yapisi. (Myers RR. Morphology of the peripheral nervous
system and its relationship to neuropathic pain. Anesthesia: Biologic Foundations, Yaksh TL,
Lynch IIl C, Zapol WM, Maze M, Biebuyck JF, Saidman LJ (eds), Lippincott-Raven,

Philadelphia, s: 505, 1998)



Sinir lifleri miyelinli ya da miyelinsiz olabilmesine ragmen, her sinir lifinde aksonlar
mutlaka u¢ uca dizilmis Schwann hiicreleri ile sarilmiglardir. Miyelinli liflerde her akson tek
bir Schwann hiicresi tarafindan sarilirken, miyelinsiz liflerde bir Schwann hiicresi birden fazla
aksonu cevrelemektedir. Ayrica Schwann hiicreleri tarafindan iiretilen ve temel olarak
ekstraseliiler matriks proteinlerinden (kollajen tip IV ve laminin) olusan bir bazal membran
sinir lifini ¢cevrelemektedir ve bu laminer yapinin rejenerasyon i¢in dnemi biiyiiktiir (29).

Miyelin kilifin gelisimi gestasyonun 12-18. haftalarinda baslamaktadir ve dogum
sonrasi da degisken hizlarda devam etmektedir. Miyelin esas olarak santral sinir sisteminde
oligodentrositlerin, periferik sinir sisteminde ise Schwann hiicrelerinin plazma
membranlarindan olusmaktadir. Miyelinin yapis1 diger plazma membranlarina benzemekle
birlikte, icerigi nedeniyle digerlerinden farklidir. Biyokimyasal olarak % 75 lipit ve % 25
proteinden meydana gelmektedir. Miyelin tabaka icerisinde bulunan lipitlerin % 20-30’unu
olusturan kolesterol multilameller yapinin stabilizasyonunu saglamaktadir. Miyelin
icerigindeki diger lipitler ise glikolipit yapisinda olan galaktoserebrosid, siilfatid ve
gangliosidlerdir. Benzer sekilde periferik sinirlerin miyelin yapisi ile santral sinir sistemi
miyelini arasinda da farklar bulunmaktadir. Periferik miyelin dokusunda santraldekine gore
sfingomiyelin, kolin ve gliserofosfatid oran1 daha fazla, galaktoserebrozid orani ise daha
azdir. Periferik sinir sistemi miyelininin % 20-30’unu olusturan proteinler, cogunlukla
glikoprotein yapisindadir. Po, PMP22, MAG, epitelyal kadherin ve periaksin baskin olarak
bulunan glikoproteinlerdir (39).

Biiyiik capli somatik sinir liflerinin hemen hepsi miyelinli iken, 1 pm’den kiiciik
aksonlar genellikle miyelinsizdir. Memelilerde dorsal spinal koklerin ve kutandz sinirlerin
yaklagik %75’1, kas liflerinin %50’si ve postganglionik otonomik liflerin tamamina yakini

miyelinsizdir. Bir sinirin miyelinli olmasi, aksiyon potansiyelinin iletim hizin1 artirmaktadir.



Sinir lifleri iletim hizlar1 ve ¢aplarina gore 3 gruba ayrilmiglardir. Bunlardan A grubu
lifler, miyelinli somatik afferent ve efferent liflerden olusur. B grubu lifler ise miyelinli
otonomik pregangliyonik lifleri icerir. C grubu lifler, en ince ¢apli ve en yavas iletim saglayan
liflerdir. Miyelinsiz somatik ve viseral afferent lifler ile postgangliyonik lifler bu gruptadir.
Miyelinli liflerde, akson boyunca dizilim gosteren Schwann hiicreleri arasinda miyelin kilifi
olmayan 1 um’lik alanlar mevcuttur (Sekil 4). Miyelin kilif boyunca iletilen impulslar
“Ranvier diigiimii” ad1 verilen bu alanlarda bir sicrama (saltatorik iletim) yaparak bir sonraki
miyelin kilifa gecerler (64). Ranvier diigiimlerinde, sinir elemanlar1 buraya gelen akimi
arttirict yapidadirlar. Bu bolgede bulunan mitokondri gibi enerji iireten hiicre elemanlarinin
sayist normal alanlara oranla 5 kat fazladir. Her iki Ranvier diiglimii arasinda kalan ve
aksonun tek bir Schwann hiicresi ile temasta oldugu bolgeye ise “internod” adi verilir. Sinir
lifinin capiyla orantili olarak internodal mesafe 150 um ile 1500 um arasinda degiskenlik

gosterir (64).
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Sekil 4: Normal periferik sinir anatomisi. (Brandt KE, Mackinnon SE: Microsurgical repair of
peripheral nerves and nerve grafts. Grabb and Smith’s Plastic Surgery, 5.th ed, Aston SJ,

Beasley RW, Thorne CHM. (eds) Lippincott-Raven, Philadelphia s:80, 1997)



Sinir kesit alaninin % 25-85 kadarini bag dokusu olusturmaktadir ve bu oran sinire ve
yer aldig1 bolgeye gore degismektedir. Eklem bolgelerinde bu oranin arttigi bilinmektedir.
Periferik sinirler 3 ayr destek bag doku tabakasi ile ¢evrelenmislerdir (Sekil 5). Her bir sinir
lifi, en i¢te endondriyum adi verilen mezoderm kaynakli bir bag doku ile ¢evrelenmektedir.
Endonoriyum, mukopolisakkarit temel madde icerisinde yer alan kollajen ve retikiiler lifler,
fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri ve kapiller sistemden olusan bir bag dokudur. Buna
karsin elastin icermemektedir. Sinir liflerinin bir araya gelerek olusturdugu yapiya ise fasikiil
denilmektedir. Her fasikiil mekanik olarak saglam, dens bir lameller tabaka olan perinériyum
ile sarilmistir. Perindriyum, yassi perinoral hiicreler tarafindan olusturulmus olan ¢ok katl bir
tabakadir ve travmalara karsi bir bariyer gorevi gorerek endonoral boslugu korur (72,103).
Perinériyum ayni zamanda kan-sinir bariyerinden sorumlu olan yapidir.

Miyelinli

Fasikuller Siniliflar Yad hicreleri

Endonériyum

Perindriyum
Epindriyum

Sekil 5: Sinir kiliflar1 (Berry M, Bannister LH, Standring SM. Nervous system. Gray’s

anatomy. 38th ed. Williams P.L. Churchill Livingstone, Edingburgh, s: 947, 1995)
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Sinir kiliflarmin en dig tabakasini olusturan bag doku ise epindriyum adini almaktadir.
Epinodriyum kollajen tip I ve III, fibroblastlar ve degisen oranlarda yag dokusundan meydana
gelmistir. Epindriyumun gorevi, fasikiilleri ekstremite hareketleri sirasindaki travmalardan
korumaktir. Bu nedenle ozellikle eklem bolgelerinde daha kalin bir yapiya sahiptir.
Epinériyumun kalinlig1 sinirin tipi, seviyesi ve bireylere gore farklilik gostermektedir.
Toplam sinir kesit alaninin % 35-75’1 arasinda degisen bu kalinlik distale gittikce
azalmaktadir. Fonksiyonel olarak iki tabakadan olusan epindriyumun derin tabakalari
“internal (interfasikiiler) epindriyum” olarak adlandirilir ve bu tabaka fasikiillerin etrafini tek
tek sararak fasikiilleri gevsekce bir arada tutar. “Eksternal (epifasikiiler) epindériyum” ise daha
dista yer alan, fasikiiller iizerinden kolaylikla ayrilabilen ve parandriyum olarak da bilinen bag

dokusu yapisinda bir kiliftir (120).

Periferik sinirler fasikiiler yapilarina gore li¢ ana gruba ayrilirlar (Sekil 6).

1. Monofasikiiler sinir: Bircok sinir lifi iceren tek bir fasikiil bulunur.

2. Oligofasikiiler sinir: Birkac biiyiik fasikiilden olusan sinirdir.

3. Polifasikiiler sinir: Cok sayida fasikiil mevcuttur. Fasikiiller gruplar halinde veya grup

olusturmaksizin bir arada bulunabilirler.

\ - B ._." \:h
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Oligofasikiiler = Polifasiktiler

Sekil 6: Periferik sinirlerin fasikiiler yapilarina gore siniflandirilmasi (Lundborg G. The nerve

trunk. Nerve injury and repair. Churchill Livingstone, NY, s: 198, 1988)
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PERIFERIK SINIR MIKROVASKULER ANATOMISI

Periferik sinirlerde uyar1 iletimi ve aksonal transport i¢in gerekli olan enerji,
epindriyum, perindriyum ve endondriyum tabakalarinda bulunan ve birbirleriyle ileri
derecede baglantilari olan bir vaskiiler sistem sayesinde saglanmaktadir (47).
Periferik sinirlerin vaskiilarizasyonunda ekstrensek ve intrensek olmak iizere baslica iki
sistem gorev almaktadir (Sekil 7A).

Ekstrensek sistem, sinirin dis yiizeyindeki gevsek adventisyal doku icerisinde bulunan
damarlardan olugmaktadir. Vasa nervorum olarak adlandirilan bu damarlar, sinirlere yandas
olarak seyreden damarlardan gelen besleyici dalciklardir ve mezondriyum denilen gevsek bir

kilif icerisinde seyretmektedirler.

= Fasikil
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Sekil 7: Periferik sinirlerin mikrovaskiiler dolagimi. (Myers RR. Morphology of the
peripheral nervous system and its relationship to neuropathic pain. Anesthesia: Biologic
Foundations, Yaksh TL, Lynch II C, Zapol WM, Maze M, Biebuyck JF, Saidman LJ (eds),

Lippincott-Raven, Philadelphia, s: 490-491, 1998’den degistirilerek)
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Mezondriyum, kan damarlarini ve epindriyumu cevreleyen ayri, gevsek bir kilif olarak
tanimlanmis olmasina ragmen, ayr1 yapr olmayip bir diseksiyon artefakt: olabilecegi de ileri
siriilmistir (18). Mezondriyum igerisinde longitudinal olarak uzanan damarlar,
mezonoriyumu  delerek intrensek sistem ile baglantilar yaparlar. Intrensek sistem ise
epindriyum, perindriyum ve endondriyum icerisinde yer alan vaskiiler pleksuslardan meydana
gelmektedir. Bu iki sistem arasindaki denge ve kompanzatuar mekanizmalar siniri vaskiiler
dolasim problemlerine kars1 korumaktadir (7).

Epinoriyumun derin ve yiizeyel katlar icerisinde uzanim gosteren epindral damarlar,
her fasikiil veya fasikiill demetine besleyici dallar gonderirken ayni zamanda degisik
seviyelerde perinoral vaskiiler pleksus ile de anastomozlar yapmaktadir. Uzunlamasina
seyreden perindral damarlar bircok alanda oblik olarak perindriyumun i¢ tabakasini delerek
endonoral araliga gecerler ve endonoral vaskiiler pleksusu olustururlar. Endonéral vaskiiler
pleksustaki kapillerlerin ¢api, kas lifleri icerisindeki 3-6 um’lik kapillerler ile kiyaslandiginda
oldukg¢a genistir. 6-10 um capindaki bu kapillerlerin siki endotelyal baglantilari, kan-sinir
bariyerinin korunmasinda 6nem arz etmektedir. Endonoral vaskiiler yatak, fasikiiller boyunca
devamli bir anastomotik ag olusturmaktadir ve bu sayede sabit bir fasikiiler kan akimi
saglanmaktadir (75). Bu bolgedeki dolasim, perinériyumun daha dis tabakalarinda gecerli
olan sempatik inervasyonun aksine lokal perfiizyon basinci ile dengede tutulmaktadir (94).
Periferik sinirler icerisinde longitidunal olarak uzanim gosteren bu vaskiiler sistemler ayni
zamanda siniizoidal bir yapiya da sahiptirler (Sekil 7B). Bu sinuzoidal yapi, vaskiiler sistemin
gerilme tarzi travmalarda hasar gormesini engellemektedir (94)

Klasik bir lenfatik sistem bulunmasa da, perindriyumun disinda ve endondriyumun
icinde lenfatiklere benzer tasima gorevi yapan kanallarin varligi bilinmektedir. Ancak

bunlarin epinoral alandaki gercek lenfatiklerle baglantili olmadig diisiiniilmektedir.
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PERIFERIK SINIR YARALANMALARI

Periferik sinir yaralanmalar cesitli nedenlele olusabilmektedir. Onemli olan travmanin
sinirin igyapisinda olusturdugu hasarin derecesidir. Olusan sinir hasari, yaralanmanin
mekanizmas1 ve hastanin yasi gibi bircok faktore baglh olarak degismektedir. Yaralanmanin
mekanizmasinda, yaralanmaya neden olan mekanik etkinin keskin, kiint, avulzif veya
kompresif olmasi ve sinir hasarina sinir defektinin eslik edip etmemesi 6nemli faktorlerdir.
Elde edilecek olan iyilesme diizeyi de, yaralanmanin derecesi ile yakindan iliskilidir.

Periferik sinir yaralanmalarina ait ilk siniflandirma 1941 yilinda Cohen tarafindan
yapilmistir ve daha sonra bu smiflandirma 1947 yilinda Seddon tarafindan popiiler hale
getirilmistir. Seddon sinir hasarin1 néropraksi, aksonotmezis ve ndrotmezis olarak 3 gruba
ayirmistir (120).

1. Noropraksi: En hafif sekildir. Periferik sinirde gecici fonksiyon kayb1 olarak
tanimlanmistir. Lokal bir iletim blogu mevcuttur ve motor fonksiyon tutulumu duyu
fonksiyonlarinin tutulumundan daha fazladir. Deneysel ve klinik gozlemler noropraksi
gelisiminden birden c¢ok mekanizmanin sorumlu olabilece§ini gostermektedir ve
demiyelinizasyon bu etkenlerden birisidir. Klinikte gecici kompresyon, traksiyon ve kiint
travma noropraksiye neden olabilmektedir. Genellikle cerrahi bir lezyon degildir ve sinir
ortalama 6-8 hafta icerisinde tam olarak normal hale doner.

2. Aksonotmezis: Aksonotmezis durumunda, periferik sinirde bolgesel olarak sadece miyelin
kilif ve akson devamliliginda bir kesilme mevcuttur. Schwann hiicrelerinin bazal membrant,
endondriyum, perindriyum ve epindriyum saglamdir. Bu tiir bir yaralanma sonrasinda sayet
hiicre 6lmez ise, lezyon seviyesinin distal ucunda Wallerian dejenerasyon ve proksimal
ucunda aksonal tomurcuklanma goriiliir (112). Endonéral doku ve bazal membran, Schwann

hiicreleri icin kilavuz tiip gorevi gorerek onlarin yeni kolonlar olusturacak sekilde prolifere
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olmalarmi saglar. Bag doku biitiinliigii korundugu icin aksonun proksimalden distale
ilerlemesi kolaydir. Prognoz genellikle iyidir ve fonksiyonlarin geri doniisii tamdir. Iyilesme
siiresi hastanin yasina, u¢ organa, lezyonlar arasindaki mesafeye ve rejenerasyon hizina bagh
olarak degismektedir. Rejenerasyon giinde 1-2 mm hizla ilerlemesine ragmen, iyilesme
siiresinde uyarilamayan kaslarda denervasyon atrofisi gelisebilmektedir.
3. Norotmezis: Sinir devamlilifinin tamamen kesintiye ugradigi norotmezis durumunda
proksimaldeki kesik aksonlarin Schwann hiicrelerince olusturulan tiiplere girmesi miimkiin
degildir ve cerrahi onarim yapilmazsa genellikle bir fonksiyonel gelisme beklenmez.
Lezyonun distalinde denervasyon ve tiim fonksiyonlarda kayip ortaya ¢ikmaktadir. Etiyolojik
faktor sinirde tam kat bir kesi olabilecegi gibi, iletimi tamamen engelleyen bir timor veya
skar dokusu da olabilir. Norotmezisde cerrahi onarim yapilmamasi durumunda proksimal
uctaki aksonal rejenerasyon ndéroma olusumuna neden olacaktir.

Sunderland 1951 yilinda periferik sinir yaralanmalarin1 5 derecede degerlendiren yeni
bir siiflandirma 6nermistir (Sekil 8).
1. derece hasar: Seddon siniflamasindaki noropraksiye esdeger olan bu tip hasarda, sinir
dokusunun biitiinliigii devam etmektedir. Aksonlar ve sinir kilif yapilan intaktir. Ancak
travma alanindaki sinir segmentinde iletim kaybi1 s6z konusudur. Elektrofizyolojik olarak
tespit edilebilen bu iletim blogu, sadece lezyon alaninda sinirlidir ve distalde iletim normaldir.
Motor fonksiyonlarda daha fazla olmak {izere duyu ve motor kayip gozlenir. Klinikte turnike
kullanimi gibi lokal basin¢ yaratan durumlar ve kompresyon néropatilerin erken
donemlerinde ortaya ¢ikan sinir hasar1 bu grupta incelenmektedir. Alti, sekiz hafta i¢inde

aksonal iletim tam olarak duzelir.
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2. derece hasar: Seddon’un siniflamasindaki aksonotmezise esdegerdir. Sinir kilif yapilari
saglam olmakla birlikte, akson biitiinliigli kesintiye ugramistir ve distal segmentte Wallerian
dejenerasyon gelisir. Schwann hiicre kilift saglam oldugundan prognozu iyidir. Ancak
iyilesme 1. derece hasara oranla daha uzun siire alir.

3. derece hasar: Epindriyum ve perinériyum saglam, ancak Schwann hiicre kilifi,
endonoriyum ve aksonun devamliligi bozulmustur. Akson distalinde Wallerian dejenerasyon
izlenir. Endonoriyum ve Schwann hiicre kilifinin hasarli olmasi nedeniyle iyilesme tam
olmaz. Rejenerasyon sirasinda néroma olugmast veya motor lifler ile duyusal liflerin
karigmasi sik goriilen bir sorundur. Genellikle islevsiz bir ndroma ile iyilesen iiciincii derece
yaralanmalarin ikinci derece yaralanmalardan klinik farki, cok uzun siirede iyilesmesi
nedeniyle motor fonksiyon yetersizligi ve duyularda dezoryantasyondur. Bu tiir yaralanmalar
Seddon siniflandirmasindaki aksonotmezis ve norotmezisin karigimi olarak da kabul
edilebilir. Ilimli bir {igiincii derece lezyon sdz konusu oldugunda intrafasikiiler alanda
minimal bir fibrozis ve 6nemli derecede rejenerasyon gozlenecektir, bu da aksonotmezise
karsilik gelmektedir. Buna karsin siddetli bir tigiincii derece hasar, rejenerasyonu engelleyen
fibrozise neden olacagindan nérotmezis olarak kabul edilebilir.

4. derece hasar: Epinoriyum disindaki tiim tabakalarin devamliligi bozulmustur. Fiziksel
olarak sinir biitiinliigii devam etmekle birlikte skar dokusunun yarattigi blok rejenerasyonu
engeller ve yaralanma seviyesinde ndoroma olusumuna neden olur. Spontan iyilesme
goriilebilmesine ragmen tedavi uygulanmadiginda fonksiyonel doniis nadiren gerceklesir. Bu
nedenle cerrahi onarim gereklidir.

5. derece hasar: Seddon’un smiflamasindaki norotmezise esdegerdir. Genellikle penetran
travmalar sonrasinda goriiliir ve sinir devamliligi tam olarak kesintiye ugramistir. lyilesme

icin cerrahi tedavi sarttir.
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Son olarak da Mackinnon bu siniflandirmaya 6. derece sinir hasar1 adi altinda bir ekleme
yapmustir (76). Bu tip yaralanmada sinir boyunca degisik seviyelerde ve farkli derecelerde
sinir hasarlariin bir arada bulunmasi s6z konusudur. Ozellikle ezici tipte yaralanmalarda
ortaya cikmaktadir. Tedavisinde intrandral noroliz ile saglam fasikiillere zarar vermeden 4. ve

5. derecede hasarl fasikiillerin cerrahi onarimi gerekmektedir.

Sadlam
Akson endondryum

Hasarli
akson ve miyelin

kilif kaviteler Skarli

Saglam eksternal

Hasarli miyelin

T kil L
Saglam mezondriyum
4. Derece

~ 6. Derece

Sekil 8: Periferik sinir yaralanmalarinin siniflandiriimasi (Brandt KE ve Mackinnon SE:
Microsurgical repair of peripheral nerves and nerve grafts. Grabb and Smith’s Plastic Surgery.
Aston SJ, Beasley RW, Thorne CHM. (eds) Lippincott-Raven, Philadelphia, s:82, 1997 ve
Mackinnon SE. New directions in peripheral nerve surgery. Ann. Plast. Surg. 22: 257-64,

1989’ dan degistirilerek)
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PERIFERIK SINIR CERRAHISI
TARIHCE

Periferik sinir sistemine ait ilk veriler Hippocrates’e (MO 460-370) kadar
uzanmaktadir, fakat sinir kesilerinin duyusal ve motor kayba yol agtigimi ilk olarak bildiren
Galen (MS 130-200) olmustur (119). Periferik sinirlerin dikilmesi ile ilgili ilk kayitlar ise
William’a (13. yy) aittir (120). Kesilmis bir sinirde, sinir u¢larinin karsilikli olarak onarimi ilk
kez Ferrara (1608) tarafindan gergeklestirilmistir (77). Ondokuzuncu yiizyilin sonlarina
dogru, bugiinkii bilgilerle bagdasmayan cesitli sinir onarim teknikleri tanimlanmis, ancak
bunlar kullanima girmemistir. Kayitlara gecen ilk basarili sinir onarimi ise 1847 yilinda Paget
tarafindan gerceklestirilmistir (120). Sinir defektlerini sinir greftleri ile onarma fikri ilk kez
Philippeaux ve Vulpian tarafindan ortaya atilmis, ilk klinik uygulama ise 1878 yilinda Albert
tarafindan yapilmistir. Bu konuda ilk basarili sonu¢ ancak 20. yiizyilin baglarinda Mayo-
Robson tarafindan yaymlanmistir (77).

