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1. GIRIS

Bu ylizyilin basinda saglam sinir ve yarali sinir arasinda end-to-side
koaptasyonun (ug-yan sinir onarimi) cerrahi olarak yaratilmasi yaklagimi ortaya
atilmistir. Fikir, donér sinirin innerve ettigi bolgenin innervasyonu bozulmadan
daha Onceden denerve olan bdlgenin reinnervasyonunu kollateral olusumu ile
saglamakti. Bu metodun ikinci bir olas1 faydasi ise kisa mesafe reinnervasyonu
icin uzun sinir greftlerinden kaginilmasidir. End-to-side koaptasyonun onarici
potansiyeli birgok arastirmaci tarafindan incelenmistir. End-to-side koaptasyon
caligmalarinda periferal kokten motor ve duyusal aksonlarin biiyilimesi
gozlenmistir. Kesilmis bir sinirin end-to-side onarimi fonksiyonel motor
innervasyonun olusmasini sagladigi da gosterilmistir. Birlesim yerinde epindrium
ve perindriumun g¢ikartilmasi reinnervasyon sansini attirdigr diisiiniilmektedir,
ancak aksini savunan ¢alismalarda mevcuttur.

Bununla beraber end—to-side koaptasyon ile yaratilan sinir baglantisinda
duyusal iyilesmeyi arastiran ¢alismalar hala smirlt olup, sicanlardaki siiral sinir
hasarlanmalarin1 onarmada, tibial sinirin motor sinir kopriisii olarak kullanildig
caligmalardaki etkinligin gdsterilmesinde; koaptasyon bdlgesindeki aksonal
rejenerasyonu histomorfometrik olarak belirleme, elektrofizyolojik testler ve
nosiseptif cilt ¢cimdikleme testi ile ayak derisinde agr1 duyarliliginin iyilesmesini
gosterme parametreleri kullanilmis ve iliskilendirilmistir.

Bu calismada ratlardaki duyusal sinir defektlerinin onariminda motor sinir
koprist kullaniminin; denerve cilt bolgesindeki etkilerinin NCAM (' Anti-neural

cell adhesion molecule ) kullanilarak saptanmasi amag¢lanmis olup, bu konuyla



ilgili daha Once yapilmis bir calisma bulunmamaktadir. Gergeklestirilecek
caligmada siiral sinir defektini onarmada, tibial sinirin koprii olarak kullanildigi
end-to-side koaptasyon (ug¢-yan anastomoz) teknigini; opere edilmemis, siiral
sinirde defekt olusturulmus ve siiral sinir defekti ug-uca onarilmis rat gruplarinda
karsilastirmak ve etkiligini ciltteki serbest sinir sonlanmalarinda test etmek
amaclanmistir. End organ (cilt) etkilerini test etmek amaciyla tiim ndronlardan
erken ve ge¢ gelisimsel donemde eksprese olan, néronlarla komsulugu bulunan ve
tiim hiicrelerle baglantis1 bulunan NCAM aktivitesi kullanilacaktir. Calismanin
temel amaci denerve alanlara sahip ratlardaki NCAM aktivitesinin innerve ve
reinnerve oldugu diisliniilen cilt bolgelerine sahip ratlardaki NCAM aktivitesiyle
karsilastirmaktir.

Agriya karsi cilt duyarliligini test etmede nosiseptif cilt ¢imdikleme testi
(skin pinch test) kullanilarak daha 6nce yapilmis arastirmalarda haritalanmis siiral
sinir innervasyon alanindaki denervasyon ve reinnervasyon bagarisida test

edilerek arastirmay1 giiglendirmek bir bagska amag olarak 6ngoriilmiistiir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Tarihce

Periferik sinirler omurgadan cilt, adale ve organlara uzanan ve oldukca
uzun seyirleri nedeniyle degisik bodlgelerde travmaya maruz kalan, benzeri
olmayan yapilardir (1). Periferik sinirler mekanik, termal, kimyasal, konjenital ve
patolojik nedenlere bagli olarak yaralanabilirler. Sinir onarimindaki basarisizlik
duyu kaybina, kaslarda fonksiyon kaybina ve agrili noropatilere neden olmaktadir
(2).

Periferik sinir yaralanmalarinin tamir edilebilecegi 200 yildan beri
bilinmektedir (3). Kayith tip tarihine bakildiginda, Galen (M.S. 2.YY) zamaninda
sinir rejenerasyonunun miimkiin olmadig1 disiiniiliiyordu. Sinir onarimi konsepti
tanimlandiktan sonra pek ¢ok cerrahi teknik de buna paralel olarak denenmis ve
gelistirilmistir. Bunlardan bazilari; epinoral flep siitiirleme, siitiirden Once
sinirlerin tanjansiyel olarak boliinmesi ve side-to-side onarimdi.

Zaman igerisinde 1795 yilinda Haighton, 1842 yilinda Muller periferik
sinir cerrahisi konusunda oldukca degerli ¢calismalar yapmis ve yayinlamiglardir
(4). 1847 yilinda 11 yasindaki bir hastanin median sinirinin dikilmesi ve tam bir
tyilesmenin saglanmasi sinir onarimi hakkinda bilinen ilk girisimdir ve Paget
tarafindan yaymlanmistir (5). Waller, kurbagalarin hipoglossal ve glossofaringeal
sinirlerinde travma distalindeki degisiklikleri tarif etmis ve distal giidiikte
meydana gelen “Wallerian Dejenerasyon” siirecini tamimlamstir (3,5). Daha sonra
Hueter tarafindan periferik sinirde epindral onarim metodu tanimlanmistir (6).

Takiben, 1906 yilinda Cajal tarafindan giimiis boyama yontemiyle aksonal



rejenerasyonun varligl gosterilmistir (7). Ancak sinir onariminda stirekli ve tutarl
bir sonucun alinmamasi 19. yilizyll boyunca bu alandaki ilginin fazlaca
artmamasina neden olmustur.

Silas Weir Mitchell, 1.inci diinya savasi sirasindaki sinir yaralanmalariyla
ilgili deneyimlerini “’Injuries of Nerves’’ isimli kitabinda toplamustir. ikinci
diinya savasi sirasinda ise Sir Herbert Seddon ve Barnes Woodhall primer sinir
onarimi, sekonder sinir onarimi ve sinir greftlemede sonucglart ve g¢esitliligi
tizerinde calismiglardir. Sir Sydney Sunderland, sinir cerrahisi ile ugrasan
klinisyenlere olduk¢a onemli katkilar saglayan, periferik sinirlerin i¢ yapisi
hakkinda ayrintili bilgiler sunmustur (4).

2.2. Periferik Sinir Histolojisi

Sinir lifleri ektodermal orijinli, 6zel kiliflarla sarilmis aksonlardan
ibarettir. Sinir lifleri demetleri beynin ve spinal kordun traktuslarin1 ve periferik
sinirleri olusturur. Sinir liflerinin kiliflari, liflerin santral veya periferal sinir
sisteminde olusumuna gore farkliliklar gosterir. Erigkin sinir dokusundaki ¢ogu
akson, kilif hiicresinin tek ya da birden fazla katlar ile kaphdir. Periferik sinir
liflerinde bu kilifi; schwann hiicreleri, santral sinir liflerindeyse oligodendrositler
olusturur. Kiiciik capli aksonlar ¢ogunlukla myelinsiz sinir lifleridir. Gittikge
kalinlasan aksonlar genellikle artan sayilardaki konsantrik hiicre kiliflariyla
sarilmigtir. Myelin kiliflar tarafindan sarilmis olan liflere myelinli sinir lifleri
denir (8). Sinir impulsunun aksonal iletimi biiyiik ¢apli ve kalin myelin kilifl
aksonlarda daha hizlidir. Periferik sinir fibrilleri, ¢aplarina ve ileti hizlarina gore 3

gruba ayrilirlar:



Grup A sinir fibrilleri; 1-20 um caplarinda ve ileti hizlar1 5-120 m/sn olan
myelinli somatik afferent ve efferent sinir fibrilleridir.

Grup B sinir fibrilleri; 1-3 um ¢apinda, ileti hiz1 3-15 m/sn olan myelinli,
efferent preganglionik, otonomik sinir fibrilleridir.

Grup C sinir fibrilleri; 0,5- 2 um c¢apinda, 0,5- 2 m/sn ileti hizinda,
myelinsiz, efferent postganglionik otonomik sinir fibrilleridir (9).

Periferik sinir sisteminde sinir lifleri sinirleri olusturmak iizere gruplar
halinde toplanir. Birka¢ cok ince myelinsiz lifden olusan sinir disinda, sinirler
myelin kapsamlar1 nedeniyle beyaz renkte goriiliirler (8). Sinir fibrilleri, yogun
konnektif doku tarafindan sarilmistir. Periferik sinirlerin konnektif doku stromasi,
lokalizasyona da bagli olarak, 3 tabakadan olusur; Epinorium, perinérium,
endondrium (10).