Yirminci yiizyilin baslarinda sinir onarimlarindaki bagar1 orami artmaya baslamis,
birinci ve ikinci diinya savaglari nedeniyle biiyiik gelismeler kaydedilmistir. 1963 yilinda
operasyon mikroskoplarinin kullanima girmesi de sinir cerrahisi agisindan 6nemli bir doniim
noktast olmustur (91). Mikrocerrahi tekniklerin gelismesi ile birlikte sinir cerrahisinde
gozlenen Onemli ilerlemelerden birisi de, 1967 yilinda Bora tarafindan gergeklestirilen
perindral onarimin kesfidir (15).

Periferik sinir yaralanmalarinin tedavisi ile ilgili literatiir, dikis ile onarim teknikleri,
fibrin yapistirici kullanimlari, onarim hattinin tiibiilizasyon materyalleri ile desteklenmesi ve
onarim alanina uygulanan ek topikal tedaviler gibi konularda ¢ok sayida calisma i¢cermektedir.
Bu alandaki ¢alismalarin sinir rejenerasyonu ile ilgili molekiiler mekanizmalarin tam olarak

anlasilmasina kadar siirecegi de kesindir.
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ONARIM TEKNIKLERI

Yaralanmis bir sinirde onarimin hedefi, fonksiyonel ileti iinitesi olan fasikiillerde
devamliligin saglanmasi icin bu yapilarin cerrahi olarak dogru konumlarda karsilikl
getirilmesi, yani sinir uclarinin ‘koaptasyonu’dur (11,92).

Sinir onarimi i¢in en uygun zaman yaralanmadan sonraki miimkiin olan en erken
donemdir. Erken donemde fasikiiler dizilimin ve epindral damarlarin, proksimal ve distal
uclarin dogru olarak kars1 karsiya getirilmesinde yol gosterici etkileri vardir. Ayrica
yaralanma sonrasi erken donemde gerginlik minimaldir. Daha ge¢ donemlerde ise proksimal
ve distal sinir segmentlerinde retraksiyon ve sinir uglarinda skar dokusu gelisir. Bu donemde
onarim sirasinda genellikle gerginlik s6z konusudur. Ek olarak, zaman gectikce hedef
organlarda atrofiler gelismeye baglar ve geri doniisii olmayan kas hiicre kayiplar1 olur.
Denervasyon siiresinin 18-24 aya kadar uzadig1 durumlarda kas dokusunda geri doniisiimsiiz
degisiklikler gelistigi ve sinir onarimi saglansa bile motor fonksiyonlarin geri donmedigi
bilinmektedir (131). Buna karsin duyu organlarin denervasyona daha direngli oldugu
bildirilmistir (74).

1. Epinéral Onarim: Klinikte en sik kullanilan onarim teknigidir. Dikis proksimal ve distal
uclardaki epinoriyumdan gecer (Sekil 9). Sinir uclarinin uygun pozisyonda karsi karsiya
gelmesini saglamak igin longitudinal seyreden kan damarlarn ve fasikiiller karsilikl
getirilmeye caligilir (131). Kalin sinirlerde 8/0, ince sinirlerde 9/0 veya 10/0 dikisler tercih
edilir. Dikis materyali olarak emilen ya da emilmeyen dikisler kullanilabilmektedir. Dikis
sayist sinir uglarin1 yaklastiracak ve gerginlik yaratmayacak sekilde, miimkiin olan en az

sayida olmal1 ve fasikiiller dikis aralarindan ¢ikmamalidir.
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Sekil 9: Epinoral onarim (Birch R, Bonney G, Wynn Parry CB. Surgical disorders of the

peripheral nerves, 1st ed. Churchill Livingstone, Edingburgh, s:23, 1998)

Epinoral onarimin kisa siirmesi ve basit olmasi en Onemli avantajlaridir. Ayrica cerrahi
miidahale sirasinda sinir ici yapilara ek zarar verilmez ve sinir igerisinde reaksiyona neden
olabilecek dikis materyali olmaz. Yontemin en Onemli dezavantaji ise, es fasikiillerin her
zaman karsilikli gelememesidir. Ufak bir gerginlik bile fasikiiller arasinda acgiklik olusmasina
neden olabilir. Yapilan arastirmalar fasikiiller arasinda acgiklik, iist-iiste binme ve katlanma
olmasinin basarisizliga yol agtigimi gostermektedir.

2. Perinoral (Fasikiiler) Onarim: Perindral onarim ilk kez 1967 yilinda Bora tarafindan
tanimlanmis olan bir tekniktir (15). Optimal eslesmeyi saglayabilmek icin proksimal ve distal
sinir uclarindaki es fasikiillerin birbirlerine dikilmesi amaclanir (Sekil 10). Fasikiiler
onarimda her fasikiiliin 2-4 adet dikis ile tutturulmasi genellikle yeterli olmaktadir ve bu

sayede fasikiillerin hatali yonlenmesi engellenebilmektedir.
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Fasikiller

Sekil 10: Perinoral onarim (Birch R, Bonney G, Wynn Parry CB. Surgical disorders of the

peripheral nerves, 1st ed. Churchill Livingstone, Edingburgh, s:23, 1998)

Teknigin en énemli ve zor yonii fasikiillerin uygun eslerini saptamaktir. Bunun i¢in de
sinirin fasikiiler dagilimim bilmek gerekmektedir. Yaralanmadan sonraki ilk 72 saatte yapilan
ameliyatlarda, intraoperatif elektrodiagnostik yontemler ile fasikiiler dagilimi tanimlamak
miimkiin olabilmektedir. Duyusal liflerin hatali fasikiiler onarimina bagli olarak olusacak
fonksiyon kayiplar1 kortikal yeniden tanimlama ile O©nlenebilmektedir. Ancak motor
aksonlarin duyusal aksonlara veya interfasikiiller epindriyuma yonelmesi durumunda
fonksiyon kaybi kacinilmaz olmaktadir (75).

Perinoral dikis tekniginin en 6nemli dezavantaji, sinir i¢cine konulan dikis materyalinin
yarattig1 yabanci cisim reaksiyonu ve ek diseksiyonlar sonucu artan intranoral fibrozis
riskidir. Ayrica bu yontem digerlerine nazaran daha fazla zaman almaktadir.

Yapilan calismalar epindral ve perindral dikis tekniklerinin birbirlerine bariz bir
istiinliigiiniin olmadigin gostermistir (11,74). “Grup fasikiiler onarim” terimi ise fasikiillerin

gruplar halinde karsilikli olarak dikilmesi i¢in kullanilan bir terimdir.
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3. Epiperinoral Onarim: Her iki yontemin birlesimi olan bu teknik, 1964 yilinda Edshage
tarafindan tamimlanmistir. Teknik olarak epinoral dikis teknigine benzemekle beraber, dikisler
karsilikli olarak perindral tabakadan da gecilmektedir. Epindral dikislerin yeterli fasikiil
uyumu saglayamadiklari, buna karsin perinoral dikislerin ise hem asir1 intranoral diseksiyon,
hem de igcerdeki dikis materyalleri nedeniyle fazla skar olusumuna yol agtiklar1 diisiincesinden
ortaya ¢cikmistir. Buna ragmen intranoral travma riski yiiksektir.

4. Diger Yontemler: Periferik sinir yaralanmalarinin cerrahi onariminda kullanilan dikis
materyalleri ve cerrahi manipiilasyon sirasindaki travmaya ikincil gelisen fibrozis, dikis
kullanilmadan yapilacak olan onarim yontemleri iizerinde bir arayiga neden olmustur.

Lazer ile onarim bu yontemlerden biridir. Burada kesik sinir ug¢lart yaklastirilarak iki
tespit dikisi konulduktan sonra, lazer isinlar1 ile uclar birbirine tespit edilir. Anastomoz
saglandiktan sonra tespit dikisleri alinabilir. Bu yOntemin, aksonlarin tiip disina ¢ikmasini
onledigi belirtilmektedir, ancak ne dlciide tensil kuvvet sagladig: tartismalidir (34).

Fibrin yapistirici da sinir onariminda kullanilan bir biyomateryaldir. Bu konuda
yapilan deneysel calismalar iki adet dikis konulduktan sonra fibrin yapistirici kullanilmasinin
daha uygun oldugunu gostermektedir (113). Ancak onarim bélgesinde inflamatuar reaksiyonu
artirmas1 ve yeterli tensil kuvvet saglayamamasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Menovsky tarafindan rat siyatik siniri izerinde yapilan bir caligmada laser, fibrin yapistiric
ve epinodral dikis teknikleri karsilastirilmis ve fonksiyonel iyilesme acisindan tekniklerin
birbirlerinden iistiin olmadiklar1 gosterilmistir (89).

Sinir anastomozu i¢in siyanoakrilat kullanilmasinin da dikisle yapilan onarima nazaran
bir tistiinliigiiniin olmadigi, hatta materyalin histotoksisitesinin ve uzun donemde gelisen skar

dokusunun 6nemli derecede dezavantaj yarattig bildirilmistir.
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SINiR DEJENERASYONU VE REJENERASYONU

Periferik sinir yaralanmalarinda, yaralanma bdolgesine ek olarak, yaralanma bolgesinin
proksimalinde, distalinde ve hiicre gévdesinde birtakim yapisal ve islevsel degisiklikler ortaya
cikar (Sekil 11).

Aksonal yaralanma sonrasinda sinir hiicresinde meydana gelen degisiklikler
kromatoliz olarak tanimlanmaktadir. Bu siirecte hiicre govdesinde olusan tipik yanit, hiicre
hacminin artmasi, hiicre cekirdeginin perifere dogru yer degistirmesi ve sitoplazmadaki
bazofilik materyalin ortadan kalkmasidir. Hiicre igerisinde protein sentezinin arttigin
gosteren bu bulgu, RNA konsantrasyonunun artmasina baghidir. Ayni1 zamanda niikleik
asitlerin ve lipidlerin sentezi i¢in gerekli olan glikoz-6-fosfat dehidrojenaz enzim aktivitesinde
artigs gozlenir. Protein sentezindeki artis, iyilesme ve rejenerasyona hazirlik yOniinde
sekillenmektedir. Norofilaman ve mikrotiibiiler yapidaki proteinlerin, aktin, tiibilin ve
peripherin’in sentezi artarken; transport fonksiyonu icin gerekli proteinlerin sentezi
azalmaktadir. Hiicrede meydana gelen reaksiyonun siddeti, lezyonun yerlesim yerine ve tipine
gore degiskenlik gostermektedir. Hiicre govdesine ¢ok yakin yaralanmalarda, lezyon hiicre
oliimiine neden olabilmektedir.

Yaralanma seviyesinin proksimaline bakildiginda, bu bolgedeki aksonlarda birkag
internodal segment boyunca ilerleyebilen bir dejenerasyon olustugu goriiliir. Buna retrograd
dejenerasyon adi verilir ve bu segmentte endondriyum bos bir tiip haline gelir. Yaralanmay1
takip eden birkac giin icerisinde, bu segmentte distale dogru ilerleyen terminal ve kollateral
aksonal tomurcuklanmalar olusmaya baglar. Kollateral tomurcuklar aksonun saglam oldugu
bolgedeki Ranvier diigtimlerinden koken alirken, terminal tomurcuklar ise zedelenen aksonun
proksimal ucundan rejenerasyon konisi seklinde gelismektedir. Bu donemde olusan

rejenerasyon iiniteleri, cok sayida miyelinsiz akson demetlerinden olusmaktadir. Proksimal
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giidiikteki kesik akson wuclari, mini fasikiiller halinde gruplar olustururlar ve buna
“kompartman fenomeni” denir (75). Rejenere olan aksonal tomurcuklarin u¢ kisimlarina ise
“biiylime konisi” adi verilir. Biiyiime konisinin biiyiime ve gelisme icin gerekli cok sayida
vezikiiller icerdigi bilinmektedir. Biiylime konisi, sivri u¢ seklinde (filopodia) veya
membranlan gececek sekilde (lamellopodia) hareket edebilir (48). Schwann hiicre kolonlar
ve Schwann hiicre bazal laminasi, biiyiime ve hareketin etkin bir sekilde gerceklesmesi icin

uygun bir ortam saglarlar.

Sekil 11: Sinir dejenerasyon ve rejenerasyonu. (Lundborg G. The nerve trunk. Nerve injury

and repair. Churchill Livingstone, New York, s: 151, 1988)
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Distal sinir segmentindeki aksonlarda ve miyelin kilifta meydana gelen hiicresel
olaylar ise Wallerian dejenerasyon olarak adlandirilmaktadir. Waller isimli arastirmaci
tarafindan tanimlanan bu dejenerasyon siireci, distal sinir segmentinde hiicre gévdesi ile olan
baglantinin kaybolmasina bagli olarak gelisen yapisal ve fonksiyonel biitiinliik kaybi ile
karakterizedir. Bu bolgede akson ve miyelin kilif, makrofajlar ve Schwann hiicreleri
tarafindan fagosite edilirler. Hiicre iskeletini olusturan norofilament6z yapilar ve
mikrotiibiiller, graniiler ve amorf yapilar haline doniisiirler. Dejenerasyon siirecini baglatan
mekanizmanin aksonlar igerisinde artan kalsiyum konsantrasyonu oldugu diisiiniilmektedir.
Normalde akson ile endondral ortam arasindaki kalsiyum konsantrasyonu farki, aktif
kalsiyum pompas1 sayesinde dengede tutulmaktadir ve hiicre icindeki diisiik kalsiyum
seviyesi korunmaktadir. Fakat aksonal hasar olustugunda artan hiicre ici kalsiyum,
proteazlarin aktivasyonuna yol acarak akson icerisinde proteolizi baglatmaktadir.

Dejenerasyon siirecinde aksonun internodal bolgesinde segmental miyelin kaybi
ortaya ¢ikmaktadir. Schwann hiicreleri tarafindan parcalanan miyelin daha sonra makrofajlar
tarafindan fagosite edilerek ortamdan uzaklastinnlmaktadir.

Schwann hiicreleri de yaralanmay1 takip eden bu dejenerasyondan etkilenmektedirler
ve sinir rejenerasyonunda onemli bir yer tutarlar. Aksonotomiyi takiben Schwann hiicresi
niikleusu daha yuvarlak ve belirgin bir goriiniim kazanirken, sitoplazma nispeten daha saydam
bir hal almaktadir. Yaralanmay: takip eden ilk 24 saat icerisinde Schwann hiicresi
proliferasyonu baglar ve prolifere olan Schwann hiicreleri “Bilingner bantlar1” adi verilen
longitudinal dizilimler gosterirler. Bu hiicreler aksonal tomurcuklar igine alarak, gelisen
rejenere aksonlarin ¢evresinde bir miyelin kilif meydana getirirler (73). Bununla birlikte,
aksonlar icin fiziksel bir konduit olusturmalar1 yaninda, aksonal gelismeyi desteleyen

ekstraseliiler proteinleri salgilamak gorevini de iistlenmislerdir.
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Proksimal ve distal sinir giidiikleri arasinda gergeklesen kimyasal ve hiicresel
reaksiyonlar, sinir rejenerasyonunun kalitesi acisindan ¢ok onemlidir. Yaralanmanin erken
fazinda, bu mesafede eksudasyon, hiicre proliferasyonu ve kollajen depolanmasi olmaktadir.
Kan hiicreleri ve makrofajlart iceren eksuda, araligi doldurarak fibrin piht1 olusumunu
saglamaktadir. Birka¢ giin i¢inde kapillerlerin ve epinoral kokenli fibroblastlarin bu araliga
gocll gozlenir ve burada rol alan fibroblastlarin prolifere olmalar1 olduk¢a uzun zaman alir.
Kollajen depolanmasi prolifere olan fibroblast ve Schwann hiicreleri tarafindan
gerceklestirilmektedir. Uretilen endonéral kollajen, olusacak olan yeni miyelin kilifin bazal
membranini olusturmak {izere sekillenir.

Tiim bu asamalarda kemotaksis ve norotrofik faktorler 6nemli rol oynamaktadir. 1905
yilinda Cajal, distal sinir segmentindeki bazi maddelerin rejenere olan sinir liflerini
kendilerine yonlendirdigini gézlemlemistir. Norotropizm olarak adlandirilan bu olaydan
sorumlu olan faktorler, prolifere olan Schwann hiicreleri tarafindan sentezlenen ve hiicresel
adezyon molekiilleri (CAM) olarak adlandirilan bir takim molekiilleridir. Bu molekiillerden
bilinen en belli baglicalar1 L1, N-CAM (noral hiicre adezyon molekiilii), N-caderin ve Po
proteinidir. Bu molekiillerden N-caderin diginda kalanlar, rejenere aksonlar ile Schwann hiicre
kolonlar1 arasindaki temasin saglanmasindan sorumludur. N-caderin ise Schwann hiicreleri
tizerinde diizenleyici etki gosterir ve aksonlar ile Schwann hiicreleri arasinda temas
kurulmasimi saglar. Ayrica, N-caderin’in sinir hiicre kiiltiirleri tizerindeki etkisini inceleyen
deneysel caligmalar, bu maddenin rejenere olan aksonlarda biiylimeyi hizlandirict etkisi
oldugunu da ortaya koymustur (14). Schwann hiicreleri tarafindan iiretilen bazal membran ise,
tip IV kollajen matriks igerisinde laminin gibi ¢ok giiclii bir adezyon molekiilii icermektedir.
Tiim bu hiicresel adezyon molekiillerinin sentezi, 6zellikle dejenerasyon sirasinda olusan

demiyelinizasyon evresinde artmaktadir (81).
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REJENERASYON UZERINE ETKILi BUYUME FAKTORLERi

Yaralanma sonrasinda aksonlarin canliliklarini siirdiirmesinde ve aksonal biiyiimede
etkili olan endojen kaynakli ¢ok sayida faktdr tanimlamistir. Akson ile Schwann hiicresi
arasindaki iliskinin bozulmasi bu faktorlerin sentez ve salinmasina neden olmaktadir. Sinir
bitytime faktorii (NGF), beyin kaynakli biiyiime faktorii (BDGF), norotropin-3 ve ndrotropin-
4/5 gibi norotropinler ile silier norotrofik faktor (CNTF), 1okemi inhibitor faktor (LIF) ve
interlokin-6 (IL-6) gibi noropoetik sitokinler birlikte ‘norotrofik faktorler’ olarak
anilmaktadirlar. Bunlarin yan1 sira fibroblast biiytime faktorii (FGF), insiilin benzeri biiyiime
faktorleri (IGF I ve II), “transforming” biiyiime faktorii (TGF) ve onunla iligkili olan glia
kaynakl1 noérotrofik faktor (GDNF), tiimor nekroz faktorii (TNF), vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF), epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve trombosit kaynakli biiyiime faktorii
(PDGF) de sinir rejenerasyonunun degisik asamalarda etkileri olan faktorlerdir (29,38,134).

Bunlar icerisinde iizerinde en c¢ok calisilan madde NGF olmustur. NGF ilk
tanimlanmis olan norotrofik faktordiir ve sinir sistemi iizerinde degisken etkileri vardir. 26 kD
agirhigindaki bu polipeptid, yaralanma sonrasinda Schwann hiicreleri, makrofajlar ve
fibroblastlar tarafindan sentezlenerek ortama salinir. NGF’nin sinir rejenerasyonundaki rolii,
Schwann hiicrelerine etki ederek go¢ etmelerini ve aksonal cikintilara yapismalarini
saglamaktir. Ayrica ortamda yeterli diizeyde NGF bulunmadiginda makrofajlar tarafindan
gergeklestirilen miyelin fagositozu da azalir ve rejenerasyon bu durumdan olumsuz yonde
etkilenir. NGF biiylime faktorii olarak anilmasina ragmen, mitojenik 6zelligi olmayan bir
faktordiir. Sinir hiicrelerinin yasamlarimi stirdiirmelerini ve sinir liflerinin gelismesini
desteklemektedir.

Etkileri iizerinde farkli goriisler bildirilmis olmasina ragmen, ¢ok sayida calisma

disariddan uygulanan NGF’nin motor noronlar iizerine etkisi olmadigim1 gostermektedir
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(26,38,110,134). Duyusal arka kok ganglionlarinin yasayabilirliligi iizerindeki etkisi
kanitlanmis olan NGF’nin, ancak fibronektin ile birlikte kullanilmasi durumunda motor
noronlar iizerinde etkili oldugu bildirilmektedir (51,128).

Bir diger norotrofik faktor olan beyin kaynakli biiyiime faktorii (BDGF), NGF ile
benzer bir molekiiler yapiya sahiptir. Yaralanma sonrasinda NGF’ye benzer sekilde Schwann
hiicrelerindeki miktar1 artar ve sinir hiicreleri iizerinde biiyiimeyi diizenleyici etki gosterir.
BDGF’nin siyatik sinir onarim alanina kollajen tiip icerisinde uygulanmasinin fonksiyonel
iyilestirmeyi hizlandirdig1 gosterilmistir (122).

Norotropin-3 ve ndorotropin-4/5 de yapisal olarak BDGF’ ye benzeyen ve sinir
hiicreleri {izerinde apopitozu onleyici etkileri olan noétrofik faktorlerdir. Norotropin-3° iin
spinal kord yaralanmalarinda rejenerasyonu artirdigi, ndrotropin-4/5’in invitro ortamda iskelet
kas1 norotizasyonu iizerinde olumlu etkileri oldugu saptanmistir (17,111).

Silier norotrofik faktor (CNTF) saglam Schwann hiicrelerinde yiiksek diizeylerde
bulunan, yapisal ozellikler ve reseptorii bakimindan NGF’den farkli olan bir norotrofik
proteindir. Yaralanma sonrasinda ortamda artan CNTF’nin aksonal biiylimeyi hizlandirdig ve
motor néron Oliimiinii engelledigi, yapilan ¢aligmalar sonucunda gosterilmistir. CNTF ayn
zamanda noron kaynakli bir miyojenik faktor olarak da kabul edilmektedir. Tedavi amaciyla
uygulanan CNTF, kaslarda denervasyona baglh gelisen atrofiyi azaltmakta ve kas giiciiniin
yeniden kazanilmasina yardime1 olmaktadir (38).