Epinérium: Internal epindrium sinirleri ve tek tek fasikiilleri sarar.
Vaskiiler yapilar sinire bu tabakadan girerler. Internal epindrium dis basinglara
kars1 yastiklama gorevi goriir. Eksternal epindrium ise longitudinal ve lateral
hareketlere izin verir. Ayrica epindriumda fibroblastlar bulunur, bu hiicreler
enflamasyona cevap verir ve epindriumu kalinlastirir (3,11).

Perinorium. Fasikiilleri sarar. Kollojen ve elastik lifler icerir. Kan-beyin
bariyerinin devami gibi fonksiyon gostererek difiizyonu kisitlar, intrandral iyonik
cevrenin stabilitesini korur, enfeksiyonun yayilmasini engeller (3,12,13).

Endonérium: Kollajendz bir doku olup, perindriumun i¢ tarafindadir ve

aksonlar1 sarar. Bu tabakada elastin lifler yoktur ve fibroblastlar ¢ok az sayidadir.



Endondral tiip yapisina katilir. Bu yapiya Schwann hiicrelerinin olusturdugu
miyelinli aksonlarda dahildir (3,14).

Fasikiil: Cerrahi olarak girisim yapilabilen en kii¢iik sinir {initesidir.
Endondrium tarafindan sarilmig akson gruplarindan olusur. Fasikiiller, kendi
icinde sinirin uzun aksi boyunca giden alt birimlere (aksonlara) ayrilamazlar;
clinkli aksonlar arasi baglantilarla olusan intrandral pleksus yapist mevcuttur
(3,14)

Fasikiil grubu: Ug-alt1 fasikiiliin bir araya gelmesiyle olusan fasikiil
gruplarinda, fasikiiller arasinda epindrium bulunmaz. Bu gruplarin etrafi internal
epindriumla sarilir. Interfasikiiler baglantilara ragmen, fasikiil gruplar tek tek
fasikiillere ayrilabilirler. Modern periferik sinir cerrahisinde, fasikiil gruplarin
anatomisinin bilinmesi son derece 6nemlidir (3,14).

Periferik sinir sisteminin temel hiicresel yapilar1 ise néronlar ve Schwann
hiicreleridir. Noron, bir hiicre govdesi ve hedef organa ulasan aksonal uzantidan
olusur. Motor néronun hiicresel gévdesi spinal kordun 6n boynuzunda lokalize
iken, duyusal noronlar arka kok ganglionunda bulunurlar. Schwann hiicreleri

aksonal ¢ikintilar1 sararlar (14).
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Sekil 1. Periferik sinir anatomisi (horizontal kesit)

2.3. Periferik Sinir Yaralanmalarimin Siniflandirilmasi

Sinir yaralanmalarinin siiflamasi 1947 yilinda Seddon ve 1951 yilinda
Sunderland tarafindan yapilmistir (15,16). Sinir yaralanmalar1 hasarlanan sinir
komponentlerine, fonksiyona ve spontan iyilesme olup olmamasina gore
siniflandirilir (Tablo-1).

Yaralanmanin derecesinin bilinmesi tedavinin belirlenmesi agisindan
Oonemlidir. Noropraksi kompresyon hasari sonrast meydana gelen akut bir
demyelinizasyon durumudur. Aksonal devamlilik vardir, ancak ileti yoktur. Bu
durum yeni myelin yapimina kadar (saatler, haftalar icerisinde) klinik yansimasini
korur, daha sonra kendiliginden diizelir. Tam motor paralizi mevcuttur, duyusal
ve sempatik fonksiyonlar genellikle korunmustur. Aksonotmezis, endondral
tiplerin intakt kaldigi ancak aksonal devamliligin kayboldugu ve distalde

Wallerian dejenerasyonun olustugu daha ciddi bir yaralanma tiiriidiir.



Fonksiyonun geri donmesi i¢in gegmesi gereken siire, aksonal rejenerasyon ve

hedef dokudaki reinnervasyon siirecinin hizina baghdir (17).

Tablo 1. Sinir yaralanmalarinda siniflama (2,14).

SEDDON SUNDERLAND

o Noropraksi
Noropraksi 1.derece yaralanma e Lokal miyelin hasari

e Dejenerasyon yok

e Endondral tip korunmus
2.derece yaralanma
e Aksonal dejenerasyon var

Aksonotmezis e Endondral tiip dejenere
3. derece yaralanma e Perindrium intakt

e Aksonal dejenerasyon var

4. derece yaralanma e Sadece eksternal epindrium intakt

Norotmezis 5. derece yaralanma e  Sinir tamamen ayriimistir

2.4. Periferik Sinir Hasarlanmasin1 Takiben Gelisen Olaylar

Periferik sinirin siddetli yaralanmasi sonucunda, yaralanmanin siddetine
bagli oranda distal (wallerian) ve proksimal aksonal dejenerasyon olusur (Sekil
2.1). Eger yaralanma ndron Oliimiine yol agmazsa, basarisizlikla veya etkili
fonksiyonel restorasyonla sonuglanabilecek rejenerasyon siireci baslar. Aksonal
devamlilig1 kesintiye ugratmaya yetecek orandaki yaralanmalarda dejenerasyon
olusur. Distal sinirin wallerian dejenerasyonu, aksonal ayrilma noktasindan,
sinirin nihai sonlandig1 noktaya kadar akson ve ¢evreleyen myelinin parcalanmasi

ile olusur (18,19).




Aksonal kesintinin proksimalinde akson son korunan internoda kadar
sinirlt bir dejenerasyona gider. Aksonal dejenerasyon distal giidiikte gozlenene
benzer (20). Sinir rejenerasyonu, proksimal giidiikten disa biiylime seklinde olur
ve bu, dejenere distal sinirin otorejenerasyonu seklinde degildir. Yirmidort saate
kadar degisebilen bir siire sonrasinda proksimal kesik akson ucu biiyiime konisi
seklinde bir cikint1 yapar (Sekil 2.2). Ileriye dogru biiyiime, akson ucundan
proksimale dogru birkag segmentlik Ranvier bogumundan ve biiylime konisinden
dallarin filizlenmesiyle birlikte u¢ kismin ilerlemesiyle olusur (20, 21). Yirmidort
saatin sonunda birkag filiz yaralanma alanina ulasir ve gelisen skarin yaralanma
alania penetrasyonu, ikinci veya iigiincii giin gerceklesir. Proksimal gilidiikten
disar1 aksonal filizlenmeye, terminal uydu hiicrelerden koken alan Schwann
hiicreleri eslik eder (22). Biiylime konisi proksimal kesik aksonun ucundaki
aksoplazmik biliylime alanidir, internal aktin filamentler ve miyozin igerir ve
membran1 disa ¢ikinti yapan, ameboid tarzda kasilan pek cok filopod igerir
(18,23). ileri dogru hareketin kismen bu filopodal ¢ikintilarla olusturuldugu
goziikkmektedir.

Filopod tarafindan uygun bir tutunacak madde ( Schwann hiicre membrani
gibi) algilandiginda yapisma olusur. Membranlar arasi geg¢is olayir ile internal
aktin filamentler kararli hale gelir ve retraksiyon olustugunda biliyiime konisi ileri
dogru cekilir. Akson ve igerikleri tutunmus filopoda dogru itilir ve akson ayni
dogrultuda uzar (24,25). Bir aksondan bir¢ok filopod, sinir fiberinden asagiya bu
sekilde gelisebilir, veya gelisigiizel sekilde dallanabilir veya geriye kendine dogru

bliyiiyebilirler. Hedef organla bir filiz baglanti kurdugunda, diger filizler dejenere



olur ve tek bir akson olgunlasir (22) (Sekil 2.3). Bu tek akson proksimalden
distale Schwann hiicreleriyle sarilir, ve sadece birka¢ aksonun eski endondral
tabakaya girdigi goriiliir. Rejenere filizler, yeni schwann hiicre ara ylizeyi
boyunca ilerlerler. Myelinizasyon ug¢ organ degil, ana akson tarafindan belirlenir
(26). Biiyiime yonii ve biiylime konisinin sekli, glizergahi {izerindeki mekanik
faktorlerden etkilenir. Gegilemez bir skar, ilerleyen aksonun biiyiime yoOniinde
degisikliklere veya dallanmasina sebep olur (24) (Sekil 2.4). Bununla birlikte
bliylime konisinin dokular1 delerek gegme yetenegini artiran proteaz (plazminojen
aktivatorleri) salgiladign yoniinde deliller meveuttur (27). Ideal olarak {izerinden
gecilecek skarin olmamasi, ilerleyen aksonun, uygun ug organa rehberlik edecek
olan longitudinal diizenlenmis schwann hiicrelerinin bulundugu distal giidiige
dogru biiylimesini saglar. Schwann hiicreleri periferik sinir hasarini takiben bir
yandan da aksonal rejenerasyon ve maturasyonun saglanmasi amaciyla “Nerve
Growth Factor” (NGF), <“Insulin-like Growth Factor” (IGF-1), “Ciliary
Neurotrophic Factor” (CNTF) ve “Brain-derived Neurotrophic Factor” (BDNF)
isimli faktorlerin sentez ve salimiminda rol alirlar, ayrica ekstraselliiler proteinleri

sentezlerler (28,29).
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Sekil 2. Periferik sinir rejenerasyon siiregleri