Klasik norotrofik faktorler disinda kalan bazi biiyiime faktorleri de sinir rejenerasyonu
tizerine etkilidirler ve rejenerasyonu artirict  etkilerinden faydalanmak amaciyla

kullanilabilirler.
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Fibroblast biiylime faktorii (FGF), santral ve periferik sinir sisteminde astrositler,
noronlar ve mikroglial hiicreler tarafindan sentezlenen potent mitojenik etkili bir proteindir.
Asidik (aFGF veya FGF-I) ve bazik (bFGF veya FGF-II) olmak iizere baslica iki tipi vardir.
Asidik formunun, periferik sinir yaralanmasi sonrasinda hiicre govdesinde sentezlendigi ve
proksimal akson ucunda miktarinin arttigi bilinmektedir. Disardan uygulanan yiiksek
yogunluktaki rekombinan FGF-I’in spinal kord ve periferik sinirlerde aksonal rejenerasyonu
artirdig1 gosterilmistir (62, 90). Laird ve ark., rat siyatik sinirinde olusturduklari ezilme tarzi
yaralanma i¢in onarim alanina uygulanan tek doz FGF-I ile sistemik olarak diizenli uygulanan
FGF-T’in etkilerini karsilastirmiglar ve her iki durumda da motor ve duyusal sinir liflerinde
gozlenen rejenerasyonun kontrol gruplarina oranla belirgin olarak fazla oldugunu
saptamiglardir (62). Davis ve ark. FGF-I'nin bu etkisini gosterebilmesi i¢in ortama forskolin
eklenmesi gerektigini belirtmislerdir (31). Danielsenn ve arkadaglart ise FGF-II'nin sinir
rejenerasyonu iizerindeki etkilerini arastirmiglar ve bu faktoriin Schwann hiicreleri icin
mitojen etki gostererek sinir rejenerasyonunu artirdigini belirtmislerdir (30). Hansson’da
PDGEF ile birlikte uyguladigi FGF-I1 ve FGF-II'nin rejenerasyonu benzer sekilde artirdigini
saptamistir (47).

Benzer sekilde insiilin benzeri biiyiime faktorlerinin de (IGF I ve II) lokal
uygulamalar1 sonrasinda duyusal ve motor liflerde rejenerasyonu artirdiklar elektrofizyolojik
testler ile gosterilmistir (95). Kanje ve arkadaslari rat siyatik sinir modeli {izerinde yaptiklari
calisma sonrasinda, ozmotik pompa ile uyguladiklart IGF-I’in rejenere olan liflerden hiicre
icerisine alindigini, retrograd transport ile hiicre govdesine tagindigin1 ve burada rejenerasyon
icin gerekli proteinlerin sentezini artirdigini belirtmislerdir (59,60). Tiangco ve ark. da ug yan
sinir anastomozunda degisen oranlarda IGF-I kullanmis ve rejenerasyonun kontrol grubuna

gore artis gosterdigini ancak konsantrasyonun belli bir yerden sonra arttirilmasinin
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rejenerasyonu daha fazla arttiramadigini saptamislardir (121). Ishii ve ark. ise, IGF-II'nin
sinir rejenerasyonu iizerindeki etkilerini arastirmislar ve ¢alismalar1 sonucunda bu faktoriin
duyusal ve motor sinirlerin her ikisi tizerinde de olumlu etki gosterdigini saptamislardir (54).
Hansson, IGF-I ve IGF-II'yi, PDGF ile birlikte uygulamis ve her ikisinin de rejenerasyon
tizerinde pozitif etkileri oldugunu saptamistir. Aymi arastirmact IGF-I ve PDGF bilesiminin
IGF-II ve PDGF birlesimine oranla daha etkili oldugunu da belirtmistir (47). Oudega ve ark.
ise rat spinal kordu iizerine uyguladiklar IGF-I ve PDGF bilesiminin aksonal rejenerasyonu
azalttigini, fakat miyelinizasyonu artirdigini tespit etmiglerdir (98).

TGF- o ve TNF- B ise Schwann hiicreleri ve makrofajlarin her ikisinden de salinan
faktorlerdir. Bu faktorler Wallerian dejenerasyonunu hizlandirirlarken, ayni zamanda
differansiye olmamis miyelinsiz Schwann hiicrelerinin ¢ogalmasmi da saglayarak
rejenerasyonun gelismesine katkida bulunurlar (43,106). Sinir iyilesmesinde Schwann
hiicreleri iizerinde etkili bir faktor olan TGF-B’nin disaridan tedavi amaciyla kullanilmasi
Sulaiman ve arkadaslan tarafindan denemistir. Arastirmacilar in-vitro ortamda TGF-f ile
inkiibe edilen Schwann hiicrelerinin sinir onarim alanina uygulanmasinin rejenere akson
sayisini kontrol grubuna oranla 2 kat artirdigini bildirmislerdir (118).

Lin ve arkadaslart VEGF’in pelvik ganglionlardan elde edilen sinir hiicre kiiltiirleri
tizerinde norotropik etkisini oldugunu ve rejenerasyonu olumlu yonde etkiledigini
bulmuglardir (67). Sondell ve arkadaglar1 da servikal ganglionlardan elde ettikleri hiicre
kiiltiirleri iizerinde benzer bir ¢alisma yapmislar ve VEGF’in aksonal biiyiimeyi indiikleyen
etkisi yaninda, noronlar ve Schwann hiicreleri iizerinde mitojenik etkisinin de oldugunu
belirtmislerdir (116).

Trombosit kaynakli biiyiime faktoriiniin (PDGF) sinir rejenerasyonu iizerindeki rolii

tam olarak bilinmemekle birlikte, tam ayrilma veya ezilme tarzi yaralanmalardan sonra
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proksimal sinir segmentinde miktarinin arttig1 ve Schwann hiicreleri iizerinde mitojenik etkisi
oldugu gosterilmistir (97,38). Wells ve arkadaglar1 periferik sinir defekti modelinde
uyguladiklart PDGF ve IGF-I kombine tedavisinin aksonal rejenerasyonu énemli derecede
artirdigin1 belirtmislerdir (126). Oya ve ark. PDGF’nin rejenerasyon iizerindeki olumlu
etkilerini, aksonlar ve Schwann hiicreleri arasindaki iliskiyi saglamasina baglamislardir (97).

Sinir iyilesmesi sirasinda ortamda artan EGF miktari, bu faktoriin de sinir
rejenerasyonunda rolii olduguna isaret etmektedir (81). Fakat tedavi amaciyla disaridan EGF
uygulamasinin etkilerini arastiran Dubuisson ve arkadaslar, calismalarni sonucunda,
yaratiklar1 sinir defekti modelinde EGF’nin rejenerasyon {izerinde herhangi etkisinin
olmadigin1 bildirmislerdir (35).

Hiicre dis1 matriks proteinleri rejenerasyon asamasinda hiicreler arasindaki iligkinin
saglanmasi i¢in gerekli olan glikoproteinlerdir. Fibronektin ve laminin gibi matriks proteinleri
Schwann hiicrelerinin bazal membran yapisinda bulunan ve norit olusumunda Onemli
gorevleri olan glikoproteinlerdir. Bu glikoproteinlerin de lokal uygulanmalar sonrasinda
aksonal biiylimeyi destekledikleri bilinmektedir (99,100).

Sinir iyilesmesi tizerine etkili biiytime faktorleri ile ilgili calismalar yalnmizca bu
molekiillerin rekombinan formlarini kullanarak gerceklestirilmemistir. Insan amnion s1visinin
anastomoz sonrasi sinir onarim hattina lokal olarak uygulanmasinin sinir rejenerasyonunu
artirdign saptayan Ozgenel ve arkadaslari, bu etkiyi insan amnion sivis1 icerisinde bulunan
NGF, IGF ve FGF gibi biiylime faktorleri ile fibronektin ve laminin gibi ekstraseliiler
makromolekiillere baglamislardir (101). Ayn1 arastirmacilar tek doz uygulanan hyaliironik

asit soliisyonunun da farkl1 mekanizmalar ile benzer etkileri gosterdigini belirtmislerdir (100).
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TROMBOSITLERIN GENEL YAPISI ve ICERIKLERI

Trombositler 2-4 um capinda, disk bi¢ciminde ve cekirdek igermeyen sitoplazma
parcaciklaridir. Bu yapilar kemik iligindeki polipoid dev hiicreler olan megakaryositler
tarafindan {iretilirler ve periferik kan dolagimina girdikten sonra yaklasik 10 giin kadar
yasarlar. Trombositler periferik yaymada soluk mavi boyanan ve ‘“hyalomer” adi verilen
seffaf bir periferal bolge ile mor boyanan ve graniillerin yerlestigi “graniilomer” adi verilen
merkezi kisimlardan olusur. Trombositler, plazma membraninin sitoplazma icerisine parmak
seklinde uzantilarindan olusan ve “acik kanalikiiler sistem™ adi verilen bir kanal sistemine
sahiptirler. Bu sistem sitoplazmada bulunan aktif molekiillerin dis ortama atilmasini1 saglayan
fonksiyonel bir yapidir. Hyalomer bolgesi icerisinde “yogun tiibiiler sistem” ad1 verilen ikinci
bir kanal sistemi daha bulunmaktadir. Bu kanalikiil sistemi, primer olarak trombosit
aktivasyonu i¢in gerekli olan kalsiyum iyonlarim1 depolar. Ayrica tromboksan gibi

prostanoidlerin sentezi bu tiibiiler sistem iizerinde gerceklestirilir (Sekil 12).

._~Agik kanalikdler sistem

Alfa grandl

] Alfa grandil
Yodun cisim | I'JQ

(Delta grandl) | f,l}

Yodun cisim
(Delta grandil)

(Lambda grandl) > " At A Yodun tibiiler sistem

Mitokondri

Sekil 12: Trombositlerin temel yapist ve icerikleri. (Rendu F, Brohard-Bohn B: The platelet

release reaction: granules' constituents, secretion and functions. Platelets 12(5): s:262, 2001)
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Trombositlerde hiicre membranina yakin olarak yerlesmis olan ve aktin iceren
mikroflamanlar bulunmaktadir. Bu yapilarin goérevi trombosit hareketini saglamak ve
trombositlerin birbirlerine yapigmalar1 esnasinda filopod ve yiizey uzantilarinin olusmasini
saglamaktir.

Trombosit membranimin  dis  ylizeyinde bulunan glikozaminoglikan  ve
glikoproteinlerden zengin 15-20 nm’lik tabaka ise trombosit adezyonunu saglamaktadir (58).
Merkezi graniilomer bolgesinde degisik 6zellikte graniiller, az sayida mitokondri ve glikojen
partikiileri yer almaktadir. Trombositlerde elektron mikroskopik incelemeler ile birbirlerinden
ayirt edilebilen baglica 3 tip graniil bulunmaktadir. Alfa, delta ve lambda graniiller olarak
adlandirilan bu graniillerden 151k mikroskop ile goriilebilen graniillerin bilyiik ¢ogunlugu alfa
graniillerdir. Degisik boyut ve iceriklere sahip olan bu graniillerin islevleri de birbirlerinden

farklidir (105) (Tablo 1).

Tablo 1: Trombosit graniillerinin igerikleri

Delta graniil Alfa graniil Lambda graniil
Niikleotidler Yapiskan glikoproteinler Asit proteazlar
= ATP, ADP =  Fibronektin, Vitronektin, = Katepsin D, E
= GTP, GDP vWEF, Trombospondin = Karboksipeptidazlar
= Kollajenaz
Aminler Hemostaz faktorleri =  Asit fosfataz
= Serotonin = Fibrinojen, Faktor V, VII, = Arilsulfataz
= Histamin X1, XIII, Kininojenler,
Protein S, Plasminojen Glikohidrolazlar
= Heparinaz
Hiicresel mitojenler = Digerleri

= PDGF, TGF-B, ECGF, EGF,
FGF-II,VEGF, IGF-1II, IL-B

Proteoglikanlar

= BTG, PF4, HRGP, PBP,
CTAP-II1, NAP-II

Proteaz inhibitorleri
Albumin ve immiinglobiilinler
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Alfa graniiller: 300-500 nm capinda olan bu graniiller digerlerine oranla ¢cok daha
heterojen bir igerige sahiptirler. Boyut ve sayilar1 nedeniyle trombositlerin major graniilleri
olarak kabul edilirler. Kiiresel veya oval sekilli bu graniillerde, koyu renkli goriinen alanlarda
proteoglikanlar yer alirken, daha agik renkli periferal zonda von Willebrand Factor (VWF)
gibi plazma proteinleri ve tiibiiler yapilar yer almaktadirlar. Alfa graniiller icerisinde bulunan
proteinlerin bir kismu megakaryosit maturasyonu sirasinda sentezlenmektedirler ve bunlar
erken donemde goriilebilirler. Buna karsin diger baz1 proteinler, megakaryosit veya trombosit
asamasinda plazmadan endositoz yolu ile alinarak depolanmaktadirlar. Bu yolla depolanan
albumin ve immunglobulin gibi proteinlerin graniil igerisindeki yogunlugu oldukc¢a diisiik
seviyelerde kalmaktadir.

Alfa graniiller hemostaz, inflamasyon, yara iyilesmesi ve hiicre-matriks etkilesimi
tizerinde kritik dneme sahip ¢ok sayida protein molekiil icermektedirler.

Delta graniiller (yogun cisimler): 250-300 nm ¢apa sahip olan bu graniiller elektron
mikroskopta 1sinlar1 yogun olarak absorbe etmeleri nedeniyle dens goriinmektedirler. Bu
nedenle delta graniiller “yogun cisimler” olarak da adlandirilirlar. Kalsiyum iyonlari,
pirofosfat, ADP ve ATP gibi protein olmayan molekiilleri iceren graniillerdir. Delta graniiller
ayrica serotonin deposu olarak da gorev yapmaktadirlar ve iceriklerindeki serotonin
miktarinin plazmadan yaklasik 100 kat fazla oldugu bilinmektedir.

Lambda graniiller (lizozomlar): Sadece lizozomal enzimler iceren bu vezikiillerin
caplar1 175-250 nm arasinda degismektedir. Bu enzimler, bakterisidal etkileri yaninda
plazminin tamir fazindan sonra bolgedeki pihtiyr eriterek ortadan kaldirmasi siirecinde de

gorev alan enzimlerdir.
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TROMBOSITLERDE BULUNAN BUYUME FAKTORLERI

Trombosit kaynakh biiyiime faktorii (PDGF): Ilk olarak fibroblast ve diiz kas
hiicreleri {iizerindeki proliferatif etkisinden dolay1r “trombosit kaynakli mitojen” olarak
tanimlanmistir. Yaralanma sonrasinda erken dénemde doku konsantrasyonu artan faktorlerden
birisidir. PDGF, A ve B olmak iizere iki farkli polipeptit zincirinin degisken kombinasyonlar
ile birlesmesinden olusur ve bu nedenle de dokularda AA, AB ve BB seklinde ii¢ farkli
izoform seklinde bulunur. PDGF hedef dokuda baglandigi reseptorlerde tirozin o ve 3
reseptorleri olarak iki sekildedir. PDGF’nin tiim formlan o reseptoriine baglanabilirken,
PDGF-BB sinyal iletimi yalnizca B reseptorlerini kullanmaktadir (52).

Trombosit kaynakli biiytime faktorii primer olarak trombositlerden salinan bir biiyiime
faktorii olmakla birlikte, aym1 zamanda makrofajlar, endotelyal hiicreler, fibroblastlar ve
keratinositler tarafindan da sentezlenerek salinmaktadirlar. Trombosit kaynakli biiyiime
faktorii fibroblastlar, diiz kas hiicreleri ve endotelyal hiicreler {izerinde kemoatraktan ve
mitojenik etki gdstermekte, ayn1 zamanda bu hiicreleri fibronektin ve hiyaliironik asit sentezi
icin stimiile etmektedir. PDGF’nin bu hiicreler iizerindeki p reseptor aktivasyonu fibroblast
proliferasyonu, kollajen birikimi ve anjiogeneze Onciiliik eder.

PDGEF doku yaralanmasi sonrasi tespit edilen ilk faktorlerden birisidir. Erken dénemde insiilin
benzeri biilyiime hormonu gibi diger faktorlerin sentez ve salinimini da indiikler. Rekombinan
yolla elde edilen PDGF’nin, cerrahi yaralarda tensil giicii artirdigi, kronik yaralarda
iyilesmeyi hizlandirdig1 ve fleksor tendon onarimlarindan sonra topikal olarak uygulandiginda
mekanik giicti artirdig1 saptanmistir (52). Ayrica yapilan klinik caligmalar, basi yaralar1 ve

diyabetik ayak {iilserlerinde de kullanilabilecegini isaret etmektedir (107,129).
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“Transforming” biiyiime faktor-p (TGF-p): Ilk olarak 1983 yilinda plasenta

kaynakli olarak elde edilmis ve kiiltiir ortaminda fibroblastlarin proliferasyonunu sagladig
bulunmustur. TGF-B farkli dokularda ii¢ farkli izoform seklinde bulunmaktadir. (TGF-B1,
TGF-B2, TGF-f3) ve bu formlarin polipeptit dizilimleri %60 oraninda aymidir. Hedef
hiicrelerde RI, RII ve RIII olarak adlandirilan membran reseptorlerine baglandiklarinda, hiicre
ici serin-treonin protein kinaz aktivasyonuna neden olurlar.
TGF-B viicuttaki tiim hiicreler tarafindan sentezlenebilen ve yine tiim hiicrelerce duyarli
olunan bir faktordiir. Bununla birlikte, TGF-f’nin her hiicre tipindeki cevabi farklidir. Genel
olarak hiicre dongiisiiniin regiilasyonunda, embriogenezde ve organ gelisiminde etkili bir
faktordiir. Yara iyilesmesi asamalarinda, TGF-f trombositlerden baska lenfositler,
makrofajlar, endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri, epitelyal hiicreler ve fibroblastlardan da
salinmaktadir. Yara yerinde kemotaktik ve anjiogenezi hizlandirici etkisi vardir. Ayrica
kollajen, fibronektin ve glikozaminoglikanlar gibi bircok matriks proteininin sentezini regiile
eder (13).

Insiilin benzeri bityiime faktorii-I (IGF-I): Aminoasit dizilimi insan proinsiilinine
benzediginden bu adi almistir. IGF ailesinin diger iiyesi olan IGF-II ile %50 homolog dizilime
sahiptir. IGF-I sekresyon sonrasinda dokularda lokal olarak etki gosterebildigi gibi, sistemik
dolasima katilarak uzak organlarda endokrin etkiler de gosterebilmektedir. Lokal olarak etki
gosterebilmesi i¢in baglanabilecegi alt1 farkli reseptorii bulunmaktadir ki bunlardan IGFBP-3
baskin olarak bulunamidir. Bu reseptorle etkilesim, hiicre i¢i tirozin kinaz yolunu
tetiklemektedir.

Dolasimda bulunan IGF-I’ in kaynag biiyiik 6lciide karaciger dokusudur. Buna karsin
dokularda lokal olarak etki gosteren IGF-I, keratinosit, osteoblast ve fibroblast gibi degisik

hiicreler tarafindan iiretilebilir. Hiicre kiiltiirleri iizerinde yapilan deneysel ¢alismalar IGF-I’in
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fibroblastlar, keratinositler, osteoblastlar, ¢izgili kas hiicreleri, epitelyal hiicreler, tiroid
hiicreleri ve noronlar gibi bircok hiicre tizerinde mitojenik oldugunu gostermektedir.

Dolasimda bulunan IGF-I'in hiicresel seviyedeki anabolik etkileri yalnizca protein
sentezini artirmakla simrl degildir. Periferal hiicrelerde glikoz ice alimini ve glikojen
sentezini saglamak, noronlarin yasayabilirligini, miyelin sentezini ve kemik rejenerasyonunu
artirmak gibi gorevleri de bulunmaktadir (52).

Bazik fibroblast biiyiime faktorii (bDFGF veya FGF-II): ilk kez sigir hipofizinden
elde edilmis olan bFGF’in, fibroblastlar tizerindeki mitojenik etkisi gosterilmistir. Daha sonra
anjiogenez, yara iyilesmesi ve embriyolojik gelisim gibi hiicresel siire¢lerde modiilator rolii
oldugu saptanmistir. Heparine baglanan biiylime faktorleri grubundan olan bFGF, heparin
disinda hiicre yiizeyinde veya ekstraseliller matriks igerisinde bulunan heparan-siilfat
proteoglikanlara da bagli olarak bulunmaktadir. Hiicresel aralikta bulunan bu
proteoglikanlarin yikimi, ortamdaki serbest bFGF miktarinin artmasina neden olur ve serbest
bFGF hiicre yiizeyinde bulunan spesifik reseptorlerine (FGFR1-4) baglanarak hiicre ici sinyal
iletimini saglar.

Bazik fibroblast biiyiime faktorii temel olarak endotelyal hiicreler, fibroblastlar, diiz
kas hiicreleri, kondrositler ve mast hiicreleri tarafindan sentez edilerek salinir. bFGF’ nin hiicre
tipleri {izerindeki etkisi de degiskendir. Yara iyilesmesi siirecinde Ozellikli olarak
keratinositlerin migrasyon ve proliferasyonu artirmaktadir. Aym1 zamanda fibroblastlardan
kollajenaz enziminin salintmim ve kapiller endotelyal hiicrelerin proliferasyonunu stimiile
ederek, anjiogenezis i¢in ortam yaratir (117).

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF): Tiumor anjiogenezi iizerindeki
etkileri nedeniyle 1983 yilinda tanimlanmis olan bir biiyiime faktoriidiir. Tiimor hiicreleri

tarafindan salinan VEGF’in, vaskiiler endotelyal hiicrelerin gecirgenligini artirdigi, bu
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nedenle hiicreler aras1 mesafede ve viicut bosluklarinda sivi birikimine neden oldugu
saptanmistir. Bu nedenle ilk olarak ‘vaskiiler permeabilite faktorii’ olarak tanimlanmistir.
Daha sonralar1 bunu takip eden ¢ok sayida ¢alisma, bu gruba ait izoformlarin ve spesifik
reseptorlerin tanimlanmasinmi saglamistir. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin su an icin
bilinen farkl biiyiikliiklerde bes adet izoformu mevcuttur. Benzer biyolojik etkilere sahip 121,
145, 165, 189 ve 206 formlarindan baskin olarak bulunanlart VEGF;»; ve VEGFigs
formlaridir. VEGF hiicreler aras1 mesafede kollagenaz ve geletinaz aktivasyonu ile vaskiiler
bazal membranin yikimi tetikler, boylelikle anjiogenezin erken basamaklarini hizlandirir.
Anjiogenez igin gerekli o-integrinlerin ekspresyonunu saglar. Vazodilatasyon, vaskiiler
gecirgenlikte artis, endotelyal hiicre proliferasyonu ve monosit migrasyonu, VEGF varliginda
hizlanan diger biyolojik siireclerdir. Ik olarak tiimor hiicreleri tarafindan sentez edildigi
bulunmasina ragmen, nétrofiller, trombositler, keratinositler ve astrositler gibi bir¢ok farkl
hiicre tipi tarafindan da doku hipoksisine ve diisiik glukoz degerlerine cevap olarak salinir.
Klinikte, iskemik yaralar iizerine topikal olarak uygulanan VEGF’in yara iyilesmesini

gelistirdigi ve ekstremiteye olan kan akiminm artirdig tespit edilmistir (28).

TROMBOSITTEN ZENGIN PLAZMA

Trombositlerin hemostaz siirecindeki etkin fonksiyonlariin kesfedilmesi cok eskilere
dayanmasina ragmen, yara iyilesmesi iizerindeki etkileri yakin zamanlarda tespit edilmistir.
Dolasimdaki trombositler, aktive olmalar1 durumunda alfa graniilleri icerisinde bulunan ¢ok
sayidaki biiyiime faktoriinii ortama salmaktadirlar. Benzer sekilde invitro ortamda da aktive
edilebilmektedirler. Yiiksek yogunlukta trombositin trombin ile aktive edilmesi, mitojenik
faktorler yoniinden zengin bir plazma elde edilebilmesini saglamaktadir ki, bu son iriin

“trombositten zengin plazma” olarak adlandirilir.
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HAZIRLANIS

Literatiirde trombositten zengin plazma (platelet rich plasma - PRP), trombosit jel (platelet
gel) ve biiylime faktorlerinden zengin plazma (plasma rich in growth factors) gibi farkli
isimlendirmeler ile karsimiza ¢ikan PRP, otolog olarak hazirlanabildigi gibi allojenik kan
tiriinlerinden de hazirlanabilmektedir. Fakat viral hastalik riski allojenik kan iriinleri
kullanilmasi1 durumunda goz Oniine alinmasi gereken Onemli bir sorundur. Trombositten
zengin plazma hazirlanmasi i¢in piyasada bulunan hazir kit ve sistemlerden farkli oranlarda
trombosit ve bilyiime faktorleri iceren iiriinler elde edilebilmesine ragmen, tiimii temel olarak
ayn1 prensiple ¢aligmaktadir.

Hastadan antikoagiilan soliisyon icerisine alman 45-60 cc kan, seri santrifiij
islemlerinden gegirildikten sonra kirmizi kan hiicreleri (RBC), trombositten fakir plazma
(platelet poor plasma - PPP) ve trombosit konsantresi olarak ayristirilmakta ve trombosit
konsantresi disindakiler yeniden hastaya verilmektedir. Bu asamada elde edilen trombosit
konsantresindeki trombosit sayisinin, degisken olmakla birlikte eszamanli kan trombosit
degerinden 3-8 kat fazla oldugu bildirilmistir (21,83). Elde edilen trombosit konsantresini
aktive etmek i¢in ortama kalsiyum ve trombin ilavesi yapmak gerekmektedir. Bu asamada
sigir kaynakli trombin kullanilabilecegi gibi, bazi ticari sistemler hazirlanis asamalar
sirasinda plazmadan otolog olarak da trombin elde edilebilmektedirler. Hazirlanan trombosit
konsantresi ile kalsiyum ve trombin igeren sollisyonun cerrahi saha iizerine birlikte
uygulanmalar1, bolgede pihti formasyonu ile baslayacak olan trombosit aktivasyonunu
tetiklemektedir. Olusan pihtt icerisindeki aktive trombositler, alfa graniilleri igerisinde
bulunan ¢ok sayida biiyiime faktoriinii ortama salgiladiklarinda, bu faktorler uygulama sahasi

icerisinde biiyiime faktorlerinden zengin bir mikrogevrenin olugsmasini saglamaktadir.
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KULLANIM ALANLARI

Fibrinli biyomateryallere trombosit ilave edilmesi doksanli yillarmm sonunda
tanimlanmistir ve bu girisim giiniimiize kadar yapilmis olan bir¢ok farkli klinik ve deneysel
calismaya oncii olmustur. PRP ilk olarak Whitman ve arkadaslar tarafindan osteointegre
titanyum implantlar ile yapilan maksillofasiyal rekonstriiksiyon ameliyatlarinda kullanilmistir
(127). Daha sonra Marx ve arkadaslari 1998 yilinda yaptiklan karsilastirmali calismada,
mandibular defekt rekonstriiksiyonu icin kullandiklar kanselloz kemik greftleri iizerine PRP
uygulamislar ve PRP’nin kemik iyilesmesi iizerindeki olumlu etkileri oldugunu tespit
etmislerdir (83). Sonralari, bunu takip eden cok sayida ¢alismanin amaci, PRP’nin hazirlanis
asamalarini gelistirmek ve kullanim alanlarin1 genisletmek olmustur.

Maksillofasiyal ve periodontal cerrahi: PRP’nin ilk olarak kemik rejenerasyonu
tizerindeki olumlu etkilerinin tespit edilmesi, Oncelikle maksillofasiyal cerrahi ve dis cerrahisi
alaninda klinik kullanima girmesine neden olmustur. Trombositten zengin plazma invitro
ortamda fetal osteoblast-benzeri hiicrelerin rejenerasyon ve fonksiyonel aktivitesini artirmak
yaninda, ayni zamanda mezenkimal kok hiicrelerinin bolgeye migrasyonunu da
saglamaktadir. Klinikte mandibular defektlerin tedavisinde kemik greft ile birlikte uygulanan
PRP’nin kemik bicimlenmesinin hiz ve derecesini artirdigi ve bunu trombositlerden salinan
PDGF ve TGF-B aracilignyla sagladigr bildirilmistir (83). Siebrecht ve ark. poroz
hidroksiapatit greftler icerisine olan kemik ilerlemesinin PRP ile artirilabildigini
gostermislerdir (115). Yine maksiler siniis yiikseltilmesinde, periodontal defektlerde ve dental
implant cerrahisinde klinik kullanima girmistir (84).

Ortopedik cerrahi: Spinal fiizyon ameliyatlarinda titanyum implantlar etrafinda

uyuglanan PRP kemik rejenerasyonunu artirmaktadir (70).
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Okiiler cerrahi: Makiiladaki tam kat eksikliklerin tedavisinde ve retinal
yaralanmalarda proliferatif hiicre cevabini artirdig: bildirilmistir (40)

Estetik cerrahi: Jackson ve arkadaslar yaptiklar1 calismada, abdominoplasti sonrasi
flep altina uyguladiklar1 PRP’nin, seroma gelisimini belirgin derecede azalttigim1 bulmuslardir
(56). Man ve arkadaglan yiiz germe, meme kiiciiltme ve meme biiyiiltme gibi kozmetik
ameliyatlarda PRP kullanildiginda, ameliyat zamaninin kisaldigini, dren gereksiniminin
ortadan kalktigin1 ve ameliyat sonrasi donemde gelisen O6dem ve agrilarin azaldigim
belirtmistir. Ayn1 ¢alismacilar lazer ile yiiz genglestirme sonrasinda uyguladiklart PRP’nin
biyolojik bir ortii gibi davrandigina da dikkat cekmislerdir (82).

Rekonstriiktif cerrahi: Trombositten zengin plazmanin kronik {lserlerin ve
iyilesmeyen yaralarin tedavisinde kullamimini iizerine yapilan ¢ok sayida klinik ¢alisma,
PRP’nin yara yerinde vaskiilarizasyonu, epitelizasyonu ve graniilasyonu artirdig
bildirmektedir (21,85). Diyabetik iilserlerde, arteriyel ya da vendz vaskiiler yetmezlige bagh
tilserlerde ve basi yaralarinda, iyilesmeyi hizlandirici etkisi tespit edilen PRP’nin, otoimmiin
hastaliklara bagh iilserlerin tedavisinde ise etkili olmadig1 belirtilmektedir (35). Trombositten
zengin plazmain tendon iyilesmesi {izerindeki etkileri arastiran Aspenberg ve arkadaglar1 da,
PRP kullaniminin tendon iyilesmesini hizlandirdigim1 saptamislardir (4). Bu bulgu daha sonra
Anitua ve arkadaslarinin tendon hiicre kiiltiirleri iizerinde yaptiklari caligmalar ile de

desteklenmistir (3).
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GEREC VE YONTEM

Calisma, agirliklart 200-250 gram arasinda degisen 45 adet Wistar tipi disi sican
kullanilarak gergeklestirildi. Bu hayvanlardan 5’1 yalnizca trombositten zengin plazma
hazirlanmasi agsamasinda donor olarak kullanildi ve cerrahi islemler diger 40 hayvan iizerinde
gercgeklestirildi.

Kan alinmasi ve diger cerrahi islemler 50 mg/kg Ketamine-HCI (Alfamine®-im) ve 9
mg/kg Ksilazin HCl (Rompun®-im) karisimi ile saglanan anestezi altinda gerceklestirildi.
Trombositten zengin plazmanin hazirlanmasi i¢in gerekli olan kan, hayvanlarin intrakardiak
yoldan tiim viicut kanlarimin alinmasi ile elde edildi ve islem sonrasinda yiiksek doz
fenobarbital ile 6tenazi uygulandi.

Tiim cerrahi islemler ayni cerrah tarafindan ve standart mikrocerrahi teknikler
uygulanarak gerceklestirildi. Cerrahi girisim saglamak amaci ile hayvanlara 6zel tespit
tahtalar iizerinde uygun pozisyonlar verildi ve islemler operasyon mikroskobu (OPMI 9FC,
Zeiss, Almanya) kullanilarak gergeklestirildi. Tiim gruplarda sag arka ekstremite calisma icin
kullanildi, ameliyat yapilmayan sol arka ekstremite ise kontrol olarak korundu.

Hayvanlar postoperatif donemde standart laboratuar sartlarinda, uzman veteriner
kontroliinde, 5’erli gruplar halinde kafeslerde izlendi, yem ve su ihtiyaglar diizenli olarak
karsilandi. Giinlitkk bakimlarn sirasinda insizyon bolgelerine povidone iyot ile pansuman
yapildi. Yara yerinde enfeksiyon gelisen hayvanlar ayn kafeslere alinarak izole edildi.

Cerrahi islemler siyatik sinir iizerinde gerceklestirildi.
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SIYATIK SINIR ANATOMISI

Siyatik sinir L4, Ls, Ls ve S;’den gelen spinal sinirlerin olusturdugu lumbo-sakral
trunkustan cikar ve sicanlardaki en kalin periferik sinirdir. Degiskenlik gostermekle birlikte
siklikla Ls, L¢ ve S;’den kaynaklanan liflerin birlesmesinden olugmaktadir. Pelvis icerisinde
siyatik sinir adin1 alip, iskiyumun dorsal kenar ile kuyruk sokumu arasindaki derin olukta
ilerler ve siyatik centikten ciktiktan sonra piriform kasin ventralinde seyreder. Sirt derisinin
yartya yakin kismim ve arka bacak kaslarinin ¢ogunu inerve eden siyatik sinirin ana gévdesi
piriform kas seviyesinin 1-2 mm asagisinda kuadratus femoris kasinin iizerinden ilerleyerek
abduktor femoris fasyasinin iizerinde oblik olarak bacaga dogru iner. Piriformis seviyesinde
siyatigin ana govdesiyle birlikte c¢ikan ince bir dalcik ventrale dogru kuadratus femoris
altindan gecer ve biseps femoris, semitendindz ve semimembrandz kaslarinin motor

inervasyonunu saglar (Sekil 13).

Siyatik sinir
Tibial sinir

Biseps femoris,
semitendinondz
ve semimembranéz 4
motor dali

Peroneal sinir

Sekil 13: Sigan siyatik sinir anatomisi. Siyatik sinirin fleksor kas grubuna verdigi motor dal

ile terminal dallanma noktas1 arasindaki mesafe yaklasik 2 cm uzunlugundadir.
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Siyatik sinir, diz eklemi seviyesinin yaklasik yarim santimetre iizerinde ventrale dogru
seyreden kalin tibial sinir ve dorsale dogru seyreden ince peroneal (fibular) sinir dallarina
ayrilir (Sekil 14). Peroneal sinir daha agagiya dogru gastroknemiusun lateral karnini ve derin
parmak fleksorlerini ¢aprazlayip once daha ince olan peroneus longus dalin1 verir ve daha
sonra ylizeyel ve derin peroneal sinirlere ayrilarak sonlanir. Yiizeyel dal peroneus longus ve
brevis kaslarin1 ve parmak ekstansorlerini inerve edip, ayak sirt1 ve parmaklarinin bir
boliimiiniin duyusunu saglar. Derin dal ise tibialis anterior ve uzun parmak ekstansorlerini
inerve ederek ikinci parmak aras1 bolgeye ulasir. Ventrale dogru uzanan tibial sinir ise, ilk
dali olan sural siniri, ayrim noktasinin 1-2 mm proksimalinde popliteaya girmeden hemen
once gastroknemiusun iki basi arasinda verir ve plantaris, soleus, gastroknemiuslar, fleksor
hallusis longus, fleksor digitorum longus ve tibialis posteriorlari inerve eder. Bu dallardan

hemen sonra ayak bileginin iizerinde lateral ve medial plantar sinirlere ayrilarak sonlanir.

M.gluteus
superfisiyalis

M.semitendinosus

| N.surae

M.biseps femoris

M.fleksér digitorum

M.gastroknemius stiperfisiyalis

Sekil 14: Sican arka bacaginin kas, sinir ve damar yapilar1 (Popesko P, Rajtova R, Horak J: A
colour atlas of small labaratory animals volume 2, Rat, mouse, hamster. Wolfe s:306-440,

1988)
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CALISMA GRUPLARI

Cerrahi islemler 40 adet sicanda 5 ayr1 grup olusturularak gerceklestirildi.

Grup 1: Sham kontrol (n=4). Eksternal sirkumferensiyel noroliz.

Grup 2: Kontrol grubu I (n=8): ki adet epindral dikis ile onarim.

Grup 3: Kontrol grubu II (n=8): Alt1 adet epinoral dikis ile onarim.

Grup 4: Deney grubu I (n=10): iki adet epinéral dikis ile onarim ve PRP uygulanmasi

Grup 5: Deney grubu IT (n=10): Alt1 adet epinoral dikis ile onarim ve PRP uygulanmasi

Sham kontrol

e - . b Ladcas R 3

Sekil 15: Calisma gruplarinin sematik gosterimi.
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TROMBOSITTEN ZENGIN PLAZMANIN HAZIRLANMASI

Trombositten zengin plazma (PRP) hazirlanmasinda gerekli olan kanin elde edilmesi
icin, dondr olarak secilen ve sonrasinda herhangi bir cerrahi iglem uygulanmayacak olan 5
adet sican kullanildi. Ketamine-HCl (Alfamine®—im) ve Ksilazin HCI1 (Rompun®—im) karisimi
ile saglanan anestezi altinda, intrakardiak kaniilizasyon ile bu hayvanlarin tiim viicut kanlar
alind1 ve sonrasinda yiiksek doz fenobarbital ile 6tenazi islemi uygulandi. Bes donor sicandan
elde edilen toplam 40 cc kan, koagiilasyonu 6nlemek amaciyla eklenen 8 cc sitrat-fosfat-
dekstroz (CPD) soliisyonu ile birlikte santrifiij islemi i¢in uygun olan bir plastik tiip igerisinde
topland1 (Sekil 16a). Bu asamada kullanilan CPD soliisyonu, kan merkezlerinde rutin olarak
kullanilan {¢li kan torbalar (Baxter Healthcare Corp, USA) icerisinden elde edildi.
Kullanilan CPD soliisyonu 26 mg/ml sodyum sitrat dihidrat, 25 mg/ml dekstroz monohidrat,
2,9 mg/ml sitrik asit ve 2,2 mg/ml monobazik sodyum fosfat monohidrat icermekte idi.

Toplanan kan santrifiij cihazinda (Heraeus Cryfuge 6000i, Kendro Laboratory
Products, Germany), 22 C derece sicakhikta ve 220 g devirde 20 dakika boyunca santrifiij
islemine tabi tutuldu. Bu ilk santrifiij islemi eritrositlerin tiipiin en alt kisminda toplanmasin
ve iistte kalan plazma, trombosit ve lokositlerden ayrismasim sagladi. Ilk santrifiij islemi
sonrasinda iistte toplanan agik sar1 renkli plazma ile en altta biriken eritrositlerin arasinda,
trombositlerin ve beyaz kiirelerin olusturdugu ince bir ara tabaka (“buffy coat”) izlendi (Sekil
16b). Ustte biriken plazma ayr bir tiip icerisine alindi (Sekil 16¢) ve trombositleri iceren ara
tabaka da bu plazma iizerine eklendi. Bu ayristirma islemi sirasinda bir miktar eritrositin de
ara tabakaya karigmasina izin verildi. Plazma ile trombositleri iceren bu tiip, ikinci kez 480 g
devirde 20 dakika boyunca santrifiij edildi. ikinci santrifiij islemi ilk ayristirma sirasinda arta
kalan eritrositlerin dibe ¢dkmesini, trombositlerin bu eritrositler iizerinde yeniden ince bir

tabaka olusturmasimi ve acik sari renkli trombositten fakir plazmanin (PPP) en iistte
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toplanmasin1 sagladi (Sekil 17a). ikinci santrifiij sonrasinda olusan trombosit konsantresi ve
PPP aynistirilarak farkli tiipler icerisinde toplandi (Sekil 17b). Daha sonra mevcut trombosit
konsantresi iizerine PPP eklenerek PRP elde edildi. Literatiirdeki benzer calismalar (4) ve
daha 6nce yaptigimiz 6n ¢alismada, bu yontem ile elde edilen trombosit konsantresinin, 5 cc
PPP ile seyreltildiginde yaklasik 1,5x10' trombosit/L oraninda trombosit icerdigi tespit
edildiginden, bu calismada da belirtilen oranda seyreltilme islemi yapildi. Sonucta PRP
icerisinde elde edilen trombosit sayisi, normal kan trombosit sayisindan (0,2-1x10"

trombosit/L) yaklasik 2,5 kat fazla idi (12).

.‘ufl.m. 1 ‘“

MCTIENRREt L

Sekil 16: Trombositten zengin plazmanin hazirlanmasi. a) Donér siganlardan elde edilen ve
antikoagiilan soliisyon ile birlikte 48 cc olan kan, plastik bir tiip icerisinde toplands; b) Ilk
santrifiij sonras1 plazma ve kirmizi kan hiicreleri ayrisirken trombositler ve 16kositler bu iki
katman arasinda ince bir tabaka olusturdular (isaretli alan, trombositleri de iceren bu ara

tabakay1 gostermektedir); ¢) Plazmanin uzaklastirilmasindan sonra ara tabakanin goriiniimii.
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Sekil 17: Trombositten zengin plazmanin hazirlanmasi. a) Ikinci santrifiij islemi sonrasinda

iki tabaka arasinda yer alan trombosit konsantresi (0k); b) PPP’nin uzaklastirilmasindan sonra
eritrositler ve trombosit konsantresi (ok); ¢) PRP’nin aktive edilmesi i¢in kullanilan sigir

kaynakli trombin preparati.

Elde edilen trombositten zengin plazma, icerisinde 16kositleri de barindirdigindan ve
calisma kapsaminda her bir hayvana otolog iiriin kullanimi miimkiin olmadigindan graft
versus host reaksiyonunu azaltmak amaciyla 1sinlama islemine alindi ve 25 Gy 1sinlanarak
lenfosit inaktivasyonu saglandi.

PRP’nin aktive edilmesi i¢in sigir kaynakli trombin preparati kullanildi (Thrombin,
Sigma-Aldrich, Almanya). 1000 iinite/ml oraninda trombin iceren toz iiriin, 5 ml % 10’luk
kalsiyum kloriir ile sulandirilarak 200 iinite/ml oraninda trombin soliisyonu olusturuldu.

Elde edilen PRP ve trombin soliisyonundan deney gruplarindaki her bir sinir onarimi
iizerine 0,1 ml PRP ve 12,5 pml (2,5 iinite) trombin soliisyonu birlikte uygulandi. Boylelikle
PRP ve trombin soliisyonunun operasyon sahasinda etkilesmeleri ve bu sayede trombositlerin

kalsiyum iyonlar1 varliginda trombin ile aktive olmalar1 saglandi.
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CERRAHI TEKNIK

Deneklere 50 mg/kg Ketamine-HCl (Alfamine®im) ve 9 mg/kg Ksilazin HCI
(Rompun®—im) karisimi ile anestezi uygulandi. Gluteal ve uyluk bolgeleri tras edildikten
sonra, prone pozisyonda ayaklari tespit edildi ve povidon iodine ile cerrahi alan temizligi
yapildi. Sag alt ekstremitede kalca eklemi katlantisini izleyecek sekilde oblik gluteal insizyon
yapild1 ve cilt kenarlan ekarte edilerek biseps femoris kasina ulasildi (Sekil 18a). Biseps
femoris kasi, femur ve diz eklemi posterior sinir1 boyunca kiint diseksiyonla acildi ve

kenarlan ekarte edilerek siyatik sinir ortaya ¢ikarildi (Sekil 18b).

Sekil 18: Siyatik sinir diseksiyonu. a) Cilt insizyonunun planlanmasi; b) Biseps femoris

kasinin kiint diseksiyon ile agilmasi sonucu sinirin ortaya konmasi.

Daha sonra sinir ince uglu bir diseksiyon makasi yardimiyla, siyatik ¢centikten popliteal
alandaki dallanma bolgesine kadar ¢evre dokulardan serbestlestirildi (Sekil 19a). Bu asamada
popliteal dallanma noktasinin yaklasik 2 cm proksimalinde siyatik sinirden ayrilan ve biseps
femoris, semitendindz ve semimembrandz kaslarin inervasyonunu saglayan ince motor dal,

calisma alanin1 genisletmek amaci ile kesilerek feda edildi (Sekil 19b).
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Sekil 19: Siyatik sinir diseksiyonu. a) Siyatik sinirin ¢evre dokulardan serbestlestirilmesi; b)

Siyatik sinirin fleksor kas grubuna verdigi motor dal (ok).