2.5. Periferik Sinir Onarim Teknikleri

Yaralanmig periferik sinirin onarim tekniginin planlanmasinda, sinirin
fonksiyonel 6nemi, duyusal ve motor liflerinin orani, fasikiillerin sayis1 ve ¢api ile
epindral dokunun miktar1 6nemli rol oynar. Periferik sinir onariminda, ug-uca
onarim altin standarttir. Ug-uca periferik sinir onarimi, “epindral siitiir”, “grup
fasikiiler siitiir” ya da “tek tek fasikiiler siitiir” gibi birka¢ farkli yontemle

yapilabilir. Epindral siitiir tekniginde, kesik sinirin proksimal ve distal giidiikleri

cevre dokulardan serbestlestirilir. Epindral damarlar ya da uygun c¢aptaki fasikiil
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gruplar1 gibi devamliligi olan anatomik yapilar karsilikli getirilir ve gilidiiklerin
epindriumlar1 birbirine siitiire edilir. Fasikiiler grup tekniginde, proksimal ve
distal giidiikteki fasikiil gruplar1 intrandral diseksiyonla ortaya c¢ikarilir. Her iki
uctaki uygun gruplar karsilikli getirilerek fasikiil grubu etrafindaki internal
epindriumlar karsilikli siitiire edilir. Tek tek fasikiiler siitiir tekniginde ise,
intrandral diseksiyonla fasikiiller ortaya cikarilir ve fasikiiller karsilikli tek tek
stitiire edilir. Bu islem epinoral siitiirle de desteklenebilir (3,11,14).

Ug-uca onarimmm mimkiin  olmadigi, defektli periferik sinir
yaralanmalarinda en yaygin olarak kullanilan teknik otojen sinir greftleri ile
onarimdir (30). Otojen sinir greftinin kullanilmasinin amaci, bazal lamina ile
birlikte Schwann hiicrelerini igeren bir tiip saglanmasidir. Boylece proksimal sinir
ucundan rejenere olan aksonlar bu tiip araciligiyla distal giidiige ulasirlar. Distal
giidlige ulastiktan sonra, bunun i¢inde ilerleyerek hedef organa varirlar. Schwann
hiicrelerinin sentezledigi norotrofik faktorlerin de bu rejenerasyona katkisi oldugu
distiniiliir (2). Greftler ilk 2-3 giin cevreden difiizyonla beslenirler. Deney
hayvanlan ile yapilan calismalarda, 4.-5. giinlerde greft revaskiilarizasyonunun
maksimuma ulastigi gosterilmistir (31,32). Klinik uygulamada en sik kullanilan
otojen sinir grefti siiral sinirdir. Longitudinal bir insizyon yada kii¢iik transvers
insizyonlarla 40 cm’ye kadar greft alinabilecegi bildirilmistir (33). Postoperatif
donemde ayak lateralinde hipoestezi ortaya ¢ikar; bu nedenle preoperatif donemde
lokal anestetiklerle stiral sinir blogu yapilarak, hastaya ameliyat sonras1 olusacak
duyusal defektin gosterilmesi Onerilir. Ayrica donér sinir sahasinda olusan

ndroma da sik rastlanan bir morbiditedir (14). On-koldaki duyusal sinirler de greft
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materyali olarak kullanilabilirler (34). Medial antebrakial kutan6z sinirden 10 cm,
lateral antebrakial kutandz sinirden 20 cm’ye kadar sinir grefti elde edilebilir
(34,35). Ancak bu sinirlerin greft olarak alinmasindan sonra 6nkol radial ve ulnar
tarafinda, bazen tenar bolgeye de yayilabilen duyu kayb1 ortaya ¢ikar. Bu durum,
Ozellikle median sinir kesisinin de eslik ettigi vakalarda istenmeyen bir durumdur.
Defektin boyutu ve greftin fasikiiler yapisi, kullanilabilecek greft segeneklerini
kisitlayabilir. Greftin cap1 arttik¢a perfiizyon ve revaskiilarizasyon orani azalir,
greft nekrozu riski artar. Kullanilabilecek maksimum greft uzunlugu ile ilgili
kesin bir bilgi bulunmamakla birlikte, 1,5-7 cm olmasi1 gerektigini bildiren
caligmalar mevcuttur (33,35,36).

Sinirdeki defekt biiylik ise yada kotii vaskiilarize alici yataga greft konmasi
gerekiyorsa vaskiilarize sinir greftleri tercih edilir. Vaskiilarize ulnar sinir ve
vaskiilarize stiral sinir greftleri en popiiler olanlaridir (36,37). Vaskiilarize sinir
greftleri tek bir trunkal greft gibi kullanilabilecegi gibi yine ayni pedikiilden
beslenen 2 ya da 3 paralel kablo greft gibi uygulanabilir (38). Vaskiilarize sinir
grefti i¢in Onerilen donér sinirler Tablo-2’de belirtilmistir (14, 33). Vaskiilarize
sinir greftlerinin klinik kullanimi oldukg¢a kisithdir; ¢linkii biiylik arterlerin
harcanmasi gerekebilir ya da eslik eden arter ¢cok ince oldugunda teknik olarak
uygulama giiclesir. Vaskiilarize sinir greftlerinin, vaskiilarize olmayan greftlere
sinir iyilesmesi agisindan bir {istiinliigli oldugunu belirten yayin literatiirde mevcut
degildir. Ama sinir defektinin biiylik oldugu durumlarda, masif deri defektlerinde
ve alict alanin vaskiilarizasyonu koétii oldugunda ise vaskiilarize sinir grefti

kullanimi gerekmektedir (2).
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Tablo 2. Vaskiilarize sinir grefti olarak kullanilabilecek dondr sinirler ve arterleri

Donér sinir Besleyici arter
Siiperfisial radial Radial arter
Ulnar Superior ulnar kollateral arter
Siiral Siiperfisial siiral arter
Anterior tibial Anterior tibial arter
Siiperfisial peroneal Siiperfisial peroneal
Safendz Safendz arter

Defektli periferik sinirlerin onariminda otojen ven grefti kullanimi

uygulanan diger bir yontemdir. Chiu ve Strauch tarafindan duyusal sinir
defektinin onariminda ven grefti kullanilmasiyla basarili duyusal reinnervasyon
bildirilmistir (39).
Daha sonraki deneysel ve klinik calismalarda, uzun ven greftlerindeki kollaps
nedeniyle iyi sonuglarin ancak 3 cm ve altindaki sinir defektlerinin onarimindan
elde edilebildigi gosterilmistir (40). Baz1 arastirmacilar ven greftlerindeki kollapsi
engellemek amaciyla ven greftinin i¢ini pargalanmis sinir (41-43) ya da kas
dokusu (44,45) ile doldurarak kullanmislar; ancak bu kombine teknikle de en iyi
sonuclar 3 cm’nin altindaki defektlerde elde edilmistir (41,42,44).

Son 20 yilda, sinir defektlerinin onariminda sentetik tiiplerin kullanildig:
deneysel ve klinik caligmalar yapilmistir. Dahlin ve Lundborg 5 mm’nin altindaki
defektlerde silikon tiip kullanarak basarili sonuclar bildirmislerdir (46). Stanec,
politetrafloretilen tiip kullanarak {ist eksterimetede basarili sonug bildirirken; Pitta

inferior alveolar ve lingual sinir defektinin onarimi sonrasinda, bu ydntemle
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tyilesmenin yeterli olmadigimi goézlemlemistir (47,48). Silikon polimer tiip
kullanim1 sonras1 meydana gelebilen yabanci cisim reaksiyonu nedeniyle sentetik
materyallerin ¢ok kiigiik defektlerde kullanilmasin1 6neren yayinlar da mevcuttur
(49). Yabanci cisim reaksiyonlarmin goriilmesiyle birlikte poliglikolikasitten
tiretilen emilebilir materyaller kullanilmaya baslanmistir (50). Bu materyaller
gecirgen olmamalari nedeniyle uzun defektlerin onariminda kullanilamazlar. Bu
materyallerin kullanim1 ancak 5 mm’nin altindaki defektlerde alternatif bir
yontemdir (7).