Siyatik sinirin ¢evre dokulardan serbestlestirilmesinden sonraki basamaklar gruplara

gore planland (Sekil 21).

Grup 1: Sham kontrol (n=4). Bu grupta siyatik sinire yonelik ek bir cerrahi islem

uygulanmadi.

Grup 2: Kontrol grubu I (n=8): Siyatik sinir, koaptasyon seviyesi olarak belirlenen tibial ve
peroneal sinirlerin ayrim noktasinin 1 cm proksimalinden keskin bir mikromakas yardimiyla
tam kat kesildi. Serbest sinir uclart 10/0 Ethilon dikis (W2870) kullanilarak 180 derece

acilarla gecilen iki adet epinoral dikis ile onarildi.

Grup 3: Kontrol grubu II (n=8): Siyatik sinir, koaptasyon seviyesi olarak belirlenen tibial ve
peroneal sinirlerin ayrim noktasinin 1 cm proksimalinden keskin bir mikromakas yardimiyla
tam kat kesildi. Serbest sinir uglart 10/0 Ethilon dikis (W2870) kullanilarak 60 derece agilarla

gecilen 6 adet epinoral dikis ile onarildi.
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Grup 4: Deney grubu I (n=10): Siyatik sinir, koaptasyon seviyesi olarak belirlenen tibial ve
peroneal sinirlerin ayrim noktasinin 1 cm proksimalinden keskin bir mikromakas yardimiyla
tam kat kesildi. Serbest sinir uclart 10/0 Ethilon dikis (W2870) kullanilarak 180 derece
acilarla gecilen iki adet epinoral dikis ile onarildi. Daha sonra onarim alami iizerine

hazirlanmig olan PRP ve trombin soliisyonu (0,1 ml ve 12,5 pml) uygulandi.

Grup 5: Deney grubu II (n=10): Siyatik sinir, koaptasyon seviyesi olarak belirlenen tibial ve
peroneal sinirlerin ayrim noktasinin 1 cm proksimalinden keskin bir mikromakas yardimiyla
tam kat kesildi. Serbest sinir uclart 10/0 Ethilon dikis (W2870) kullanilarak 60 derece agilarla
gecilen 6 adet epinoral dikis ile onarildi. Daha sonra onarim alani {izerine hazirlanmis olan

PRP ve trombin soliisyonu (0,1 ml ve 12,5 pml) uygulandi.

Tiim deneklerde, sinirler ile ilgili cerrahi islemlerin tamamlanmasinin ardindan, kaslar
5/0 vicryl, cilt ise 5/0 ipek dikis kullanilarak devamli dikis teknigi ile onarildi (Sekil 20).
Insizyon alanina povidone iyot ile pansuman yapilan hayvanlarn viicut 1silar1 korunarak

anesteziden uyanmalar1 beklenildi.

Sekil 20: Islemlerin bitmesinin ardindan a) kaslar 5/0 vicryl; b) cilt 5/0 ipek dikis kullanilarak

devamli teknik ile onarildi.
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Sekil 21: Deney ve kontrol gruplarinda uygulanan cerrahi islem. a) Siyatik sinirin koaptasyon

seviyesinden keskin bir mikromakas yardimiyla tam kat kesilmesi; b) Kesilmis olan sinir
uclari; ¢) 180 derece agilar ile gecilen iki adet epindral dikis ile onarim; d) 60 derece acilar ile

gecilen alt1 adet epinoral dikis ile onarim.
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DEGERLENDIRME YONTEMLERI

Ug aylik takip siiresi icerisinde Grup 3’den 1, Grup 4 ve 5° den ise 3 adet hayvan 6liim
veya otomutilasyon nedeniyle calisma dis1 kaldi. Bu nedenle ¢alismaya 3. aymn sonunda

saglikli olan 33 hayvanin degerlendirmesi ile devam edildi.
A. GENEL DEGERLENDIRME

Degerlendirmeye alinan hayvanlarda calisma siirecinde gozlenen genel degisiklikler

belirlendi.
B. FONKSIYONEL DEGERLENDIRME

Gruplarin fonksiyonel degerlendirilmesinde yiirtime analizi (“walking-track” analiz)
ve elektromiyografi (EMG) kullanildi. Yiiriime analizi ile deneklerin ge¢ postoperatif
(90.giin) siyatik fonksiyon indeksleri hesaplandi. Ayrica postoperatif 90. giinde ameliyat

yapilan ve yapilmayan bacaklarda gastroknemius kaslarina EMG yapildi.
B.1 -Yiiriime Analizi ve Siyatik Fonksiyon indeksi

Sicanlarin aymt dogrultuda yiirtimelerini saglamak amaci ile 8,2 cm eninde, 42 cm
boyunda, kenarlar1 12 cm yiiksekliginde bir kulvari olan ve karanlik oda seklinde sonlanan bir
diizenek hazirland1 (20). Yiirlime kulvarinin icine 8,2 x 42 cm boyutlarinda A3 fotokopi
kagitlarindan kesilen beyaz kagit seritler yerlestirildi. Siganlarin her iki arka ayaklar siyah
miirekkep emdirilmis 1stampaya bastirildi ve hazirlanan kulvarda yiiriitiilerek arka ayak izleri
kaydedildi (102) (Sekil 22a ). Kagit seritteki en belirgin ve uygun ayak izleri kullanilarak
ayak izlerinde, topuk ile parmak ucu arasindaki mesafe [print length (PL)], birinci ve besinci
parmaklar arasindaki mesafe [toe spread (TS)], ikinci ve dordiincii parmaklar arasindaki

mesafe [intermediate toe spread (IT)] milimetrik cetvel araciligiyla olciildii (Sekil 22b).
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EIT
EIT: Experimental intermediary toe spread W

ETS: Experimental toe spread FETsj
EPL: Experimental print length

NIT: Normal intermediary toe spread
NPL: Normal print length
NTS: Normal toe spread

Sekil 22: Siyatik fonksiyon indeksinin hesaplanmasi a) kullanilan yiiriime kulvari; b) PL
(“print length™), TS (“toe spread”) ve IT’ nin (“intermediate toe spread”) deneysel (E) ve

kontrol (N) ekstremiteler icin 6l¢tim sekli.

Olciimler sonucu elde edilen degerler siyatik fonksiyonel indeks skalasina uyarlandi
(9). Bain, Mackinnon ve Hunter tarafindan gelistirilen bu multiple lineer regresyon formiilii
yardimiyla Siyatik Fonksiyon Indeksleri (SFi) hesaplandi (Sekil 23). Elde edilen SFI

degerleri acisindan gruplar arasinda istatistiksel farklilik olup olmadig1 arastirildi.

(ETS-NTS) (EIT-NIT)

SFi=-383
NIT

+109,5 +13,3

EPL-NPL
(T) -8.8

Sekil 23: Siyatik fonksiyon indeksinin hesaplanmasi i¢in kullanilan formiil.
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B.2 - Elektromiyografik Degerlendirme (EMG)

Postoperatif 3. ayda, yiirlime analizlerinin tamamlanmasinin ardindan tiim siganlar
elektrofizyolojik degerlendirmeye alindilar. EMG islemleri faraday kafesi icerisinde sterotaksi
cihaz1 yardimiyla gerceklestirildi ve islemler i¢in Powerlab elektromiyografi cihazi (AD
Instruments, USA) ile Scope v3.7 (AD Instruments, USA) bilgisayar yazilimi kullanildi
(Sekil 24). Ayrica degerlendirme sirasinda hayvanin viicut 1sisin1 sabit tutmak amaciyla,
homeotermik 1s1 kontrol {initesinden (Harvard Apparatus, USA) yararlanildi. Viicut 1sisim
37+0,1 derecede sabit tutan bu sistem dahilinde, hayvanin altina bir 1sitic1 battaniye

yerlestirildi ve viicut 1s1s1 rektal prob yardimiyla ol¢iildii.

-
£
\l -
:
8
s

Sekil 24: Elektromiyografi islemi i¢in kullanilan EMG ve sterotaksi cihazi.

Degerlendirmeye alinan hayvanlarda anestezi, kas i¢i enjeksiyonlarin sonuglari
etkileyebilece§i goz Oniine alinarak intraperitoneal yoldan verilen 50 mg/kg Ketamine-HCI
(Alfamine®) ile saglandi. Ilk cerrahi isleme benzer sekilde siyatik sinir ¢evre dokulardan

serbestlestirildi ve koaptasyon hatti bulundu. Gastroknemius kasina ulasmak igin, biseps
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femoris kas1 insersiyosundan keskin diseksiyon ile ayrilarak posteriora ekarte edildi. Ayrica
parazitik uyarimi engellemek amaci ile peroneal sinirin gastroknemiusa komsuluk gosteren
kismi eksize edildi. Hayvanin sirt bolgesinde cilt altinda agilan bir tiinele 2 mm capli, Ag-
AgCl disk elektrod topraklama olarak yerlestirildi. Sinir uyarimlar siyatik sinir {izerinden,
koaptasyon hattinin 1 cm proksimalinden, anot-katot arast uzakligi 2 mm olan termoplastik
materyale gomiilii bipolar tungsten metal elektrotlar ile yapildi. Kayitlar ise aktif elektrot
kasin gobegine, referans elektrot ise kasin tendonuna yerlestirilerek alindi. Gastrokneimus
kasinin maksimum biiyiikliikte birlesik kas aksiyon potansiyeli (CMAP=compound maximal
action potential) ol¢iilerek, bu potansiyelin amplitiidii ve alan1 hesapland1 (Sekil 25). Ayrica
supramaksimal uyarim ile elde edilen CMAP’ de, uyarimdan sonra defleksiyonunun
baslangicina kadar gecen zaman “latans” olarak degerlendirildi. Deney uygulanan sag ve
saglam olan kontrol sol bacaklardaki gastroknemius kaslarinin CMAP’lerinin amplitiid, alan
ve latans degerleri Olciilerek deneysel bacak/kontrol bacak oranlari hesaplandi ve oranlar

istatistiksel olarak karsilastirildi.

Tepe-Taban Tepe-Tepe
Amplitidid  Amplitida

<— Slire—>

Sekil 25: Elektromiyografi kaydinda degerlendirilen parametreler.
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C. KASLARIN HISTOMORFOMETRIK DEGERLENDIRILMESI

Fonksiyonel analizleri tamamlanan deneklerde her iki bacaktaki gastroknemius kaslari
anestezinin devam ettigi siire icerisinde eksize edildi ve kaslarin renk ve goriiniim agisindan
makroskopik incelemeleri, 1slak agiliklarimin Olciimii ve kantitatif histomorfometrik

degerlendirilmeleri yapildi.
C.1 - Makroskopi

Gastroknemius kaslarinda denervasyona bagli olarak gelisen atrofik degisiklikler

makroskopik olarak degerlendirildi.
C.2 - Kas Agirlik Olgiimii

Siyatik sinirin bir dali olan tibial sinir ile inerve edilen gastroknemius kas1 her iki arka
ekstremitede eksize edilerek 1slak kas agirligi hassas dijital terazi (Sartorius, Almanya) ile
Olctildii. Her hayvanda, deney yapilan sag bacak gastroknemius kas agirligi, opere edilmeyen
sol bacaktaki gastroknemius kas agirligina boliinerek iyilesme orani hesaplandi (Sekil 26).

Gruplar arasinda iyilesme oranlari agisindan istatistiksel farklilik arandi.

Sag bacak gastroknemius kas agirh@
Kas iyilesme oram (%) = x 100
Sol bacak gastroknemius kas agirhgi

Sekil 26: Kas agirliklart yardimiyla kas iyilesme oraninin hesaplanmasi.

C.3 — Mikroskopi
Isik mikroskobunda incelenmesi amaciyla, %10’luk formaldehit icerisinde saklanan
gastroknemius kaslarinin karin bolgesinden 2 milimetrelik transvers kesitler alindi. Kesitler

ayni1 soliisyon i¢inde 48 saat tutulduktan sonra, yogunlugu giderek artan alkol soliisyonlar1 ve
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xylene icinde dehidrate edilerek parafin icine gOmiildii. Bu parafin bloklardan 5-7 pm

kalinliginda alinan transvers kesitler hematoksilen-eozin ile boyandi.

C.4 — Kantitatif Histomorfometri

Histomorfometrik degerlendirme icin her kas preparatindan x200 biiyiitme altinda 5’er
alandan dijital fotograflar alindi. Kas kesitlerinin incelenmesinde, bilgisayar ortamina veri
aktarimina olanak saglayan Leica DM 4000 dijital 151k mikroskobu (Leica Microsystems,
Almanya) ve elde edilen goriintiilerden lif kalinliklarinin 6l¢iilmesi icin Adobe Photoshop
CS2 ve UTHSCA Image Tool v3.0 (The University of Texas Health Science Center, San

Antonio) bilgisayar yazilimlar1 kullanildi.

Kas liflerinin degerlendirilmesine, alanin i¢ine tam olarak giren kas lifleri dahil edildi.
Alan igerisindeki kas liflerinin en dar ve en genis cap uzunluklan 6lciildii ve bu iki degerin

aritmetik ortalamas1 hesaplanarak ortalama kas lifi cap1 hesaplandi.

Olgiimler normal ve opere edilen taraftaki gastroknemius kas preparatlarinin en az 5
alanin1 ve en az 200 lifini igerecek sayida yapildi. Kas liflerinin ortalama capi agisindan

operatif ve nonoperatif bacak gastroknemius kaslari istatistiksel olarak karsilastirildi.

D. SINIRLERIN HISTOMORFOMETRIK DEGERLENDIRILMESI
D.1 - Makroskopi

Deneklerin siyatik sinirlerinde goriilen makroskopik degisiklikler belirlendi. Sinirlerin
serbestlestirilmeleri sirasinda ¢evre dokulara yapisiklik gosterip gostermedikleri ve

koaptasyon hattinda makroskopik olarak goriilebilen bir skar olup olmadig1 degerlendirildi.
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D.2 - Mikroskopi

Normal siyatik sinirlerin tek bolgesinden ve opere edilen ekstremitelerdeki siyatik

sinirlerin ti¢ farkli bolgesinden doku 6rnekleri alind1 (Sekil 27).

Sekil 27: Sinir onarimi yapilan gruplarda koaptasyon alanini igeren 1cm’lik sinir segmentinde
(E) epinoral skar doku indeksi hesaplanirken, proksimal (P) ve distal alanlarda (P) sinir

rejenerasyonu kantitatif olarak degerlendirildi.

Cerrahi uygulanan sinirlerde koaptasyon alanini igeren 1 cm’lik sinir segmenti, skar
dokusu ve epinoral kalinlasma acgisindan incelenmek {iizere eksize edildi. Sham kontrol
grubunda ve normal ekstremite siyatik sinirlerinde ise doku Ornekleri bu segmente karsilik
gelen alanlardan alindi. % 10’luk formol soliisyonu igerisinde fikse edilen ve daha sonra
parafin blok igerisine gomiilen sinirlerden longitiidinal planda 5 um kalinliginda seri kesitler

alindi. Bu kesitler epindral dokudaki kollajeni gosterebilmek i¢in Masson-trikrom ile boyandi.

Sinir rejenerasyonunun degerlendirilmesi i¢in normal ekstremitelerdeki siyatik
sinirlerden ve opere edilen ekstremitelerdeki siyatik sinirlerin koaptasyon alani disinda kalan
proksimal ve distal bolgelerinden alinan ornekler Karnovsky soliisyonu igine konuldu.
Hazirlanan 6rnekler bir gece Karnovsky fiksatif soliisyonunda bekletildikten sonra osmiyum

tetroksit soliisyonu icinde fikse edildiler. Doku ornekleri %30’dan %100’e kadar artan
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konsantrasyonlardaki etanol soliisyonunda dehidrate edildikten sonra 30 dakika
propilenoksitte bekletildi. Daha sonrada Araldite CY212 + Araldite HY 964 + BDMA +
Dibutyl Phthalate karisimi ile propilen oksitin esit miktarlarindan olusan karisimi icinde bir
gece +4 °C’de bekletildi. Araldite CY212 + Araldite HY 964 + BDMA + Dibutyl Phthalate
karisimi i¢ine gdomiilen doku ornekleri, 6nce 24 saat boyunca 45 °C, sonra da 48 saat boyunca
60 °C sicaklikta etiiv icinde tutularak bloklandi. Araldite gomiilen bu sinir dokularindan
Reichert Supernova Ultramicrotome ile transvers planda, 1 pum kalinliginda, yar1 ince kesitler

alind1 ve toluidine mavisi ile boyandi.
D.3 - Kantitatif Histomorfometri

Longitiidinal planda hazirlanmis kesitlerde, sinir ¢evresinde daha koyu boyanan
epinoral skar dokusunun kalinlig1 bilgisayar ortaminda ve x4 biiyiitme altinda, Leica Qwin
image analyser yazilimi (Leica Microsystems, Germany) kullanilarak olgiildii. Ol¢iimler sinir
trasesi boyunca en az 10 farkli noktadan tekrar edildi ve elde edilen degerler sinirin transvers
capina oranlanarak kontrol sol bacak ve deney gruplarindaki her bir sinir i¢in epindral skar

doku indeksi degeri hesaplandi (Sekil 28).

Epinoral Skar Doku Kalinh@

Epinoral Skar Doku Indeksi= Sinir Transvers Capi

Sekil 28: Sinir kesitlerinden epindral skar doku indeksinin hesaplanmasi.

Ayrica proksimal ve distal alanlardan hazirlanan her sinir kesitinin x100 biiyiitme
altinda incelenen 6 farkli alanindan kaydedilen dijital goriintiiler bilgisayar ortaminda goriintii
analiz sistemi kullanilarak degerlendirildi. Sinir kesitlerinin degerlendirilmesinde Leica DM

4000 dijital 151k mikroskobu (Leica Microsystems, Almanya) ve elde edilen goriintiilerden
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Olciim yapmak icin Adobe Photoshop CS2 ve UTHSCA Image Tool v3.0 bilgisayar

yazilimlar1 (The University of Texas Health Science Center, San Antonio) kullanildi.

Sayima, alanin i¢ine tam olarak giren miyelinli aksonlar dahil edildi. Her bir sinir
ornegi kesitinin 6 farkli alaninda miyelinli sinir sayilarn belirlendi ve x4 biiyiitme altinda
Olciilen toplam sinir kesit alan1 yardimiyla toplam miyelinli akson sayist hesaplandi (Sekil
29). Ayrica inceleme alanina tam olarak giren sinir liflerinin ve aksonlarin en biiyiik ve en
kiigiik caplan Olgiilerek ortalama sinir lifi ¢aplari, ortalama akson g¢aplar1 ve ortalama g-

oranlar1 (akson ¢ap1/ sinir lifi cap1) hesaplandi.

Sinir Kesit Alam Degerlendirilen Alandaki
X . T
Degerlendirilen Alan = Miyelinli Akson Sayisi

Toplam Miyelinli Akson Sayis1 =

Sekil 29: Sinir kesitlerinden toplam miyelinli akson sayisinin hesaplanmasi.

E. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Degerlendirilen tiim parametrelerden elde edilen verilen istatistiksel degerlendirme
icin SPSS for Windows v.10.0 programina (Statistical Package for the Social Sciences,
Chicago, IL) aktarildi. Gruplar arasinda parametreler acgisindan genel karsilagtirma, non-
parametrik bir test olan Kruskal-Wallis testi ile yapildi. Bu test ile elde edilen anlamh
sonuclar, parametreler acisindan gruplar arasinda bir fark olup olmadigini1 gosterdi. Ayrica her
parametre acisindan gruplar kendi aralarinda da karsilastirildi ve bu asamada bagimsiz
degiskenler i¢in cift yonlii non-parametrik bir test olan Mann Whitney-U testi kullanild.

Degerlendirmelerde p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

A. GENEL DEGERLENDIRME BULGULARI

Ug aylik takip siiresi sonunda 7 hayvan &liim veya otomutilasyon nedeniyle calisma
dist kald1 ve degerlendirmeye saglikli olan 33 hayvan dahil edildi. Sham kontrol grubu
disinda kalan diger tiim gruplarda cerrahi sonrasinda opere edilen alt ekstremitede tam motor
paralizi gelisti. Uciincii ay sonunda tiim gruplarda paralizilerde kismi diizelme oldugu ve
minimal kas atrofilerinin gelistigi gozlenirken, siyatik sinirin tam kat kesilerek iki dikisle

onarildig1 deney grubundaki 2 sicanda parsiyel otomutilasyon gelistigi saptandi.

B. FONKSIYONEL DEGERLENDIRME BULGULARI
B.1 -Yiiriime Analizi ve Siyatik Fonksiyon Indeksi Bulgular

Tiim gruplarda iiclincli ayda yiiriime analizi yapildi ve siyatik fonksiyon indeksi
degerleri (SFI) saptand1. SFi degerleri Grup 1°de ortalama -5,63 + 4,10, Grup 2’de ortalama -
68,25 + 13,35, Grup 3’de ortalama -61,31 + 12,21, Grup 4’de ortalama -58,22 + 13,57 ve

Grup 5’de ortalama -52,51 + 10,26 idi (Tablo 2).

Tablo 2: Deneklerin Siyatik Fonksiyon indeks (SFI) degerleri

Denek Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
1 -10,16 -79,90 -59,15 73,57 -59,15
2 -7.44 -49,81 -4531 -56,95 -4531
3 431 -88,73 -54,08 -46,84 -42,08
4 -0,64 -50,82 62,46 -38,23 -62,44
5 67,45 -85,23 -64,65 -54,32
6 -68,34 -63,45 52,78 -64,89
7 74,82 -59,48 74,56 39,41
8 -66,15
OrtzSD | -5,63+4,10  -68,25+13,35 -61,31+12,21  -58,2243,57  -52,510,26
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Siyatik fonksiyon indeksi acgisindan gruplar arasindaki farklar degerlendirildiginde,
sham kontrol grubu ile diger deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak belirgin bir fark
oldugu saptandi (p<0,01). Sinir koaptasyonu uygulanan gruplarin kendi aralarinda
karsilastirilmasinda ise, yalmzca Grup 2 ve Grup 5 arasindaki farkin istatistiksel olarak
anlaml1 oldugu (p=0,02) goriildii. Diger deney gruplan arasinda siyatik fonksiyon indeksleri
acisindan istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlenmedi (Sekil 30).

sFi
D-

-40 -

Sekil 30: Gruplar arasinda ortalama SFI degerlerinin karsilastiriimas: (Mann-Whitney U):
=  Grup 1 ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulundu (p<0,01).
=  Grup 2 ile Grup 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,02).

= Grup 2-3, 2-4, 3-4 ve 4-5 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0,05).
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B.2 - Elektromiyografik Degerlendirme Bulgular:

Ucgiincii ay sonunda tiim deneklere elektromiyografi yapilmasmna ragmen, islem
sirasinda O0lmesi nedeniyle Grup 2’deki bir denekten veri elde edilemedi. Siyatik sinirden
uyarilar verilerek operatif ve kontrol bacak gastroknemius kaslarin bilesik kas aksiyon
potansiyellerinin latans, amplitiid ve alanlan 6l¢iildii. Deney tarafindaki kaslardan elde edilen
Olctimler, kontrol bacak olciimlerine oranlanarak iyilesme oranlar1 hesaplandi (Tablo 3).

Tablo 3: Elektromiyografik degerlendirme sonuglari

Operatif bacak/kontrol bacak kasilma latansi oranlari

Denek Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
1 1,28 1,02 1,87 1,96 1,24
2 1,28 2,22 2,12 1,25 0,78
3 0,77 2,42 1,20 1,03 1,68
4 0,62 2,56 1,46 1,16 1,00
5 1,85 1,70 1,25 0,71
6 1,21 1,59 1,52 1,40
7 4,30 1,73 1,15 1,00

Ort+SD 0,99 £ 0,34 2,23 +1,09 1,67 £0,29 1,33 +0,31 1,12 £ 0,35

Operatif bacak/ kontrol bacak kasilma amplitiidii oranlari

Denek Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
1 1,00 0,85 0,98 0,17 0,87
2 0,98 0,70 0,73 0,29 0,96
3 1,30 0,97 0,60 0,74 0,40
4 0,89 0,27 0,44 0,85 0,40
5 0,09 0,55 0,58 0,50
6 0,35 0,64 0,43 0,88
7 0,22 0,68 0,50 0,41

Ort+SD 1,04 £ 0,18 0,49 £ 0,34 0,66 + 0,17 0,51 +0,24 0,63 +0,26

Operatif bacak/ kontrol bacak kasilma egrisi alan oranlari

Denek Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
1 0,92 0,29 0,65 0,46 0,67
2 0,96 0,82 0,83 0,63 0,72
3 1,12 0,70 0,75 0,81 0,57
4 0,87 0,14 0,53 0,63 0,59
5 0,41 0,63 0,59 0,44
6 0,43 0,70 0,30 0,84
7 0,27 0,65 0,54 0,63

Ort+SD 0,97 +£0,11 0,44 £ 0,24 0,68 + 0,09 0,57 £0,16 0,64 £0,13
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Gastroknemius kasi operatif bacak/deneysel bacak kasilma latansi oran1 Grup 1’de
ortalama 0,99 + 0,34, Grup 2’de ortalama 2,23 + 1,09, Grup 3’de ortalama 1,67 + 0,29, Grup
4’de ortalama 1,33 + 0,31 ve Grup 5°de ortalama 1,12 + 0,35 olarak hesaplandi. Kasilma
latans1 oranlart agisindan sham kontrol grubu olan Grup 1 en kisa latans degerine sahip olan
gruptu. Sinir onarimi yapilan gruplardan Grup 2 ve 3’iin sham kontrol grubundan farkli
oldugu saptandi (Grup 1 ile 2 icin p=0,05 ve Grup 1 ile 3 i¢in p=0,02). Buna kargin Grup 4 ve
5’in latans degerleri sham kontrol grubuna yakindi (p>0,05). Sinir onarim1 yapilan gruplarin
kendi aralarinda karsilastirmalarinda ise Grup 5 ile Grup 2 ve 3 arasinda saptanan farklarin
anlaml oldugu (Grup 5 ile 2 i¢in p=0,02 ve Grup 5 ile 3 icin p=0,01), buna karsin diger

gruplar arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlam tasgimadigi saptandi (p>0,05) (Sekil 31).

Latans
Oram

5. _

1 - !

Sekil 31: Deneysel bacak/kontrol bacak latans oranlar1 (Mann-Whitney U):

Grup

=  Grup 1-2 ve 1-3 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,05 ve p=0,02).
=  Grup 2 ile Grup 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,02).
=  Grup 3 ile Grup 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,01).

= Grup 1-4, 1-5, 2-3, 2-4, 3-4 ve 4-5 arasinda anlaml fark bulunamadi (p>0,05).
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Gastroknemius kasi operatif bacak/deneysel bacak kasilma amplitiidii oran1 Grup
1’de ortalama 1,04 + 0,18, Grup 2’de ortalama 0,49 + 0,34, Grup 3’de ortalama 0,66 + 0,17,

Grup 4’de ortalama 0,51 + 0,24 ve Grup 5’de 0,63 £ 0,26 olarak hesaplandi.

Kasilma amplitiidii oranlar1 agisindan sham kontrol grubu ile diger deney gruplari
arasinda saptanan farklar istatistiksel olarak anlamli iken (p<0,01), koaptasyon uygulanan

gruplarin birbirleri ile karsilastirilmasinda belirgin bir fark saptanmadi (p>0,05) (Sekil 32).

Amplitiid
Oram

1,2 1

1,0 1

0,0

Sekil 32: Deneysel bacak/kontrol bacak kasilma amplitiidii oranlart (Mann-Whitney U):
= Grup 1 ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,01).

=  Grup 2, 3, 4 ve 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0,05).
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Gastroknemius kas1 operatif bacak/deneysel bacak kasilma egrisi alam oram Grup
1’de ortalama 0,97 + 0,11, Grup 2’de ortalama 0,44 + 0,24, Grup 3’de ortalama 0,68 + 0,09,
Grup 4’de ortalama 0,57 + 0,16 ve Grup 5’de ortalama 0,64 + 0,13 olarak hesaplandi.
Kasilma egrisi alam oranlarn agisindan sham kontrol grubu ile diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak belirgin fark oldugu (p<0,01), buna karsin diger deney gruplar1 arasindaki

farklarin anlamli olmadigi saptandi (p>0,05) (Sekil 33).

Alan
Oram

1,0 1

0,0 t t t t t Grup

Sekil 33: Deneysel bacak/kontrol bacak kasilma egrisi alan1 oranlart (Mann-Whitney U):
=  Grup 1 ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulundu (p<0,01).

=  Grup 2, 3, 4 ve 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0,05).
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C. KASLARIN HISTOMORFOMETRIK DEGERLENDIRME BULGULARI
C.1 - Makroskopi

Tiim gruplarda kontrol sol bacak gastroknemius kaslarinin makroskopik goriiniimii
normaldi ve gruplar arasinda belirgin fark yoktu. Deneysel sag bacak gastroknemius

kaslarinda ise Grup 2’de daha belirgin olmak iizere minimal atrofik goriiniim mevcut idi

(Sekil 34).

Sekil 34: Gruplara gore kontrol sol bacak ve deneysel sag bacak gastroknemius kaslarinin
makroskopik goriiniimii. Deneysel bacak gastroknemius kaslar1 arasinda Grup 2’de g6zlenen

atrofi diger gruplara nazaran daha belirgindi.
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C.2 - Islak Kas Agirliklar:

Tiim gruplarda deney uygulanan sag bacak gastroknemius kasi 1slak agirligi, kontrol
sol bacak gastroknemius kasi 1slak agirligina oranlanarak kas iyilesme oranlar1 hesaplandi.
Kas iyilesme oranlari Grup 1°de ortalama 0,95 + 0,08, Grup 2’de ortalama 0,71 + 0,05, Grup
3’de ortalama 0,75 + 0,10, Grup 4’de ortalama 0,76 £ 0,11 ve Grup 5’de ortalama 0,77 £+ 0,09

idi (Tablo 6).

Tablo 6: Gastroknemius kas1 deneysel bacak/kontrol bacak kas agirlik oranlari

Denek Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
1 1,04 0,66 0,76 0,93 0,78
2 0,98 0,70 0,90 0,68 0,84
3 0,83 0,79 0,77 0,90 0,64
4 0,96 0,68 0,80 0,80 0,65
5 0,70 0,55 0,70 0,80
6 0,65 0,74 0,70 0,89
7 0,71 0,76 0,63 0,83
8 0,81
OrtzSD | 095+0,08  071+005 0,75+0,10  0,76+0,11 0,77 0,09

Deneysel bacak/kontrol bacak kas agirlik orani acisindan Grup 1’in diger deney
gruplarindan belirgin derecede farkli oldugu (p<0,01), buna karsin diger deney gruplar

arasinda anlamli bir farkin bulunmadig saptandi (p>0,05) (Sekil 35).
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Kas Agirhd
Oram

1,01

[

Sekil 35: Deneysel bacak agirligi/kontrol bacak kas agirligi oranlart (Mann-Whitney U):

Grup

= Grup 1 ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulundu (p<0,01).

=  Grup 2, 3, 4 ve 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0,05).

C.3 - Mikroskopi

Gastroknemius kaslarinin mikroskopik incelenmesinde kontrol sol bacak grubu ile
Grup 1 arasinda fark saptanmadi ve koaptasyon uygulanan gruplardan alinan kas 6rneklerinin
bu kontrol gruplarina oranla daha kiiciik capl ve atrofik lifler icerdigi gozlendi. Koaptasyon

uygulanan gruplarin arasinda ise belirgin bir fark saptanmadi. (Sekil 36).
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Grup 1 Sham ontrol)

LS

Sekil 36: Gastroknenimus kaslarinin mikroskopik goriiniimii. (Hematoksilen-eozin, gosterge

cizelgesi= 100 pm).

C.4 - Kantitatif Histomorfometri

Gastroknemius kasi ortalama lif ¢aplari kontrol bacakta 41,01 £ 2,79 um, Grup 1°de
40,80 + 3,58 pm, Grup 2’de 21,83 + 4,03 pm, Grup 3’de 22,49 + 3,36 pum, Grup 4’de 22,17 +

5,25 um ve Grup 5’de 23,86 + 4,63 um idi (Tablo 7).

Ortalama lif cap1 acisindan kontrol bacak ile sham kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p>0,05). Buna karsin, bu gruplar ile sinir onarimi
uygulanan gruplar arasindaki fark belirgindi (p<0,01). Grup 2, 3, 4 ve 5 arasinda ise

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05) (Sekil 37).
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Tablo 7: Gastroknemius kas1 ortalama lif ¢caplari (um)

Denek Kontrol Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

1 40,43 42,54 22,36 23,12 24,36 26,35
2 36,48 39,41 18,36 19,35 19,44 18,38
3 41,32 44,74 26,47 24,25 27,25 31,25
4 42,46 36,54 18,25 18,24 17,23 19,44
5 38,71 17,44 25,14 14,36 24,55
6 45,23 24,85 20,05 24,26 26,54
7 42,58 19,36 27,33 28,31 20,56
8 37,51 27,56

9 44,05

10 41,36

OrtxSD | 41,012,779 40,80+3,58 21,83+4,03 22,49+3,36 22,1745,25 23,86+4,63

Kas Lifi Capi {(pm)

40

10

T

Kur';tru!l

Grup

Sekil 37: Ortalama kas lifi caplar1 agisindan gruplarin karsilastirilmasi (Mann-Whitney U):

=  Grup 1 ile kontrol bacak arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0,05).

= Grup 1 ile cerrahi gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,01).

=  Grup 2, 3, 4 ve 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0,05).
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D. SINIRLERIN HISTOMORFOMETRIK DEGERLENDIRILMES{

D.1 - Makroskopi

Sham kontrol grubunda siyatik sinir trasesi boyunca herhangi bir degisiklik yoktu.
Cerrahi uygulanan gruplarda ise koaptasyon seviyelerinde dikisler goriilebiliyordu ve bir
dolgunluk mevcuttu. Tiim gruplarda sinir diseksiyonu kiint diseksiyon ile kolaylikla
yapilabildi ve keskin diseksiyona gereksinim olmadi. Hi¢ bir anastomoz hattinda ayrilma veya
ndroma olugumu saptanmadi. Sinirlerin renk ve konturlari normaldi. Koaptasyon uygulanan
gruplarda anastomoz hattinda sinirin ¢evre dokulara gosterdigi yapisiklik acisindan gruplar

arasinda belirgin bir fark gozlenmedi (Sekil 38).

Sekil 38: Cerrahi uygulanan siyatik sinirlerde koaptasyon hattinin makroskopik goriiniimii.
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D.2 - Epinéral skar dokusunun mikroskopik degerlendirilmesi
Hazirlanan sinir kesitlerinde, sham kontrol grubunun nonoperatif kontrol bacaktan
alinan orneklere benzer oldugu goriildii. Sinir onarimi yapilan tiim gruplarda sham kontrol

grubuna oranla sinir ¢evresinde belirgin bir kalinlagsma oldugu dikkat cekti (Sekil 39).

Sekil 39: Kontrol bacak ve operatif gruplarda epinoral skar dokusunun degerlendirilmesi.

Epinoral skar dokusunun, onarim yapilan gruplarda (Grup 2, 3, 4 ve 5) diger gruplara oranla

belirgin olarak daha kalin oldugu gozlendi (Masson-Trikrom, gosterge ¢izelgesi=100 um).
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D.3 - Epinéral skar dokusunun kantitatif degerlendirilmesi

Epinoral skar doku indeksi kontrol sol bacakta ortalama 0,13 + 0,04, Grup 1’de
ortalama 0,10 £ 0,02, Grup 2’de ortalama 0,35 £+ 0,11, Grup 3’de ortalama 0,26 + 0,12, Grup

4’de ortalama 0,25 + 0,07 ve Grup 5’de ortalama 0,23 + 0,07 idi (Tablo 8).

Tablo 8: Kontrol bacak ve operatif gruplarda epindral skar doku indeksi degerleri

Denek Kontrol Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5

1 0,13 0,09 0,32 0,21 0,29 0,28
2 0,11 0,08 0,51 0,32 0,31 0,28

3 0,16 0,12 0,26 0,09 0,19 0,21
4 0,08 0,13 0,47 0,34 0,21 0,29
5 0,12 0,19 0,24 0,38 0,09
6 0,13 0,43 0,47 0,17 0,26
7 0,14 0,24 0,18 0,19 0,19
8 0,09 0,35

9 0,23

10 0,08

OrtzSD | 0,13+0,04  0,10£0,02  0,35#0,11  0,26+0,12  0,25+0,07 0,23£0,07

Gruplar arasi istatistiksel degerlendirilme sonucunda, Grup 1’in epinoral skar doku
indeksi ortalamasinin kontrol bacak ortalamasi ile benzer oldugu saptandi (p>0,05). Buna
karsin sinir onarimi uygulanan gruplardaki epinoral skar doku indeksi degerleri kontrol sol
bacaga gore anlamli derecede yiiksek bulundu. Sham kontrol grubu ve cerrahi uygulanan
gruplar arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli idi (Grup 1 ve 2 i¢in p=0,007, Grup 1 ve
3 icin p=0,029, Grup 1 ve 4 i¢in p=0,008 ve Grup 1 ve 5 i¢in p=0,029). Sinir onarimi
uygulanan gruplarin kendi aralarinda karsilastiritlmalarinda ise istatistiksel olarak anlamli bir

fark saptanmadi (p>0,05) (Sekil 40).
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Sekil 40: Epinoral skar doku indeksi degerlerinin karsilastirilmasi (Mann-Whitney U):
=  Grup 1 ile kontrol bacak arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0,05).
» Grup 1 diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05).

=  Grup 2, 3, 4 ve 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0,05).

D.4 - Sinir rejenerasyonunun mikroskopik degerlendirilmesi

Kontrol bacak siyatik sinir ile kiyaslandiginda, sinir onarimi yapilan gruplarin
proksimal sinir uglarinda miyelinli akson sayilarinin artti§i, Grup 1’in ise aksonal yapilar
acisindan kontrol bacak siniri ile benzer 6zellikler tagidigir gozlendi. Anastomoz distalinden
alinan orneklerde ise sinir onarimi uygulanan gruplarda bol miktarda rejenere kiiciik caph
miyelinli akson izlendi. Bu aksonlarda yer yer miyelin dejenerasyonu da izlenmekte idi.

(Sekil 41).



76

Grup 4 T Grup5

Sekil 41: Kontrol bacak ve deney gruplarinda hazirlanan sinir kesitlerinden aksonal

rejenerasyonun degerlendirilmesi (Toluidine Blue, gosterge ¢izelgesi=10 pm).

D.5 - Sinir rejenerasyonunun kantitatif degerlendirilmesi

Kontrol bacak ile cerrahi uygulanan sinirlerin proksimal ve distallerinden hazirlanan
sinir kesitlerinde, toplam miyelinli akson sayisi, miyelinli sinir liflerin ortalama caplari,

ortalama akson caplari, g-oran1 degerleri ve ortalama miyelin kalinliklar1 hesaplandi.
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Toplam miyelinli akson sayisi, kontrol sol bacak i¢in ortalama 6996 =+ 768,
anastomoz proksimali i¢in ortalama 11228 + 929, Grup 1 icin ortalama 6882 + 578, Grup 2
icin ortalama 15915 + 2743, Grup 3 i¢in ortalama 17328 + 1744, Grup 4 i¢in 17684 + 2592 ve

Grup 5 igin ortalama 18031 + 1339 olarak hesaplandi (Tablo 9).

Tablo 9: Kontrol ve deneysel bacaklarda toplam miyelinli akson sayilar

Denek | Kontrol Proksimal Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup$5
1 6212 12365 7318 12289 15274 17006 18146
2 6367 11499 7208 19716 15812 18635 19402
3 5832 9865 6959 13479 17607 14681 15416
4 7945 10724 6044 15478 20226 22840 18635
5 7145 13012 15465 18842 16547 19369
6 8120 11236 15752 16356 16258 17158
7 7628 10245 15000 17180 17824 18095
8 6455 11245 20145
9 7251 10842
10 7008 11244
Ort + 6996 + 11228 + 6882+ 15915+ 17328+ 17684+ 18031+
SD 768 929 578 2743 1744 2592 1339

Toplam miyelinli akson sayis1 agisindan sham kontrol grubu ile kontrol sol bacaktan
elde edilen sonuclar arasinda fark saptanmadi (p>0,05). Anastomoz proksimalinden yapilan
sinir sayimi ise Grup 1 ve kontrol sol bacak sonuclarina gore anlamli derecede yiiksek idi
(p<0,01). Sinir onarimmi yapilan gruplardaki toplam miyelinli akson sayisi, kontrol bacak,
anastomoz proksimali ve Grup 1’e oranla belirgin derecede yiiksek idi (p<0,01). Sinir onarimi
yapilan gruplarin birbirleri ile karsilastirilmasinda ise gruplar arasinda anlamhi bir fark

saptanmadi (p>0,05) (Sekil 42).
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Sekil 42: Miyelinli akson sayilan agisindan gruplarin karsilastiriimasi (Mann-Whitney U):

=  Grup 1 ile kontrol bacak arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunamadi (p>0,05).

=  Grup 1 ile proksimal sayim arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunamadi (p>0,05).
=  Grup lile 2, 3, 4, 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,01).

=  Grup 2, 3, 4 ve 5 arasinda istatistiksel olarak fark bulunamadi (p>0,05).

Ortalama miyelinli sinir lifi ¢cap1, kontrol sol bacakta 8,80 + 0,80 um, anastomoz
proksimalinde 8,17 + 1,29 pym, Grup 1’de 8,64 + 0,88 um, Grup 2’de 3,66 + 0,87 pm, Grup
3’de 3,93 £ 0,32 um, Grup 4’de 4,13 + 0,7 um ve Grup 5’de 4,43 £ 0,49 pm idi.

Ortalama akson capi, kontrol sol bacakta 4,83 + 0,37 um, anastomoz proksimalinde
3,60 £ 1,12 pm, Grup 1’de 4,73 £ 0,28 um, Grup 2’de 2,60 £+ 0,6 um, Grup 3’de 2,68 + 0,22

pum, Grup 4’de 2,64 £ 0,35 pum ve Grup 5’de 2,80 £ 0,40 um idi (Tablo 10).
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Tablo 10: Kontrol ve deneysel bacaklarda sinir lifi ve akson ¢ap1 sonuglart

Ortalama miyelinli sinir lifi cap1 (um)
Denek | Kontrol Proksimal Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup$5

1 9,34 1,57 7,82 4,73 4,05 3,71 4,25
2 8,84 8,95 8,23 4,49 4,26 3,43 3,82
3 10,18 10,03 8,68 4,57 3,47 5,13 5,14
4 8,47 9,75 9,86 3,64 3,58 3,56 4,56
5 8,72 6,14 3,58 3,77 4,21 4,13
6 7,78 8,83 2,86 4,14 5,06 5,03
7 8,86 8,53 3,13 4,24 3,85 4,14
8 9,87 7,49 2,31

9 7,95 6,47

10 8,04 7,95

Ort+SD | 8,80+0,80  8,17£1,29  8,64+0,88 3,66+0,87 3,93£0,32 4,13+0,7 4,43+0,49

Ortalama akson capi (um)
Denek | Kontrol Proksimal Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup$5

1 5,08 3,70 4,59 3,45 3,03 2,59 2,76
2 4,83 4,72 4,48 3,05 2,85 2,33 2,25
3 5,29 5,21 4,73 3,38 2,39 3,02 3,44
4 4,65 5,70 5,13 2,25 2,64 2,02 2,64
5 4,75 3,28 2,79 2,41 2,82 2,64
6 3,92 4,86 2,14 2,73 2,93 3,26
7 4,82 5,07 2,15 2,75 2,71 2,64
8 5,13 4,66 1,61

9 4,87 4,11

10 5,02 4,57

Ort+SD | 4,83+£0,37 3,60+1,12  4,73#0,28 2,60£0,6 2,68+0,22 2,64+0,35 2,80+0,40

Ortalama miyelinli sinir lifi ve akson capi ag¢isindan kontrol bacak, Grup 1 ve
proksimal sinir ornekleri arasinda fark saptanmadi (p>0,05). Buna karsin bu gruplardaki
ortalama lif ve akson caplari, sinir onarimi yapilan Grup 2, 3, 4 ve 5° e oranla anlamh
derecede yiikksek idi (p<0,01). Sinir onarimi yapilan gruplarin kendi aralarinda
karsilastirmalar1 sonucunda ortalama sinir lifi ve akson c¢aplar1 agisindan gruplar arasinda

anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05) (Sekil 43).
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Sekil 43: Miyelinli sinir lifi ¢caplan ve akson ¢aplarinin karsilastirilmast (Mann-Whitney U):
=  Grup 1 ile kontrol bacak arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunamadi (p>0,05).