Biiyltik bir periferal sinirin ciddi derecede hasarlandigi durumlarda
rekonstriiktif ndrocerrahide proksimal sinir kokii duysal veya motor aksonlarin
kaynagi olamaz. Bu tarz yaralanmalar sonrasinda c¢apraz sinir transferi bir gesit
tyilesme saglayabilir. Bu prosediir ile dondr néronlar1 kendi orijinal hedeflerini
unutup bagka bir bolgeye yonlenmeye zorlanirlar.

Bu ylizyilin basinda saglam sinir ve yarali sinir arasinda end-to-side
koaptasyonun cerrahi olarak yaratilmasi yaklagimi ortaya atilmistir. Fikir donor
sinirin innerve ettigi bolgenin innervasyonu bozulmadan, onceden denerve olan
bolgenin reinnervasyonunu kollateral olusumu ile saglamaktir. Bu metodun ikinci
bir potansiyel faydasi ise kisa mesafe reinnervasyonu ig¢in uzun sinir greftlerinden
kacimilmasidir (51). Bu fikir yaklasik 100 yil 6nce ortaya atilmasina ragmen (52),
1994°te Viterbo’nun end-to-side koaptasyon sonrasi distal sinir glidiigiinde aksonal
rejenerasyon oldugunu bildirmesine kadar énemsenmemistir (53,54). Viterbo ve
ark. sicanlarda uyguladiklar1 end-to-side koaptasyon modelinde, kesilmis peroneal

sinirin distal ucunu komsu intakt tibial sinire epindral pencere agarak koapte
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etmiglerdir ve bu model en c¢ok uygulanan end-to-side koaptasyon modeli
olagelmistir (55).

Son 10 yilda end-to-side koaptasyon ile ilgili bir¢ok deneysel c¢alisma
yayinlanmistir. Kalliainen (56), Zhang (57) ve Zhao (58) proksimal sinir giidiiglinii
cesitli yontemlerle ortamdan uzaklastiran modeller tasarlamiglardir. Proksimal sinir
giidiigiinii ortamdan uzaklastirmadaki amag, distal ugtaki rejenerasyona katkisini
engellemek ve distal uctaki rejenerasyonun saglam sinirden kaynaklandigini
gostermektir. Lundborg (59) ve Terzis (60) dondr ve alict sinirler arasinda end-to-
side koapte edilmis sinir grefti kullanmislardir. Caplan (61) ve Berteli (62)
siganlarda, agrili noromalarin tedavisine yonelik {ist ekstremite modelleri
tasarlamiglardir. End-to-side sinir onarimu ile ilgili klinik caligmalar ise oldukca
sinirlidir ve genellikle olgu sunumu tarzindadir (62,63).

Viterbo (64) ve Matsuda (65) fasial paralizi onariminda, Kostakoglu (63),
Luo (66) ve Mennen (67) list ekstremitedeki sinir yaralanmalarinin onariminda end-
to-side koaptasyon teknigi ile basarili sonuglar bildirmislerdir. 1998’de Mennen
tarafindan yayimlanan 39 vakalik seri bu konudaki en genis klinik ¢alismadir (67).
End-to-side sinir koaptasyonuyla ilgili ¢aligmalarin artmasiyla birlikte, rejenere
olarak hedef organi reinnerve eden aksonlarin kaynag tartisma konusu olmustur.
Bazi otorler rejenere aksonlarin kaynagi olarak komsu dondr sinirden kollateral
olarak filizlenen aksonlar1 gosterirken (58,68), bir kismi da epindral pencere
acilirken hasarlanan dondr sinir fasikiillerini gostermektedirler (60,69). McCallister
ve ark. defektli sinirin proksimal ve distal ucunu komsu intakt sinire epindral

pencere acarak end-to-side olarak koapte etmis ve proksimal sinir ucundan rejenere

16



olan aksonlarin intakt sinirin epineuriumunu kullanarak distal sinir giidiigiine
ulastigini bildirmislerdir (70). Ozbek ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada benzer
bir model kullanilmis, ancak bu modelde epindral pencere agilmamasina ragmen
benzer sonuglar elde edilmistir (71). Bu deneysel c¢alismalarda peroneal sinir
defektinin onariminda tibial sinir koprii olarak kullanilmistir. Tibial sinir motor
aksonlar icerdigi i¢in peroneal sinirde motor fonksiyonun diizelmesini saglayan
aksonlarin kaynagi net olarak anlagilamamistir. Bu aksonlar peroneal sinirin
proksimal ucundan rejenere olabilecegi gibi, tibial sinirden aksonal filizlenme
yoluyla da rejenere olmus olabilir. Deneysel arastirmalarda olusturulan sinir
kopriilerinde rejenere olan aksonlarin  primer kaynagi hala agikliga
kavusturulamamuistir.
2.6. Sinir Onarim Modellerinde Norotrofik Faktorler ve Sinir
Rejenerasyonunu Degerlendirme

Periferik sinirlerde meydana gelen total kesi yaralanmalarindan sonra
kesinin proksimalinde en distaldeki Ranvier diigiimlerinden baslayan aksonal
tomurcuklanmalar kesinin distaline girer ve hedef organla temas saglamaya
caligilir. Aksonlarin distale hedef organa dogru ilerlemelerini hizlandiran en
onemli etken, kesinin distalinde olusan Wallerien dejenerasyonuyla buradan ve
distal hedef organdan salinan noérotrofik faktorlerdir (72,73). Wallerian
dejenerasyonda yaralanmanin distalindeki aksoplasma ve myelin temizlenir. Bu
islem kalsiyuma bagli proteolitik enzimlerle yapilir, akson rejenerasyonu i¢in yol
hazirlanir. Wallerian dejenerasyon, makrofajlarin artmasi ve Schwann ticrelerinin

proliferasyonunun tetiklemesi ile baglar. Bu proliferasyon 3. giin pik yapar, 2
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hafta siirer. Artan makrofajlar Schwann hiicre tiipli debrislerini temizlerler . Aym
zamanda “interleukin-1” (IL-1) iireterek jenerasyon i¢in gerekli olan “Nerve
Growth Factor”(NGF), “insiilin- Like Growth Factor” (ILGF) gibi norotrofik
faktorlerin salinmasi i¢in stimulus yaratirlar. Prolifere olan Schwann hiicreleri
bazal membran tarafindan sinirlanarak longitudinal kolonlar seklinde birleserek
"Bunger bandi" n1 olustururlar. Bu destek hiicreleri olarak da anilan makrofajlar
ve Schwann hiicreleri, laminin, fibronektin, NCAM gibi yapisal ve adeziv
ekstraselliiler matriks molekiillerini iretirler . Ayn1 zamanda Schwann hiicreleri
de norotrofik faktorler algilarlar. Bunger bandi rejenere olan akson i¢in kontakt
etkilesim yaratir ve aksonun distale dogru ilerlemesini saglar. Bu arada Schwann
hiicreleri {izerindeki reseptor sayisi da artar . Yapilan deneysel g¢alismalarda
Mitomisin C uygulanarak destek hiicrelerinin proliferasyonu engellendiginde,
sinirlerde rejenerasyonun olmadigi goriilmiistiir.

Schwann hiicreleri ve makrofajlar, periferal sinir rejenerasyonu icin
zorunlu hiicreler olup, rejenerasyon siirecinde sayilar artar, biyoaktif molekiiller
salgilarlar ve akson migrasyonu igin gerekli olan iskelet yapiy1 olustururlar. Sinir
yaralanmas1 sonrast bifazik tarzda bir norotrofik faktor olan “Nerve Growth
Factor” (NGF) sentezlenir. Ilk sentezlenme fazi, proksimal ve distal sinir
uclarinda gergeklesir ve yaralanmadan sonraki ilk 6 saatte olur. Ikinci faz ise,
yaralanmadan 2-3 giin sonra prolifere olan makrofaj ve Schwann hiicrelerinin
sayilarinin artmasi ile korele olarak goriiliir.

Tipki NGF gibi diger norotrofik faktorler de, sinirin iginde olup yaralanma

sonrasi az miktarda agiga cikarlar. Bunlar bir dongii baslatirlar ve pek cok

18



kaynaktan norotrofik faktor salinir (Tablo-3). Denervasyon sonrasi zamanla kas
atrofisi ve bunun fonksiyonel sonuglar1 insanlarda ve hayvanlarda deneysel olarak
calisilmistir. Periferal sinir rejenerasyonu gen terapi modellerinin gelismesi ile
karakteristik genetik markerlar tespit edilmistir. Sinir yaralanmasi sonrasinda
belirli genlerin ekspresyonunda upregiilasyon oldugu bilinmektedir. Bu genler
primer cevap genleri (“primary response genes”, “immediate early genes”(IEG),
“early response genes) olarak adlandirilirlar. Biiyiime faktorleri yaralanma
sonrasinda verildiginde IEG ekspresyonu engellenmis olur. IEG ekspresyonu
sonrasinda intraselliiler Ca+2 ve CAMP artar.