=  Grup 1 ile proksimal sayim arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0,05).
= Grup lile 2, 3, 4, 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,01).

=  Grup 2, 3, 4 ve 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0,05).
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Ortalama g-orami degerleri, kontrol sol bacakta 0,55 + 0,03, anastomoz
proksimalinde 0,61 + 0,07, Grup 1’de 0,54 % 0,02, Grup 2’de 0,7 + 0,04, Grup 3’de 0,68 +

0,04, Grup 4°de 0,65 + 0,05 ve Grup 5’de 0,63 + 0,03 idi (Tablo 11).

Tablo 11: Kontrol ve deneysel bacaklarda g-orani sonuglari

Denek | Kontrol Proksimal Grupl Grup2 Grup3 Grup 4 Grup 5

1 0,54 0,48 0,59 0,73 0,75 0,70 0,65
2 0,55 0,52 0,54 0,68 0,67 0,68 0,59
3 0,52 0,51 0,54 0,74 0,69 0,59 0,67
4 0,55 0,58 0,52 0,62 0,74 0,57 0,58
5 0,54 0,53 0,78 0,64 0,67 0,64
6 0,50 0,55 0,75 0,66 0,68 0,65
7 0,54 0,59 0,69 0,65 0,72 0,64
8 0,52 0,62 0,70
9 0,61 0,63
10 0,62 0,57

Ort+SD | 0,55+0,03 0,61+0,07 0,54+0,02 0,7+0,04 0,68+0,04 0,65+0,05 0,63+0,03

Ortalama g-orani degerleri acisindan gruplar arasinda yapilan karsilastirmada kontrol
bacak, Grup 1 ve proksimal sinir drnekleri arasinda fark saptanmadi (p>0,05). Grup 2, 3, 4 ve
5’ e ait g-oran1 degerleri ise bu gruplara gore belirgin olarak daha yiiksek idi (p<0,01). Sinir
onarimi yapilan gruplarin kendi aralarinda karsilastirmalar1 sonucunda ise Grup 5 ile Grup 2
ve Grup 5 ile Grup 3 arasinda saptanan farklarim anlamli oldugu (Grup 2 ve 5 i¢in p=0,08 ve
Grup 3 ve 5 i¢in p=0,02), buna karsin diger gruplar arasindaki farklarin istatistiksel olarak

anlam tagimadig saptandi (p>0,05) (Sekil 44).
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Sekil 44: Ortalama g-oranlar agisindan gruplarin karsilastirilmasi (Mann-Whitney U):

=  Grup 1 ile kontrol bacak arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunamadi (p>0,05).

= Grup 1 ile proksimal sayim arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunamadi (p>0,05).
=  Grup lile 2, 3, 4, 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,01).

= Grup 2 ve 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli1 fark bulundu (p=0,08).

= Grup 3 ve 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,02).

= Grup 2-3, 2-4, 3-4, 4-5 arasinda istatistiksel olarak anlamli1 fark bulunamadi (p>0,05).
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Ortalama miyelin kalinhgi, kontrol sol bacakta 3,97 + 0,6 um, anastomoz
proksimalinde 3,58 + 0,74 um, Grup 1°de 3,92 + 0,62 um, Grup 2’de 1,06 £ 0,3 pum, Grup

3’de 1,24 + 0,22 um, Grup 4’de 1,50 + 0,45 um ve Grup 5’de 1,63 + 0,16 pm idi (Tablo 12).

Tablo 12: Kontrol ve deneysel bacaklarda miyelin kalinlig1 sonuglar

Denek | Kontrol Proksimal Grupl Grup2 Grup3 Grup 4 Grup 5
1 4,26 3,87 3,23 1,28 1,02 1,12 1,49
2 4,01 4,23 3,75 1,44 1,41 1,10 1,57
3 4,89 4,82 3,95 1,19 1,08 2,11 1,70
4 3,82 4,05 4,73 1,39 0,94 1,54 1,92
5 3,97 2,86 0,79 1,36 1,39 1,49
6 3,86 3,97 0,72 1,41 2,13 1,77
7 4,04 3,46 0,98 1,49 1,08 1,50
8 4,74 2,83 0,70
9 3,08 2,36
10 3,02 3,38
Ort+SD | 3,97+0,6 3,58+0,74  3,92+0,62 1,06+0,3 1,24+0,22 1,50+0,45 1,63+0,16

Ortalama miyelin kalinliklar1 agisindan gruplar arasinda yapilan karsilagtirmada yine
kontrol bacak, Grup 1 ve proksimal sinir 6rnekleri arasinda fark saptanmadi (p>0,05). Cerrahi
uygulanan deney gruplarindaki miyelin kalinlig1 degerleri ise, bu gruplara gore belirgin olarak
daha diisiik idi (p<0,02). Sinir onarimu yapilan gruplarin kendi aralarinda karsilastirmalar
sonucunda ise Grup 5 ile Grup 2 ve Grup 5 ile Grup 3 arasinda saptanan farklarin anlaml
oldugu (Grup 2 ve 5 icin p=0,001 ve Grup 3 ve 5 icin p=0,003), buna karsin diger gruplar

arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlam tasimadigi saptandi (p>0,05) (Sekil 45).
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Sekil 45: Ortalama miyelin kalinliklarinin kargilagtiritlmas: (Mann-Whitney U):

=  Grup 1 ile kontrol bacak arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunamadi (p>0,05).

=  Grup 1 ile proksimal sayim arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunamadi (p>0,05).
= Grup lile 2, 3, 4, 5 arasinda istatistiksel olarak anlaml1 fark bulundu (p<0,01).

=  Grup 2 ve 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,001).

=  Grup 3 ve 5 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,003).

= Grup 2-3, 2-4, 3-4, 4-5 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0,05).
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TARTISMA ve SONUC

Son yillarda, yaralanma sonrasinda meydana gelen anatomik, histolojik ve patolojik
olaylarin anlasilmasi, molekiiler diizeyde gelisen degisikliklerin kesfi ve gelisen rekonstriiktif
yontemler, periferik sinir yaralanmalarinin tedavisine 6nemli katki saglamistir. Buna ragmen
periferik sinir yaralanmalarimin tedavisi klinikte 6nemli bir sorun olmaya devam etmekte,
tedavi protokolii ve sonuglar iizerinde tam bir uzlagma saglanamamaktadir. Travma, cerrahi,
timor, kompresyon, inflamatuar durumlar ya da enfeksiyonlar gibi nedenlerle ortaya
cikabilen periferik sinir yaralanmalarinin tedavisinde ana amag sinirin baglantili oldugu son
organ (kas, duyu cisimcikleri vb.) fonksiyonlarinin en az kayipla yerine konulmasidir. Bunun
icin sinir biitiinliigiiniin tekrar saglanmasi ve iletimin geri dondiiriilmesi gerekmektedir.

Sinir biitiinliiglinde segmental bir kayip olmasi nedeniyle primer onarimin miimkiin
olmadig1 durumlar disinda, periferik sinir yaralanmalarinin tedavisindeki altin standart sinir
uclarinin primer olarak koapte edilmesidir. Primer sinir koaptasyonu, skar ve fibrotik
dokularin eksize edilmesini takiben sinir uclarinin tazelenerek gerginlik olmaksizin bir araya
getirilmesini kapsayan ve sinir defektleri ile kiyaslandiginda nispeten kolay olan bir cerrahi
prosediirdiir. Buna ragmen primer sinir onarimlarinda dahi, tedavi i¢in gerekli tiim sartlarin
uygun olarak yerine getirilmesi Ongoriilen fonksiyonel iyilesmenin kazanilmasi icin yeterli
olamayabilmektedir. Yaralanmaya ikincil olarak gelisecek sinir hiicresi 6liimii, denervasyon
siiresince gelisecek son organ atrofisi ya da yavas, yetersiz ve uygun olmayan dogrultuda
biiyiiyen aksonlar periferik sinir cerrahisindeki basarisizligin ana nedenleri olarak
sayilabilirler. Diger yandan onarim bolgesinde gelisecek epindral skar dokusu da primer sinir
onarimlarindan sonra iyilesmeyi olumsuz yonde etkileyebilmektedir.

Sinir rejenerasyonunu gelistirmeyi amaclayan cok sayida calisma yapilmistir. Bu

amagla sinir anastomozlarinda farkli dikis materyalleri ve teknikleri denenmis



86

(61,66,68,22,23,25), daha sonralart dikis materyalleri ve sayisinin iyilesmeyi olumsuz yonde
etkiledigi diisiincesi ile sinir u¢larmin doku yapistiricilart ya da lazer ile anastomoz edilmesi
fikri giindeme gelmistir (86,132,89). Onarim alanina manyetik alan (27), radyasyon (45) veya
hiperbarik oksijen uygulamasi (46) gibi yontemlerin skar olusumu ve rejenerasyon tizerindeki
etkileri arastirilmistir. Bunlarin yaninda onarim alaninda sinir uglarinin kan damari (71,130),
fasya (65), epinoral tiip (5,6,8,32,133), dura (120), pseudosinovia (79) ve kollajen film (109)
gibi biyolojik materyaller ya da polietilen ve poliglaktin gibi cok sayida sentetik membranlar
ile sarilmasi ile de sinir rejenerasyonunun gelistirilmesi amaglanmistir. Rejenerasyonun ve
iyilesmenin hizlandirilmasi i¢in sarf edilen caba sadece uygulanan teknik iizerindeki
degisiklikler veya kullanilan ek materyaller ile sinirli kalmamig, bu amacla cerrahiye ek
olarak cok sayida ilag, hormon ve faktoriin de sistemik ya da lokal kullanimi denenmistir.
Tiroid hormonu (123), insan amnion sivist (99), hyaliironik asit (100,124), aprotinin (44),
mitomisin C (53), kollajenaz (108) ve sinir biiylime faktorii gibi norotrofik faktorler (38) bu
amagla kullanilan maddelerden yalnmzca birkacidir. Hemen hicbirisi yaygin olarak klinik
kullanima girmemesine ragmen gelisen teknik imkanlarin sinir rejenerasyonunun molekiiler
diizeydeki temellerini daha anlasilir kilmasi, halen cok sayida calismanin bu alana
yonlenmesine neden olmaktadir. Bu kapsamdaki ¢alismalarin ortak noktasi, disaridan eklenen
biyolojik maddeler ile travmaya ugramis aksonlarin etrafindaki mikrogevrenin ve bu sayede
sinir rejenerasyonunun hiicresel diizeyde degistirilmesidir.

Sinir rejenerasyonu iizerinde yapilan calismalar sonucunda, rejenerasyon alaninda
miktari artan ve sinir dokusunun yasayabilirligi ya da rejenerasyon kapasitesi tizerinde etkileri
olan ¢ok sayida peptidin gosterilmesi miimkiin olmustur (69). Genel olarak norotrofik

faktorler ismi ile anilan bu tiir peptidlerin, digsaridan tedavi amaciyla uygulanan rekombinan
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formlarinin da sinir hiicresinin yasayabilirligini artirdig1 ve aksonal biiylimeyi hizlandirdigi
bilinmektedir (43,59,60,62,106).

Rekombinan yolla elde edilmis olan biiyiime faktorlerinin sinir rejenerasyonu
tizerindeki olumlu etkilerinden yola ¢ikan bazi arastirmacilar, bu faktorlerin bircogunu dogal
olarak icerdigi bilinen insan amnion sivis1 ile de benzer sonuglara ulasmislardir. Ozgenel ve
ark. sinir onarim alanina uygulanan insan amnion sivisinin sinir rejenerasyonunu artirdigini
saptamiglar ve bu etkiyi insan amnion sivisimin icerdigi ¢ok sayidaki biiyiime faktoriine
baglamiglardir (100). Bizim calismamizda da, icerisinde ¢ok sayida biiyiime faktorii
bulundugu bilinen trombositten zengin plazmanin (PRP), primer sinir anastomoz alanina lokal
olarak uygulanmasi durumunda, rejenerasyon ve fonksiyonel iyilesme {izerine olan etkileri
aragtirilmistir.

Trombositten zengin plazma, trombositlerin invitro ortamda yogunlastirilmas1 ve
uygulandiklar1 alanda alfa graniilleri icerisinde bulunan ¢ok sayidaki biiylime faktoriinii
salgilamalar i¢in aktive edilmeleri esasina dayanan bir biyolojik iiriindiir. PRP icerisinde
bulunan belli bagl biiyiime faktorleri ve bunlarin sinir rejenerasyonu iizerindeki etkileri Tablo

11°de 6zetlenmistir.

Tablo 13: PRP icerisinde bulunan bazi biiyiime faktorleri ve rejenerasyon iizerine etkileri

Faktor Sinir rejenerasyonu iizerine olan etki

PDGF Schwann hiicreleri iizerinde mitojenik etki gosterir

IGF-1 Aksonal biiyiimeyi indiikler

TGF-B Aksonal biiyiimeyi indiikler

FGF-II Aksonal biiyiimeyi indiikler, Schwann hiicreleri i¢in mitojenik
VEGF Aksonal biiyiimeyi indiikler, Schwann hiicreleri i¢in mitojenik
EGF Tartismali

Fibronektin =~ Aksonal biiyiimeyi indiikler, Schwann hiicre bazal laminasinda bulunur
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Rejenerasyon iizerine etkileri arastirilan maddelerin primer sinir onarimlarinda ya da
sinir defekti modellerinde kullanilmas1 farkli sonuclar verebilmektedir. Welch ve ark.
periferik sinir defekti modelinde kullanilan PDGF ve IGF-I kombinasyonunun rejenerasyon
tizerinde olumlu etkileri oldugunu, buna karsin primer onarim modelinde kullanilan aymi
faktorlerin benzer etkiyi gostermedigini gozlemislerdir (125). Yazarlar bu bulgularini, sinir
uclarinin arada defekt olmadan siki bir sekilde bir araya gelmesi durumunda mekanik
faktorlerin On plana ¢ikmasina ve bu etkinin kullanilan faktorlere bagh olarak gelisecek trofik
etkiye gore daha baskin olmasina baglamislardir. Welch ve ark. primer sinir onarim modelinin
trofik faktorlerin rejenerasyon {izerindeki etkilerini arastirmak icin uygun bir model
olmadigint belirtseler de, bu modeli kullanan bir ¢ok calismada trofik faktorlerin olumlu
etkilerini gostermek miimkiin olmustur (57,100,110,123). Primer sinir anastomozu, periferik
sinir yaralanmalarinin tedavisinde sartlarin uygun olmasi durumunda 6ncelikle tercih edilecek
yontemlerin basinda gelmektedir. Bu nedenle de ¢alismamizda primer sinir anastomoz modeli
kullanilmigtir ve PRP’nin etkisi farkli dikis sayilarn ile yapilan primer onarimlar iizerinde
arastirilmastir.

Cerrahiye ek olarak onarim alanina lokal olarak uygulanan ekzojen faktorlerin
tamamina yakini, onarim alaninda uzun siire etki gosterebilmek icin tekrarlayan
uygulamalara, bazi tasiyicilara (gelfoam veya fibrin yapistirici), sentetik ya da organik tiiplere
veya devamli salinim saglayan ozmotik pompalara ihtiya¢ duymaktadirlar (93,132). Bu
amagla uygulanan ek prosediirlerin her birinin farkli ek sorunlar yaratma riski bulunmaktadir.
Ornegin kullanilacak sentetik pompa ya da tiiplerin enfeksiyon, yabanci cisim reaksiyonu
veya asir1 skar olusumu gibi riskleri beraberinde getirdikleri bilinmektedir. Anastomoz alanini
cevreleyen tiiplerin ¢cevre dokudan gelisen vaskiilarizasyonu engelledigi ve sinir dokusunun

dolagim iizerinde olumsuz etkisi oldugu belirtilmistir (96). Bununla birlikte yapilmis olan
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bircok ¢alismada rejenerasyon iizerindeki etkileri arastirilan glikoprotein yapisindaki ¢ok
sayida faktoriin, tek doz kullanimlar ile de olumlu sonuglar elde edilebilmistir (100,101).
Yapilan farkl iki calismada tek doz uygulanan FGF-I ve IGF-II'nin, 3. giinde maksimum etki
gosterdigi ve etkilerini yaklagik 1 hafta devam ettirdikleri bulunmustur (62, 95) Bu kapsamda
kullanilan maddelerin sinir ¢evresindeki mikrocevrenin degismesine neden oldugu ve bu
sayede aksonal rejenerasyonu artirdigi belirtilmektedir (101). Bu ¢alismada da sinir iyilegmesi
tizerine etkileri aragtirilan PRP, cerrahi sonrasi tek doz olarak uygulanmistir ve onarim alanina
uygulanan bu PRP icerisindeki trombositler, trombin ile aktive olduklarinda sinir cevresinde
bir fibrin pihti olusturmuslardir. Olusan bu pihti, trombositlerden salinan cok sayidaki
faktoriin de uygulandiklar1 alanda kalmasina ve rejenerasyon alaninda nispeten daha uzun
siire etki gostermelerine neden olmustur. Wong ve ark. gibi bir¢ok arastirmacinin da, biiylime
faktorlerini uygulamada tasiyict olarak fibrin yapistirici kullanmasindaki amag, uygulanan
alanda lokal ve uzun siireli etki saglamaktir. Aspenberg ve arkadaslarinin tendon iyilesmesi
tizerine yaptiklar calisma da bunu destekler yondedir. Yazarlar, rat asil tendonunda PRP’nin
iyilesme iizerine olan etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, PRP’nin uygulanmadan sonra 4

hafta siire ile etkisini devam ettirdigini bildirmislerdir (4).

Deneysel periferik sinir ¢calismalarinda iyilesmesinin degerlendirilmesi i¢in ¢ok sayida
yontem bulunmaktadir. Bunlar icerisinden 1982 yilinda Medinaceli tarafindan tanimlanmig
olan ve daha sonra Bain, Mackinnon ve Hunter tarafindan degistirilen yiiriime analizi, eski
olmasina ragmen popiilerligini hi¢ kaybetmeyen bir yontemdir (9,88). Fonksiyonel
iyilesmenin degerlendirilmesi icin sikca kullanilan yiiriime analizi, dogru, giivenilir ve
tekrarlanabilir bir degerlendirme yontemi olarak genis kabul gormektedir. Buna ragmen

ratlarin  total paralizi olan ekstremitelerini 1sirmalar1 sonucu gelisen otomutilasyon
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degerlendirme asamasinda giicliik yaratmaktadir. Bizim ¢alismamizda da fonksiyonel
iyilesmenin degerlendirilmesi amaciyla yiiriime analizleri yapilmis fakat SFI’nin
degerlendirilmesi miimkiin olmayacak diizeyde otomutilasyon gelisen hayvanlar ¢calisma dis1
birakilmistir. Yapilan SFi olgiimlerinde sham kontrol grubuna ait degerlerin, diger deney
gruplarindan belirgin derecede yiiksek oldugu (p<0,01), buna karsin sinir koaptasyonu
uygulanan gruplarin kendi aralarinda karsilastirilmasinda ise yalnizca Grup 2 ve 5 arasindaki
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p=0,02).

Elektromiyografi ise periferik sinir rejenerasyonun degerlendirilmesinde ¢ok daha
onemli yeri olan bir inceleme yontemidir. Kas liflerinden gegcen aksiyon potansiyelinin
olusturdugu elektrik sinyallerinin bir amplikator araciligi ile biiyiitiilerek incelenmesi esasina
dayanan bu yontem, klinikte bir¢ok sinir ve kas hastaligin teshis edilmesinde
kullanilmaktadir. Inceleme sonucunda elde edilen temel degerler olusturulan bilesik kas
aksiyon potansiyelinin latans, amplitiid ve alan degerleridir. Bunlardan amplitiid, aktif kas
liflerinin elektroda ulasabilen depolarizasyon degeridir ve uyarilan olan en genis motor iinite
ile ilgili bilgi verir (19). Bu nedenle amplitiid degeri dogrudan aktif noéron sayisi ile iliskilidir.
Latans degeri ise uyarim ile kasilma potansiyelinin baslamasi arasinda gecen zamandir ve
miyelinizasyon icin 6nemli bir gosterge olarak kabul edilmektedir (10). Bilesik kas aksiyon
potansiyelinin siiresi ve amplitiidiin ¢carpimi da, alan 6l¢iimii olarak degerlendirilen bir diger
parametredir ve alan Sl¢iimii genis bir bolgede yayilmis olan liflerin aktivitesi hakkinda bilgi
verdiginden degerlidir. Bizim calismamizdan elde edilen sonuglar icerisinde cerrahi deney
gruplart arasinda amplitiid ve alan Ol¢timleri acisindan fark saptanmamistir (p>0,05). Buna
karsin, 6 adet epindral dikis ile onarim yapilan ve PRP uygulanan Grup 5’e ait latans
degerlerinin, aynm dikis sayisi kullanilan ve PRP uygulanmayan Grup 3’e oranla belirgin

derecede kisa oldugu saptanmustir (p=0,01). Yine elde edilen latans degerleri arasinda en uzun
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latans degerine sahip olan grubun, yalnizca 2 adet epindral dikis ile onarim yapilan Grup 2
oldugu dikkat ¢ekmistir. Ancak 2 adet dikis ile onarim yapilan gruplar arasinda, PRP’nin
olumlu etkisi gozlenmekle birlikte, latans acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir (Grup 2: 2,23 £ 1,09, Grup 4: 1,33 £ 0,31, p>0,05). Bu bulgular, PRP
kullaniminin 6zellikle onarimin 6 adet epinoral dikis ile yapildigi durumlarda latans siiresini
kisalttigi, dolayisiyla miyelinizasyonu artirdign = seklinde yorumlanabilir.  Sinirlerin
histomorfometrik incelenmesi ile Ol¢iilen miyelin kalinligr degerleri de elektromiyografik
inceleme sonucu elde edilen bu verileri desteklemektedir. Olciilen miyelin kalinliklarinin
karsilastirilmast sonucunda, Grup 3 ve 5 arasinda saptanan anlaml farkin (p=0,003), Grup 2
ve Grup 4 arasinda olmadigi (p>0,05) bulunmustur.