IEG’lerden bazilar1 sunlardir; c-fos, c-jun ve jun-B. Sinir yaralanmasi ve
Olimiine eslik eden genlere diger Ornekler ise SGP-2 ve hsp-70’tir. Sinir
yaralanmasini takiben sinirde ya 0liim ya atrofi ya da geri doniis olur. Yaralanmis

sinirin geri doniisii biiylime ile ilgili genlerin ekspresyonu (growth related genes)

ve ¢evresel biiyiime ve yasam sinyallerine baglidir.
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Tablo 3. Norotrofik faktorler

e Nerve Growth Factor (NGF)
Norotropinler e  Brain Derived Neurotrophic Factor (BDGF)

e Norotrofin3/4/5/6

e Interleukin -6 (IL —6)
Noropoetik Cytokinler
e Central Nerve Trophic Factor (CNTF)

e Asidic
Fibroblast Growth Factor (FGF)
e Basic

e Insulin Like Growth Factor (ILGF)

e Epidermal Growth Factor (EGF)

Digerleri e Leukemia Inhibiting Factor

e Glial Derived Norotrophic Factor (GDGF)

e Platelet Derived Norotropic Factor (PDGF)

Cevresel faktorler norotrofik faktorleri ve “neurite - promoting faktor” leri
icerir. Gen terapi teknikleri ile norotrofik faktorler ve “neurite -promoting faktor”
ler elde edilerek sinir iyilesmesine pozitif katkida bulunulur (2).

Deneysel sinir onarimi modellerinde sinir rejenerasyonunu degerlendirmek
icin histoloji, morfometri, elektron mikroskopi, sinir ileti hiz1 6l¢timii, kas kitlesi
Olciimii ve elektromiyografi yontemleri kullanilmaktadir (55). Fonksiyonel
degerlendirme amaciyla da, yiliriime analizi sonucu elde edilen siyatik fonksiyonel

indeks ve peroneal fonksiyonel indeks (PFI) kullanilmaktadir (74,75). Duyu
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fonksiyonlarin1 degerlendirmek i¢inde cilt ¢imdikleme (skin pinch test) testi
uygulanmaktadir (51).
2.7. Neural-Cell Adezyon Molekiilii (NCAM)

Hiicre adezyon molekiillerinin immiinglobiilin siiperailesi yapisal olarak
immiinglobiilin proteinleri ile yakin iliski i¢cindedir. Bu aile; ICAM (intraselliiler
adezyon molekiilii), NCAM (noral hiicre adezyon molekiilii) ve NgCAM (noral-
glial adezyon molekiilii)’nli iceren yiiziin iizerinde iiyeye sahiptir. NCAM
(CD56) ve NgCAM kalsiyumdan bagimsiz adezyon molekiilleridir. Ilk hiicre
adezyon molekiilii olmas1 ile karakterize olan NCAM, gelisimin ¢ok erken
evrelerinde tiim noronlar tarafindan ve aym1 zamanda glia, iskelet kas1 ve dogal
katil hiicrelerinden (NK) de eksprese edilir . Komsu hiicreler {izerine homofilik
olarak baglanirlar ve noral gelisim boyunca ¢ok cesitli fonksiyonlar1 mevcuttur.
Bu 6nemli fonksiyonlarindan biri, néronal disa biiyiime esnasinda gelismekte olan
noritleri bir arada tutmak ve ndral baglantilar1 saglamaktir. Gelisim ve plastisite
siirecinde NCAM’in adheziv 6zellikleri, regiile karbonhidrat ve polisiyalik asit
(PSA) varliginda diizenlenir. Molekiile PSA’nin posttranslasyonel olarak
eklenmesinin (NCAM-PSA), 6grenme ve hafiza fonksiyonu siirecinde sinaptik
plastisiteye ve sinir rejenerasyonu mekanizmasina yol actigi disiiniilmektedir
(76).

NCAM’m norit disa biiyiimesini, fibroblast biliylime faktorii reseptorii
(FGFR) ve p59Fyn iletim yolu iizerinden etki ettigi diisiiniilmektedir. Anatomik
patolojide, patologlar CD56 (NCAM)’y1 belli tiimoérleri tanimak igin

immiinohistokimyada kullanirlar. CD56 ile pozitif boyanan normal hiicreler
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arasinda NK (natural killer) hiicreleri, aktive T hiicreleri, beyin, serebellum ve
noroendokrin dokular bulunur. CD56 pozitif tiimorler: Myelom, myeloid 16semi,
noroendokrin timorler, Wilms tiimorii, eriskin noroblastom, NK/T hiicre
lenfomalari, pankreatik asiner hiicre karsinomu, feokromatisoma ve kii¢iik hiicreli
akciger karsinomudur. NCAM ayrica deneysel antibiyotik temelli
immiinoterapide hedef molekiil olarakta kullanilmistir (77-81).

2.8. Sinir Rejenerasyonunu Degerlendirmek icin Gerekli Siire

Sinir rejenerasyon siirecinin basar1 ya da basarisizlikla sonuglanmasi
hastanin yasina, kesinin proksimal ya da distalde olmasina ve maksimum sartlar
ve tekniklerle tamir yapilmasi gibi ¢evresel ve hiicresel etkilere baglidir. Bu siireg,
rejenere aksonlarin tamir sahasina kadar ilerlemesi, tamir sahasin1 gegmesi, distal
giidiikte hedef organa dogru ilerlemesi ve hedef organla aksonlarin yeniden
baglanti kurmaya baslamasi ve fonksiyonel iyilesme basamaklarindan olusur.
Insan radial sinirinde yapilan bir ¢alismada, dikis isleminden sonra aksonlarin
tamir sahasini1 gegmesi i¢in gegen siire 4-5 hafta bulunmustur. Belirtilen siireler en
iyl sartlar i¢in gecerlidir. Kesinin proksimalde olmasi ve tamir bolgesinde
olabilecek perinoral fibrozisle iyilesme, rejenerasyonu yavaslatarak siirenin daha
da uzamasina neden olur (82-84).

Yapilan bir koaptasyon c¢aligmasinda; alic1 nervus peronealis aracili akson
tomurcuklanmasina bagli rezidii dokunma duyusunun ilgili innervasyon
bolgesindeki degerlendirmelerinde 4 ile 9 ay arasinda istatistiksel anlamli bir
farklilikk  bulunamamustir. Akson sayimlari, bilesik aksiyon potansiyelleri

Olctimleri ve retrograd sinir isaretlemesi gostermistir ki; myelinli duyusal
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aksonlarin ve myelinsiz aksonlarin alici sinir aracili tomurcuklanmasi sirasiyla 2
ve 4 ayda biiylik oranda tamamlanir ve sonraki en az 9 ay sliresince sabit kalir
(85). Yapilan degisik deneysel arastirmalarda, ratlardaki periferik sinir
rejenerasyonun degerlendirmek icin 12 hafta ideal siire olarak kabul edilmistir
(86-88).
2.9. Calismanin Amaci

Bu yiizyilin basinda saglam sinir ve yarali sinir arasinda end-to-side
koaptasyonun cerrahi olarak yaratilmasi yaklagimi ortaya atildi. Fikir dondr sinirin
innerve ettigi bolgenin innervasyonu bozulmadan daha onceden denerve olan
bolgenin reinnervasyonunu kollateral olusumu ile saglamaktir. Bu metodun ikinci
bir olas1 faydasi ise kisa mesafe reinnervasyonu i¢in uzun sinir greftlerinden
kaginilmasidir. Ilerleyen yillarda end-to-side koaptasyon (terminolateral ndrorafi)
bilimsel yayinlara; Viterbo ve arkadaglari ile Lundborg ve arkadaslar tarafindan
tekrar sokulana kadar minimum dikkat c¢ekmisti. Bundan sonra end-to-side
koaptasyonun onarici potansiyeli birgok aragtirmaci tarafindan incelenmistir. End-
to-side koaptasyon c¢alismalarinda periferal kokten motor ve duysal aksonlarin
bliylimesi gozlenmistir. Kesilmis bir sinirin end-to-side onarimi fonksiyonel
motor innervasyonun olusmasini sagladigi da gosterilmistir. Birlesim yerinde
epindrium ve perindriumun ¢ikartilmasi reinnervasyon sansini - attirdigi
diisiiniilmektedir; ancak aksini savunan c¢alismalarda mevcuttur. Yapilan bir
deneysel calismada; dorsal kok ganglionlarindaki noronal hiicre kolonlar1 ve
spinal kordun motor sinir kolonlari, distal sinirin rekonstriiksiyonu esnasinda

enjekte edilen belirte¢ ile isaretlenmistir. Isaretlenmis ndronlardan duyusal
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olanlarin motor olanlardan daha fazla miktarda olmasi nedeni ile, duyusal
noronlarin distal kokte kollateral dallanmalarinin daha fazla oldugu gosterilmistir
(51).

Bununla beraber end—to-side koaptasyon ile yaratilan sinir baglantisinda
duyusal iyilesmeyi arastiran caligmalar hala sinirlidir. Siganlardaki siiral sinir
hasarlanmalarinda tibial sinirin motor sinir kopriisii olarak kullanildig
caligmalarda; calismanin etkinligi koaptasyon bdlgesindeki aksonal rejenerasyonu
histomorfometrik olarak gosterme, elektrofizyolojik testler ve nosiseptif cilt
cimdikleme testi ile ayak derisinde agr1 duyarliliginin iyilesmesini belirleme
parametreleri kullanilmis ve iliskilendirilmistir (51,89).

Daha 6nce yapilan bir ¢calismada ug-yan koaptasyonu takiben donor kasin
yapist ve fonksiyonu incelenirken denerve kas gruplarini tanimlamak icin
NCAM’e yonelik immiinohistokimyasal boyama yapilmis ve elde edilen sonuglar
diger parametreler ile iliskilendirilmistir (90).

Bu calismada ratlardaki duyusal sinir defektlerinin onariminda motor sinir
kopristi kullaniminin; denerve cilt bolgesindeki serbest sinir sonlanmalarina
etkilerinin neural cell adhesion molecule (NCAM) kullanilarak saptanmasi
amaclanmis olup; bu konuyla ilgili daha oOnce yapilmis bir calisma
bulunmamaktadir. Gergeklestirilecek c¢alismada siiral sinir defektini onarmada,
tibial sinirin koprii olarak kullanildigi end-to-side koaptasyon teknigini; opere
edilmemis, siiral sinirde defekt olusturulmus ve siiral sinir defekti uc-uca
onartlmis rat gruplarinda karsilastirmak ve etkiligini ciltteki serbest sinir

sonlanmalarinda test etmek amaclanmistir. End organ (cilt) etkilerini test etmek
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amaciyla tiim noronlardan erken ve ge¢ gelisimsel donemde eksprese olan ve
noronlarla komsulugu bulunan tiim hiicrelerle baglantis1 bulunan NCAM
aktivitesi kullanilacaktir. Caligmanin temel amaci denerve alanlara sahip
ratlardaki NCAM aktivitesinin innerve ve reinnerve oldugu diisiintilen cilt
bolgelerine sahip ratlardaki NCAM aktivitesiyle karsilastirmaktir. Siiral sinir
aksonlarinin %95 duyusal olmasindan dolay1 bu sinir tibial sinirle ug-yan koapte
edilmis ve duyusal sinirlerde meydana gelen defektlerin; motor sinir kdpriileri
kullanilarak uygulanan ug-yan koaptasyon metodu ile onarilabilecegini ve
reinnervasyonun saglanabilecegini gdstermek amaclanmistir.

Agriya karsi cilt duyarliligini test etmede nosiseptif cilt ¢imdikleme testi
kullanilarak daha oOnce yapilmis arastirmalarda haritalanmig siiral sinir
innervasyon alanindaki denervasyon ve reinnervasyon basarisida test edilerek

arastirmay1 giiclendirmek bir baska amag¢ olarak Ongoriilmistir (51,91).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel ¢alisma Gazi Universitesi Rektorliigii Deney Hayvanlar Etik
Kurul Baskanligi’nin izniyle Gazi Universitesi Laboratuar Hayvanlar Yetistirme
ve Deneysel Arastimalar Merkezi (GUDAM)’nden elde edilen, 300-350 gr
agirhiginda, Sprague-Dawley cinsi 32 adet erkek sican kullanildi ve standart
laboratuar kosullar1 altinda ¢alisildi. Hayvanlar standart yem ile beslendi ve su
verildi. Siganlar her bir grupta 8 hayvan olacak sekilde dort gruba ayrildi.
3.1. Cerrahi islemler

Tim sicanlara, 50mg/kg ketamin HCL (Ketalar Flakon, Pfizer Warner
Lambert, Istanbul) ve 5mg/kg ksilazin (Rompun, Bayer ilag San., Istanbul)
kombinasyonunun intramuskiiler enjeksiyonuyla gerceklestirildi. Anestezinin
idamesi gerektiginde ilk dozun 1/3’i miktarda ketamin HCL, intramuskiiler
yoldan kullanildi. Cerrahi iglemler cerrahi mikroskop (Zeiss Opmi 9-FC, West
Germany) esliginde mikrocerrahi teknik kullanilarak gercgeklestirildi. Anesteziyi
takiben, siganlarin sag bacaklar1 povidone iodine (Glividon, Bikar Ila¢ San,
Istanbul) soliisyonu ile temizlendikten sonra girisim yapilacak saha acik kalacak
sekilde iizeri steril oOrtii ile oOrtiildii. Cilt ve gluteal kas insizyonlarmi takiben
siyatik sinir ve dallar1 olan tibial, peroneal ve siiral sinirler bulunarak disseke
edildi (Sekil-3). Daha sonra yapilan cerrahi isleme gore deney hayvanlar1 8’li

gruplar halinde 4 gruba ayrildi.
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A Grubu: Opere edilmeyen deney hayvanlar1 grubu (n=8)

B Grubu: Siiral sinirinde defekt olusturulan ve serbest sinir uclar1 komsu
kaslar i¢ine gdmiilen deney hayvanlar1 grubu (n=8)

C Grubu: Siiral sinirde defekt olusturulup ug-uca koaptasyon metodu
kullanilarak opere edilen deney hayvanlar1 grubu (n=8)

D grubu: Defektli siiral sinirin proksimal ve distal uclar intakt tibial
sinire end-to-side olarak koapte edilerek siiral sinir defekti tibial sinir kdpriisii ile

onarilmis olan deney hayvanlari grubu (n=8)

Siyatik

Tibial

Peroncal

Sekil 3. Siyatik sinir ve ana dallar1 olan peroneal , tibial ve siiral sinirin goriinimii
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Siiral sinir, bifurkasyonun yaklasik 1 cm distalinden 15 nolu bisturi ile
diizgiince kesildi ve proksimal ve distal sinir uglarinin epindriumlart korunarak
onarim i¢in uygun hale getirildi. Ug-uca koaptasyon c¢alismasinin rahat
yapilabilmesi i¢in peroneal ve tibial sinir ortamdan zarar verilmeksizin uygunca

uzaklastirildi (Sekil4,5,6).

Sekil 4. Tibial ve peroneal sinirlerin uygun sekilde zarar verilmeksizin ortamdan uzaklastilmasini
takiben intakt siiral sinirin goriiniimii
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proksimal glidglg

R

C &

1 distal gida

Sekil 5. Kesik siiral sinir proksimal ve distal giidiiklerin goriiniimii

Sekil 6. Siiral sinir u¢-uca koaptasyon
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Stiral ve tibial sinir arasinda yapilan end-to-side koaptasyonlar, tibial
sinirin epindriumuna pencere acilmaksizin yapildi. Calismanin rahat yapilabilmesi
i¢in peroneal sinir hasar verilmeksizin ortamdan uygun bir sekilde uzaklastirildi.

Koaptasyonlar yapilirken 10/0 naylon siitiir (Ethilon 10/0, Ethicon Ltd
U.K.) kullanildi, cilt insizyonlar1 4/0 naylon siitiirle (Propilen 4/0, Dogsan)

kapatildi.( Sekil 7,8,9,10,11)

Sekil 7. Peroneal sinirin uzaklastirilmasindan sonra defektif siiral sinirin goriiniimii
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Sekil 9. Defektli stiral sinirin proksimal ve distal uclar1 intakt tibial sinire klasik end-to-side
koaptasyon metodu kullanilarak onarilmis deney hayvani
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o

Tibial sinir

Stiral proksimal giidiik

Sekil 10. Defektli siiral sinirin proksimal ve distal uglar1 intakt tibial sinire klasik end-to-side
koaptasyon metodu kullanilarak opere edilmis deney hayvani

Sekil 11. Defektli siiral sinirin proksimal ve distal uglari intakt tibial sinire klasik end-to-side
koaptasyon metodu kullanilarak opere edilmis deney hayvani
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Onikinci haftanin sonunda hayvanlar siiral sinir innervasyon alanindaki
agr1 duyarlihi@imi ve bu bolgedeki serbest sinir sonlanmalarindaki NCAM
ekspresyonunu sayisal olarak degerlendirmek i¢in immiinohistokimyasal
degerlendirmeye alindi. Bu amagla sirasiyla asagidaki islemler yapildi.