Denervasyon ve bunu takip eden reinnervasyon siirecinden sonra hedef kas dokusunda
meydana gelen yapisal degisikliklerin incelenmesi, periferik sinir rejenerasyonun
degerlendirilmesinde sik¢a kullanilan bir diger yontemdir. Calismamizda da siyatik sinir ile
innerve olan gastroknemius kasinda gozlenen yapisal degisiklikler incelenmis ve gruplar
arasinda makroskobik, mikroskobik ve histomorfometrik degerlendirilme parametreleri
acisindan fark aranmistir. Kas dokusunda meydana gelen yapisal degisiklikleri yansitan tiim
bu parametreler agisindan cerrahi uygulanan deney gruplarinin sham kontrol grubundan
anlaml1 derecede farkli oldugu saptanmistir. Buna karsin sinir onarimi yapilan tiim gruplarin
kendi aralarinda karsilastirilmasinda, makroskobik olarak Grup 2’den alinan kas drneklerinin
daha atrofik goriinimde oldugu; mikroskobik inceleme, kas agiliklar1 ve histomorfometrik
degerlendirmeler acisindan ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi
saptanmistir (p>0,05).

Sinir onarim alaninda olusacak skar dokusunu azaltmaya yonelik yapilacak

girisimlerin sinir rejenerasyonunu gelistirecegine inanan bir¢cok arastirmaci, epinoral skar
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dokusunun aksonal biiylimeye engel olmasi yaninda sinirin ¢evre dokulara yapismasina ve
hareketliligini kaybetmesine neden oldugunu, bunun da traksiyon yaralanmasi ve iskemiye
zemin hazirladigimi belirtmektedirler (44). Buna karsin Rydevik ve ark. yaptiklar caligmada,
kollajenaz enzimi kullanarak epintral skar olusumunun azaltilmasinin, uzun donemde sinir
rejenerasyonu iizerine bir etkisi olmadigim saptamislardir (108). Yazarlar, sinir ¢cevresinde
olusan skarin yalnizca iyilesmenin erken donemlerini etkiledigini ve rejenerasyonun onemli
bir kisminin skar dokusu olugmadan tamamlandigimi belirtmislerdir. Trombositten zengin
plazmanin yara iyilesmesi iizerindeki etkileri aragtiran calismalarda ise, PRP’nin 6zellikle
icerdigi TGF-B ve PDGF nedeniyle hiicre dis1 matriks birikimine neden oldugu ve bag doku
hiicre proliferasyonunu artirdigi belirtilmistir. Bunun aksine, Anitua ve ark. titanyum
implantlar iizerine uyguladiklar1 PRP’nin inflamasyonu azalttigin1 gézlemlemislerdir (2). Bu
nedenlerden otiirii calismamizda sinir ¢evresinde olusan epinoral skar dokusunun ve bunun
aksonal rejenerasyona etkisinin degerlendirilmesi de amaclandi. Daha 6nce yapilmis olan
calismalar sinir onarimi sonrasinda epinoral skar dokusunun olugmasi i¢in 6 haftalik bir
siirenin yeterli olduguna, fonksiyonel iyilesmenin degerlendirilmesi i¢in ise 3 aylik bir
iyilesme donemine gereksinim olduguna dikkat ¢ekmektedir (27). Bu nedenle bizim
calismamizda da degerlendirme igin fonksiyonel iyilesmenin tamamlandigi 3. aym sonu
beklenmistir. Degerlendirme asamasinda, tiim gruplarda cilt insizyonlarinin sorunsuz olarak
iyilestigi ve ciltte ya da kasta ayrilma olmadig1 gozlenmistir. Yine tiim gruplarda sinirlerin
diseksiyonu i¢in keskin diseksiyona gereksinim olmamis ve kiint diseksiyon ile sinir
izolasyonu  yapilabilmistir.  Calismamizda epindral skar dokusunun histolojik
degerlendirilmesi sonucu, sinir onarimi yapilan tiim gruplarin sham kontrol grubundan

belirgin olarak fazla skar olusumu gosterdigi saptanmistir (p<0,01). Ayrica, elde edilen
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histolojik bulgular dikis sayisindan bagimsiz olarak, PRP kullaniminin epinoral skar doku
olusumu iizerinde olumlu ya da olumsuz herhangi bir etkisinin olmadigin1 gostermektedir.

Primer sinir anastomozu sirasinda kullanilan epindral dikis sayisi, sinirin ¢apina ve
uclar arasindaki gerime bagli olarak degismektedir. Genel olarak kabul edilen goriis sinir
uclar arasinda gerginlik olusturmayacak sekilde miimkiin olan en az sayida dikis kullanarak
anastomoz yapmaktir. Giddins ve ark. kadavra median siniri iizerinde yaptiklar1 ve kullanilan
farkli kalinhktaki dikis materyallerinin tensil giic {iizerindeki etkisini arastirdiklari
calismalarinda, median sinir onarimi i¢in 9-12 adet dikis kullanmislardir (42). Ploncard ise,
ratlar lizerinde yaptig1 ve farkli epindral dikis tekniklerini karsilastirdigl ¢aligmasi sonrasinda,
8 adet epinoral dikis kullanilarak yapilan sinir onarimlarinin 4 adet epinéral dikis kullanimina
oranla elektrofizyolojik ve histolojik olarak daha iyi sonuclar verdigini saptamistir (104).
Harris ve ark. uclar arasindaki gerilimi ortadan kaldiracak sekilde miimkiin olan en az sayida
dikis kullanmanin, olusacak olan epindral skar dokusunu azaltmak agisindan 6nemli oldugunu
ve onarim alaninda olusacak olan fizyolojik fibrin pihtinin sinir uclarinin uygun dogrultuda
kalmasina biiyiik Olgiide katki saglayacagimi vurgulamislardir (49). Esas amaci sinir
onarimlarinda kullanilacak en uygun dikis sayisinin saptanmasi olmamasina ragmen,
yaptigimiz c¢alismanin sonuclarindan 2 ve 6 adet dikis kullanilarak yapilan epinoral
onarimlarini karsilastirmak da miimkiin olmustur. PRP uygulanmayan ve 2 adet epinoral dikis
ile onarim yapilan Grup 2 ile PRP uygulanmayan ve 6 adet epindral dikis ile onarim yapilan
Grup 3’lin karsilastirldig tiim degerlendirme parametreleri, bu gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadiginm gostermektedir (p>0,05).

Sinirlerin histomorfometrik degerlendirmesi asamasinda anastomoz distalinden
yapilan sinir sayimlari, ortalama sinir lifi ¢aplar1 ve ortalama akson ¢aplari agisindan cerrahi

uygulanan deney gruplart arasinda anlaml bir fark saptanmamistir (p>0,05).
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Akson capmin sinir lifi ¢capina oranlanmasi ile elde edilen ve rejenere olan sinir
liflerinin matiirasyonunu gosteren 6nemli bir parametre de g-orani’dir. Calismamizda cerrahi
uygulanan gruplardan elde edilen g-oram1 degerleri sham kontrol grubuna ve kontrol sol
bacaga oranla belirgin olarak yiiksek bulunmustur. Sinir onarimi yapilan cerrahi deney
gruplar arasinda ise, Grup 5’in Grup 2 ve 3’den anlamh derecede farkli oldugu (Grup 2 ile 5
icin p=0,008 ve Grup 3 ile 5 i¢cin p=0,02), diger gruplar arasindaki farklarin ise istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 saptanmistir (p>0,05).

Bir¢ok biiyiime faktoriiniin sinir rejenerasyonu iizerine olan etkisi doz bagimlidir ve
ideal konsantrasyonlarda rejenerasyonu artirici etki gosteren bircok biiylime faktorii, yiiksek
dozda uygulanmalart durumunda sinir rejenerasyonunu inhibe edebilmektedirler (16). Bu
nedenle uygulanan PRP igerisindeki biiyiime faktorlerinin diizeyleri onem tasimaktadir ve
diizeyler i¢in en onemli belirleyicilerden birisi hazirlanma yontemidir.

Trombositten zengin plazma hazirlanmasinda kullanilabilecek ¢ok sayida yontem
tanimlanmis olmasina ragmen, klinik kullammda siklikla bu amag¢ i¢in tasarlanmis olan
otomatik cihazlar ve hazir kitler kullanilmaktadir (Harvest Smart PReP system, Friadent-
Schiitze PRP kit vb.). Bu tiir sistemlerin en 6nemli {iistiinliigii, islemlerin kisa siirede
tamamlanabilmesi ve steril sartlarin daha kolay saglanabilmesidir. Bizim calismamizda ise
daha once Aspenberg ve arkadaglarinin da ratlardan PRP hazirlamak icin kullandig tiip
yontemi kullanilmistir (4). Bu yonteminin diger hiicre ayirici sistemler gibi rutin kan bankasi
yontemlerinden ya da otomatik sistemlerden farkli oldugu yonler bulunmakla birlikte, yeterli
diizeyde biiytime faktorii saglayabildigi bilinmektedir. Zimmerman ve ark. klinikte farklh
yontemler ile hazirladiklar1 PRP 6rneklerini karsilastirmiglar ve tiip yontemi ile elde edilen
trombosit sayisinin diger yontemlere oranla daha diisiikk oldugunu, fakat biiylime faktorii

diizeylerinin bundan etkilenmedigini belirtmislerdir (136). Yazarlar bu bulguyu, tiip yontemi
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ile elde edilen PRP’nin igerisinde kalan yiiksek sayidaki beyaz kiirelere ve bunlarin icerdigi
biiylime faktorlerine baglamislardir. Bizim ¢alismamizda ratlarda otolog PRP hazirlanmasinin
giicliigii nedeniyle allojenik PRP hazirlanmasi tercih edilmistir. Bu nedenle de hazirlanan PRP
orneklerinin beyaz kiire inaktivasyonu igin 1sinlanmasi gerekmistir. Bu 1sinlama islemi beyaz
kiireler ile birlikte bunlardan kaynaklanacak biiyiime faktorlerinin bir kisminin da
kaybedilmesine neden olmus ve diger yontemlere gore daha az oranda biiyiime faktorii elde
edilebilmistir. Bu durum otolog olarak uygun sartlarda hazirlanacak olan PRP ile burada elde
edilene oranla daha etkin bir iyilesme elde edilebilecegini diisiindiirmektedir.

Trombositten zengin plazma icerisindeki trombosit sayisinin, sonugta elde edilecek
biiylime faktorlerinin konsantrasyonlar1 ile dogrudan iligkili oldugu ve faktor diizeylerinin
dondriin yas1 ve cinsiyetinden de etkilendigi bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda hiicre ayirici
sistem ile trombosit sayisinin 8 kat artirilmasi sonrasinda, PRP igerisindeki biiylime
faktorlerinden PDGF’nin 5,15 kat, TGF-f’nin 3,4 kat, VGEF’in 6,16 kat, EGF’nin 3,64 kat ve
IGF-T’in 1,07 kat artis gosterdigi tespit edilmistir (37).

Deneysel modellerde ratlardan kan alinmasi sirasinda meydana gelen travmanin bile,
trombosit aktivasyonuna neden olarak biiyiime faktorlerinin invitro ortamda kaybedilmesine
yol acabilecegi belirtilmektedir (4). Tim bu acilardan bakildiginda, farkli dondrlerden
hazirlanan PRP orneklerinin farkli oranlarda biiyiime faktorleri icerebilmesi, yapilacak
karsilastirmali ¢aligmalarin standardizasyonunu gii¢lestirmektedir. Bu nedenle calismamizda,
kullanilan PRP icerisindeki biiyiime faktorii konsantrasyonlart 6l¢iilmemis olmasina ragmen,
tiim deney gruplarinda hazirlanmis olan tek bir iiriin kullanilmistir. Seri santriifiij islemleri
sonrasinda elde edilen trombosit konsantresi plazma ile seyreltilerek, litrede yaklasik 1,5x10"

trombosit iceren PRP elde edilmis ve her denekte cerrahi sahaya esit miktarlarda PRP
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uygulanmistir (0,1 ml PRP ve 2,5 iinite trombin). Bu uygulama deney gruplari arasinda
olusabilecek standardizasyon sorununun kismen de olsa Oniine gegmistir.

Klinikte kullanimi gittikce yayginlasan PRP ile ilgili dikkat edilmesi bazi Snemli
noktalar bulunmaktadir. Ornegin, diisiik trombosit sayisina sahip olan hastalarda kullanilmasi
durumunda etkinliginin diisiik olabilecegi ya da daha yiiksek miktarda kullanilmas1 gerektigi
g6z ard1 edilmemelidir. Yine teorik olarak aspirin gibi trombosit fonksiyonlarin1 6nleyici
ilaglarin PRP’nin etkinliginin azalmasina neden olacag: diisiiniilebilir. Ozellikle trombotik
risk faktorleri olan hastalar i¢in 6nemli bir diger hususta, trombositlerden salinan biiyiime
faktorleri disindaki cok sayida protrombotik mikropartikiillerdir (doku faktorii vb.). Genis
damarlar cevresindeki uygulamalar, bu partikiillerin kan dolagimina karigsma ihtimalinden
dolay1 dikkatli olmay1 gerektirir. Son olarak, kullanilan trombin soliisyonuna iligkin risklerin
oldugunu da bilmek gerekir. PRP’nin aktivasyonu icin gerekli olan trombin soliisyonu
genellikle sigir kaynakli trombin preparatlardan elde edilmektedir ve bu trombine karsi
gelisebilecek antikorlar 6liimciil koagiilopatilere neden olabilmektedir. Buna ragmen, trombin
solisyonunun otolog olarak hazirlanmasi da miimkiindiir. Bu amagla gelistirilmis sistemler
(activAT cihazi, Dideco, a Sorin Group Company, Mirandola, 1talya) daha diisiik
konsantrasyonda olmakla birlikte dondr kamindan otolog trombin elde edilmesini
saglamaktadirlar ve bu sayede sigir kaynakli trombin ile olusabilecek sorunlarin Oniine
gecmektedirler (63). Otolog trombin ise, hazirlik asamasinda alkol kullanilmasini
gerektirmesi diginda bir risk faktorii tastmamaktadir. Nitekim bu sistem ile hazirlanan trombin
icerisinde bulunan % 1,18 oranindaki etanoliin, spinal cerrahiler sirasinda ¢evre sinir dokular
tizerinde negatif bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir (33).

Sonug olarak, sinir rejenerasyonu iizerinde etkileri oldugu bilinen ¢ok sayida biiyiime

faktorii bulunmaktadir ve PRP bu biiyiime faktorlerinin bircogunu icermektedir. Farkli bircok
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alanda etkisi gosterilmis olmasina ragmen, bu ¢alisma PRP’nin sinir rejenerasyonu tizerindeki
etkilerini ortaya koyan ilk calismadir ve elde edilen bulgular, PRP’nin sinir rejenerasyonunu
artirmak amaciyla kullanilabilecek bir iiriin oldugu diisiindiirmektedir.

Elde edilen bulgulardan, istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte 6 dikis ile
onarim yapilan gruplarin 2 dikisle onarim yapilan gruplara oranla daha iyi bir iyilesme
gosterdigi gozlenmistir. Ayrica gerek 2 dikis gerekse 6 dikise ek olarak kullanilan PRP’nin
sinir rejenerasyonunu olumlu yonde etkiledigi, fakat miyelin kalinlig1 ve latans degerleri gibi
degiskenler goz Oniine alindiginda bu etkinin yalmzca 6 dikis ile birlikte kullanilan PRP
grubunda istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenmistir. Bu bulgular dogrultusunda primer
onarima olanak saglayan sinir yaralanmalari i¢in Onerilebilecek olan tedavi yaklagimi,
iyilesmenin hizlandirilmasi ve niteliginin artirilmasi icin 6 adet epindral dikis ile onarim
yapilmasi ve cerrahi alana ek olarak topikal PRP uygulanmasidir.

Rekombinan yolla hazirlanmis biiyiime faktorlerine kiyasla ucuz olmasi ve ozellikle
hazir sistemler kullanildiginda kisa siirede, otolog olarak hazirlanabilmesi PRP’nin iistiin
yanlaridir. Ote yandan PRP’nin rejenerasyon iizerindeki etkisi ieriginde bulunan faktorlerin
birbirleri ile olan etkilesimlerinin sonucuna baghdir ve bu etkinin saglamasi i¢in gerekli en
uygun trombosit sayisini ve biiylime faktorleri diizeylerini ortaya koyacak ileri caligmalara
gereksinim vardir. PRP’nin deneysel hayvan modellerinde sinir rejenerasyonu iizerine olan
etkilerin klinik uygulamalara uyarlanabilmesi, bu amacla yapilacak ek klinik calismalarn da

gerektirmektedir.
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OZET

Periferik sinir yaralanmalarindan sonra sinir hiicresinde gozlenen degisiklikleri
inceleyen ve rejenerasyonun gelistirilmesi i¢in yeni yontemler tanimlamayi amaclayan ¢ok
sayida deneysel ¢alisma olmasina ragmen, sinir yaralanmalar1 6nemli bir sorun olmaya devam
etmektedir. Bu calismada, icerisinde yiiksek oranda biiyiime faktorleri igeren trombositten
zengin plazmanin (PRP) sinir iyilesmesi {izerine olan etkinligini arastirmak amag¢lanmstir.

PRP, 5 adet Wistar tipi disi sicandan intrakardiak girisim yolu ile elde edilen kandan
hazirlandi. PRP icerisinde trombositler 1,5 x 10" trombosit/L. oraninda konsantre edildi.
Hazirlanan PRP operasyon sahasina trombin ile birlikte uygulandi.

Cerrahi islemler i¢in 40 adet Wistar tipi disi si¢an kullanildi. Ketamin (50 mg/kg-IM)
anestezisi kullanilarak, sag arka ekstremitede calisildi. Hayvanlar 5 gruba ayrildi. Grup 1
(n=4): Siyatik sinir, siyatik c¢entikten bifurkasyona kadar olan c¢evre dokulardan
serbestlestirildi ve sinire ek bir islem yapilmadi. Diger cerrahi gruplarda sinir bifurkasyonun 1
cm proksimalinden keskin bir mikromakas ile kesildi. Grup 2 (n=8): 2 adet epinoral siitiir ile
onarim, Grup 3 (n=8): 6 adet epinoral siitiir ile onarim, Grup 4 (n=10): 2 adet epinéral siitiir
ile onarim + PRP ve Grup 5 (n=10): 6 adet epinoral siitiir ile onarim + PRP.

Postoperatif 90. giinde deneklere yiiriime analizi ve elektromiyografi yapildi. Denekler
sakrifiye edilerek 1slak kas agirligi, kas ve sinir histomorfometrik analizleri yapildi. Veriler
Mann Whitney-U yontemi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi.

Siyatik fonksiyon indeksi sonuglaria gore Grup 2 ve Grup 5 arasindaki fark anlamh
idi (p=0,02). PRP uygulanan gruplarin elektromiyografide daha kisa latans degerine sahip
olduklart (p<0,02) ve histolojide daha kalin miyelin tabakasi icerdikleri bulundu (p<0,01).
Epinoral skar doku indeksi, 1slak kas agirliklar1 ve kas histomorfometrik degerlendirmesi
acisindan sonuglar Grup 4 ve Grup 5’de Grup 2 ve Grup 3’e gore daha iyiydi, ancak gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli iyilesme farki saptanmadi.

Sonug olarak PRP kolaylikla hazirlanabilen bir iiriindiir ve sonuglar ratlarda tek doz
uygulanan PRP’nin sinir iyilesmesini olumlu yonde etkiledigini gostermektedir. Bu etki

muhtemelen trombositlerin aktivasyonu ile ortama salinan biiyiime faktorlerine baglidir.
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SUMMARY

Nerve injuries still represent a major problem, although a substantial amount of
experimental work concerning basic behavior of the neuron after injury and new ways to
improve regeneration have been described. We aimed to study the effect of platelet rich
plasma (PRP) that includes concentrated growth factors in peripheral nerve healing.

The PRP was prepared from the blood of five Wistar type female rats by intracardiac
puncture. The platelets were concentrated up to 1.5 x 10" platelet/L. and were applied on the
surgical area with thrombin.

Forty Wistar type female rats were used for surgical procedures. We studied on the
right hind-limbs of the animals under ketamine-HCI anesthesia. The animals were separated
into five groups. Group 1 (n=4): The right sciatic nerve was only dissected from the sciatic
notch to the bifurcation. In all other surgical groups, the nerve was transected at 1 cm
proximal to the bifurcation with a sharp pair of microscissors. The nerve repair was performed
as follows: Group 2 (n=8): Epineural repair with 2 sutures, Group 3 (n=8): Epineural repair
with 6 sutures, Group 4 (n=10): Epineural repair with 2 sutures + PRP and Group 5 (n=10):
Epineural repair with 6 sutures + PRP.

Walking track analysis and electromyographic studies were performed 3 months
postoperatively. Thereafter, animals were sacrificed and histomorphometric analyses of the
muscle and nerve tissue were done. Mann Whitney-U test was used for the statistical analysis.

The results of sciatic function indices revealed a statistically significant difference
between the Group 2 and 5 (p=0.02). The groups that were exposed to PRP have shorter
latancy time in electromyography (p<0.02) and thicker myelin layer in histological evaluation
(»<0.01). Group 4 and 5 were favorable than Group 2 and 3 when evaluated for epineural scar
tissue index, muscle weights and histomorphometric analysis of muscle, but the differences
between the groups were not significant (p>0.05).

In conclusion, PRP is a product that can be easily prepared and the result show that
single injection of platelet concentrate can improve nerve healing in rats. This effect is

probably due to the growth factors that are released from the platelets during activation.
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