3.2. Duyusal Fonksiyon Testi:

Nosiseptif cilt ¢imdikleme testi (skin pinch test) ayak derisinde agri
duyarhiliginin iyilesmesini belirlemede kullanilir. Siiral sinir dermatomuna uyan
cilt bolgesine klip (Yasargil-phynox anevrizma klibi; kapanma basinci 188gr/cm?,
tolerans agirligr 162-198 gr/cm?), kullanilarak uyaran (¢imdik) verildi. Uyaran
vermek i¢in klip kullanilmasinin nedeni standart basing uygulamak ve tekrarlayan
kullanimlarda kapanis basincinda degisiklik olmamasi idi. Cilt ¢cimdikleme testine
kars1 verilen geri ¢ekme refleksi (foot withdrawal) yaniti her gruptaki hayvanlar
icin ayr1 ayr kaydedildi. Bacakta geri ¢cekme refleksi gozlenmesi olumlu yanit,
gozlenmemesi olumsuz yanit olarak kabul edildi ve ilgili cilt bolgesindeki
innervasyon hakkinda bilgi saglamak amaglandi.

Bu test cerrahinin 1. gilinii yapilmis ve 4., 8. ve 12. haftalarda
tekrarlanmistir. Her bir grup igindeki deney hayvanlari i¢in elde edilen yanitlar

ayr1 ayr1 kaydedilmistir (Tablo 4,5,6,7).
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Tablo 4. A Grubundaki deney hayvanlarinin

cilt ¢cimdikleme testi sonuglari

DENEKLER

1.GUN

4.HAFTA

8. HAFTA

12. HAFTA

1 NOLU
HAYVAN

+

+

+

+

2 NOLU
HAYVAN

+

+

+

+

3 NOLU
HAYVAN

4 NOLU
HAYVAN

5 NOLU
HAYVAN

6 NOLU
HAYVAN

7 NOLU
HAYVAN

J’_

8 NOLU
HAYVAN

J’_

+=POZITIF YANIT

- =NEGATIF YANIT

Tabloe 5. B Grubundaki deney hayvanlarnin cilt ¢imdikleme testi sonuglari

DENEKLER

1.GUN

4.HAFTA

8. HAFTA

12. HAFTA

1 NOLU HAYVAN

2 NOLU HAYVAN

3 NOLU HAYVAN

4 NOLU HAYVAN

SNOLU HAYVAN

6NOLU HAYVAN

7NOLU HAYVAN

ENOLU HAYVAN

+=POZITIF YANIT

- =NEGATIF YANIT

Tablo 6. C Grubundaki deney hayvanlarimin cilt ¢imdikleme testi sonuclar1

DENEKLER

1.GUN

4.HAFTA

8. HAFTA

12. HAFTA

1 NOLU HAYVAN

+

2 NOLU HAYVAN

3 NOLU HAYVAN

4 NOLU HAYVAN

SNOLU HAYVAN

6NOLU HAYVAN

7NOLU HAYVAN

ENOLU HAYVAN

|+ +|+]+

+=POZITIF YANIT

- =NEGATIF YANIT
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Tablo 7. D grubundaki deney hayvanlarmin cilt ¢imdikleme testi sonuglart

DENEKLER 1.GUN 4.HAFTA 8. HAFTA 12. HAFTA

1 NOLU HAYVAN ] } + N
2NOLU HAYVAN i ] _ +

3 NOLU HAYVAN _ + n N
4NOLU HAYVAN ] + +

SNOLU HAYVAN ] + + +
6NOLU HAYVAN - ; +
7NOLU HAYVAN } ) n
8NOLU HAYVAN ; } N
+=POZITIF YANIT -=NEGATIF YANIT

3.3. Histolojik Degerlendirme:

Duyusal fonksiyon testlerinin yapilmasini takiben, hayvanlar yiliksek doz
anestezik madde ile sakrifiye edildi ve siiral sinirin innerve ettigi cilt-ciltalti
bolgesi belirlendikten sonra bu boélgeden 0.5x0.5¢cm lik 6rnek alinarak %10 luk
pH’1 7,4 olan 0,1 M fosfat ile tamponize edilmis formaldehit i¢inde 3 giin siireyle
tespit edildi. Dereceli etanol soliisyonlar1 i¢inden gecirilerek dehidrate edilen
dokular parafin i¢ine gomiilerek bloklandi. Hazirlanan bloklardan 4p kalinliginda
kesitler siyalinize lamlar (DakoCytomation S3003) iizerine alindi.
Deparafinizasyondan sonra indirekt immunohistokimya teknigi uygulandi. Bu
teknikte deparafinizasyondan sonra, once kesitler dereceli etanol soliisyonlar
icinden gecirilerek rehidrate edildi. %3 liik hidrojen peroksit ile blokajdan sonra
primer antikor olarak anti-NCAM (Anti-Neural cell adhesion molecule, Chemicon
Kat no: AB5032) ve sekonder antikor olarak anti-polyvalent, HRP (Lab Vision
TP-060) ve kromojen olarak da (Lab Vision UltraVisionPlus detection system
DAB plus substrate system TA-125) kullanildi. Anti- NCAM ile isaretli her

kesitten x 20 blyiitmede 5 farkli alan fotograflandi (Leica kamera DC490,
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Germany) ve bu alanlarda anti-NCAM isaretli serbest sinir sonlanmalar1 151k
mikroskobu (Leica DM 6000B mikroskop, Germany) yardimiyla sayildi (Tablo 8,

9,10, 11).
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Tablo 8. A Grubundaki deney hayvanlarinda siiral sinirin innerve ettigi cilt bolgelerinde ekprese

olan Anti-NCAM ile isaretlenmis serbest sinir sonlanmalarinin sayisal degerleri

DENEKLER INOLU 2NOLU 3NOLU 4NOLU 5NOLU
ALAN ALAN ALAN ALAN ALAN

1 NOLU HAYVAN 34 35 21 32 38

2 NOLU HAYVAN 34 40 22 17 28

3 NOLU HAYVAN 27 22 29 21 21

4 NOLU HAYVAN >4 15 19 19 30

SNOLU HAYVAN 26 23 32 30 26

6NOLU HAYVAN 19 34 15 48 45

7NOLU HAYVAN 21 13 24 17 17

SNOLU HAYVAN 22 12 25 16 18

Tablo 9. B Grubundaki deney hayvanlarinda siiral sinirin innerve ettigi cilt bolgelerinde ekprese
olan ve Anti-NCAM ile isaretlenmis serbest sinir sonlanmalarinin sayisal degerleri

TNOLU | 2NOLU | 3NOLU | 4NOLU | 5NOLU
DENEKLER
ALAN ALAN ALAN ALAN ALAN
1NOLU 20 3 15 3 2
HAYVAN
2NOLU 10 5 6 7 12
HAYVAN
3NOLU 10 5 15 9 12
HAYVAN
4NOLU 6 2 7 6 9
HAYVAN
SNOLU HAYVAN 1 17 ’ ! S
6NOLU HAYVAN 1 12 14 o B
TNOLU HAYVAN 3 y > 10 3
SNOLU HAYVAN 4 ! 12 10 8
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Tablo 10. C Grubundaki deney hayvanlarinda siiral sinirin innerve ettigi cilt bolgelerinde ekprese
olan ve Anti-NCAM ile isaretlenmis serbest sinir sonlanmalarinin sayisal degerleri

TNOLU | 2NOLU | 3NOLU | 4NOLU | 5NOLU
DENEKLER
ALAN ALAN ALAN ALAN ALAN
1NOLU 2 2 2 3 2
HAYVAN
2NOLU 5 9 2 6 17
HAYVAN
3NOLU 2 15 5 16 25
HAYVAN
4NOLU 5 5 5 6 8
HAYVAN
SNOLU HAYVAN 14 13 6 20 >
6NOLU HAYVAN 12 10 b > 6
TNOLU HAYVAN ’ S 3 10 2
SNOLU HAYVAN 1 15 8 8 6

Tablo 11. D Grubundaki deney hayvanlarinda siiral sinirin innerve ettigi cilt bolgelerinde ekprese
olan ve Anti-NCAM ile isaretlenmis serbest sinir sonlanmalarinin sayisal degerleri

1NOLU 2NOLU 3NOLU 4NOLU 5 NOLU
DENEKLER

ALAN ALAN ALAN ALAN ALAN
1 NOLU HAYVAN 4 10 20 9 9
2 NOLU HAYVAN 16 6 7 16 13
3 NOLU HAYVAN 21 15 9 16 33
4 NOLU HAYVAN 24 27 14 22 15
SNOLU HAYVAN 14 17 18 14 13
6NOLU HAYVAN 16 15 15 11 9
7NOLU HAYVAN 10 17 15 20 27
SNOLU HAYVAN 22 28 18 21 19
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3.4. Istatistiksel Analiz:

Istatistiksel analizler Windows i¢in SPSS 15.0 programi kullanilarak
yapildi. Serbest sinir uglarindan ekprese olan NCAM igin sayimi yapilan bes
farkli alandan elde olunan degerlerin ortalamalar1 alinarak; gruplar arasi
karsilagtirmalar Kruskal Wallis testi ile yapildi. Gruplar arasi ikili karsilagtirmalar
i¢in Dunn testi kullanildi. Cilt ¢cimdikleme testinin zaman ig¢indeki karsilastirmasi
ise Cochran Q testi ile yapildi. P degeri 0,05’in altindaki degerler istatistiksel

olarak anlaml: kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Duyusal fonksiyon testi:

Deneye katilan tiim hayvanlara postoperatif 1.giin, 4.hafta, 8.hafta ve

12.hafta sonunda yapilan cilt ¢imdikleme testi sonunda elde edilen bulgular

degerlendirildiginde; A ve B gruplarinda degisim olmadig1 icin istatistiksel test

yapilamazken A grubundaki tiim hayvanlarda olumlu yanit alinmis olup B

grubundaki tiim hayvanlarda olumsuz yanit alinmistir. Bu sonuglara gore; innerve

kabul edilen A grubunda duyusal fonksiyon %100 iken, denerve kabul edilen B

grubunda duyusal fonksiyon %0 olarak bulunmustur. C ve D gruplarinda yapilan

istatistiksel analize gore; duyusal fonksiyon testinin uygulanma zamanina gore

verilen yanittaki degisim anlamli bulunmustur (C grubunda p=0,002, D grubunda

p=0,009). C ve D gruplarinin duyusal fonksiyon testine verdigi yanitlar arasinda

ise fark bulunmamistir(Tablo-12).

Tablo 12. Cilt ¢cimdikleme testi bulgular1
1. Giin 4. hafta 8. hafta 12. hafta
%100 olumlu | %100 olumlu | %100 olumlu | %100 olumlu

%100 olumsuz

%100 olumsuz

%100 olumsuz

%100 olumsuz

%0 olumlu

%25 olumlu

%62,5 olumlu

%387,5 olumlu

~oli--1F2

%0 olumlu

%37,5 olumlu

%750 olumlu

%387,5 olumlu

C grubunda p=0,002, D grubunda p=0,009. (Cochran Q testi)
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Sekil 12. Cilt ¢imdikleme testi bulgularinin sematik goriiniimii

4.2 .Histomorfometrik Analiz: Histomorfometrik degerlendirmede elde edilen
degerlere gore gruplar arasinda farklilik bulunmustur (p=0,00009). Gruplar
arasindaki farki bulabilmek i¢in yapilan ikili karsilastirmalardan elde edilen
degerler dikkate alindiginda A-B, A-C, B-D ve C-D gruplar arasindaki farklilik
anlamli idi.

Opere edilmeyen ve innerve cilt bolgelerine sahip deney hayvanlar
grubundaki (A Grubu) NCAM ekspresyonu, siiral sinirinde defekt olusturulan ve
denerve cilt bolgelerine sahip deney hayvanlar1 grubuna (B Grubu) goére anlamli

farklilik tasimaktaydi (p=0,0000356).
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Sekil 13. A grubuna ait mikrografta okla isaretli Anti-NCAM pozitif serbest sinir sonlanmalari
izlenmektedir. (Orijinal biiylitme, x20, indirekt immunohistokimya)

Opere edilmeyen ve innerve cilt bolgelerine sahip deney hayvanlar
grubundaki (A Grubu) NCAM ekspresyonu; siiral sinirde defekt olusturulup ug-
uca koaptasyon metodu kullanilarak opere edilip reinnervasyon amaglanan deney

hayvanlar1 grubuna (C Grubu) gore anlaml fark tagimaktaydi (p=0,0001).
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Sekil 14. B grubuna ait mikrografta okla isaretli Anti-NCAM pozitif serbest sinir sonlanmasi
izlenmektedir. (Orijinal biiyiitme, x20, indirekt immunohistokimya)

Opere edilmeyen ve innerve cilt bolgelerine sahip deney hayvanlar
grubundaki (A Grubu) NCAM ekspresyonu; Defektli siiral sinirin proksimal ve
distal uglar intakt tibial sinire ug-yan olarak koapte edilerek siiral sinir defekti
tibial sinir kopriisii ile onarilmig olan ve reinnervasyon amaclanan deney
hayvanlar1 grubundaki(D Grubu) NCAM ekspresyonu arasinda anlamli fark
yoktu.

Siiral sinirinde defekt olusturularak denerve cilt bdlgelerine sahip deney
hayvanlar1 grubundaki (B Grubu) NCAM ekspresyonu ile siiral sinirde defekt
olusturulup ug-uca koaptasyon metodu kullanilarak reinnervasyon amaglanan
deney hayvanlar1 grubundaki (C Grubu) NCAM ekspresyonu arasinda anlamli

fark bulunamadi (p=0,401).
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Sekil 15. C grubuna ait mikrografta okla igaretli Anti-NCAM pozitif serbest sinir sonlanmalart
izlenmektedir. (Orijinal biiylitme, x20, indirekt immunohistokimya)

Siiral sinirinde defekt olusturularak denerve cilt bdlgelerine sahip deney
hayvanlar1 grubundaki (B Grubu) NCAM ekspresyonu ile defektli siiral sinirin
proksimal ve distal uglar1 intakt tibial sinire ug-yan olarak koapte edilerek siiral
sinir defekti tibial sinir kopriisii ile onarilmis olan ve reinnervasyon amaglanan
deney hayvanlart grubundaki (D Grubu) NCAM ekspresyonu arasindaki fark

anlamli idi (p=0,0085).
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Siiral sinirde defekt olusturulup ug-uca koaptasyon metodu kullanilarak
reinnervasyon amaglanan deney hayvanlar1 grubundaki (C Grubu) NCAM
ekspresyonu ile defektli siiral sinirin proksimal ve distal uglar1 intakt tibial sinire
uc-yan olarak koapte edilerek siiral sinir defekti tibial sinir kopriisii ile onarilmig
olan ve reinnervasyon amaglanan deney hayvanlar1 grubundaki (D Grubu) NCAM

ekspresyonu arasindaki fark anlamli idi (p=0,016).

N &m W

Sekil 16. D grubuna ait mikrografta okla isaretli Anti-NCAM pozitif serbest sinir sonlanmalar1
izlenmektedir. (Orijinal biiylitme, x20, indirekt immunohistokimya)

Tablo 13. Kruskal Wallis testi (p=0,00009)

Grup n Ort£Std. Median Minimum | Maksimum
sapma
A 8 26,1+5,3 27,4 18,4 32,2
B 8 8,5+1,9 8,5 5,4 11,4
C 8 9,6+6,7 8,5 2,6 24,6
D 8 16,1+4,2 16,5 10,4 21,6
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Tablo 14. Dunn testinden elde edilen p degerleri

Grup

karsilastirmalari P degerleri
A-B p=0,0000356
A-C p=0,0001
AD p=0,0563
B-C p=0,401
B-D p=0,0085
C-D p=0,016
35
30 -
25 -
20 -
15 | +
10
. i
0
A B c 5

Sekil 17. NCAM ekspresyonun her grup i¢in bulunan ortalama degerlerinin sematik dagilimi
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5. TARTISMA

Ucg—yan sinir onarimi, uzun segmental sinir defektleri ya da proksimal sinir
giidligiiniin  bulunamadig1 sinir yaralanmalarinin onariminda kullanilan bir
metottur. {lk kez Ballance ve ark. tarafindan bildirilmis olup, Viterbo’nun basarili
sonuglar1 bildirmesi ile popiilarize olmustur (53,54). Bazi otorlerin, bu yontemi
sinir onarimina alternatif bir yol olarak kabul etmesine karsin, bir kismi1 da bu
yontem sonucu duyusal ve motor fonksiyonda sinirlt bir iyilesme oldugunu ileri
stirmiistiir (68,92,93). Motor aksonlarin, duyusal aksonlara gére daha iyi bir
rejenerasyon kapasitesine sahip oldugu bildirilmistir (94).

Travmay1 takiben, periferik sinir aksonlarinin, santral sinir aksonlarina
gore daha 1iyi rejenere oldugu gosterilmistir. Lezyonun distalindeki sinir
segmentinde makrofajlar tarafindan miyelin kilifinin yikilmasindan sonra,
schwann hiicre kolonlar1 olusur ve rejenere olan aksonlar schwann hiicre
yiizeylerini izlerler. Distal sinir giidiiglindeki schwann hiicreleri tarafindan salinan
norotrofik hormonlarin, periferik sinir rejenerasyonunu indiikledigi bildirilmistir
(60,28).

Periferik sinir rejenerasyonu ile ilgili pek ¢ok calisma bulunmasina
ragmen, end-to-side koaptasyon yapilarak onarilan saf bir duyu sinirinin
innervasyon alanindaki serbest sinir sonlanmalarindaki NCAM ekspresyonu ile
ilgili calismaya rastlanilmamistir. Bu calisma yapilirken su hipotezler ortaya

konulmus ve deneysel olarak desteklenmeye caligilmistir.
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1. Innerve cilt bolgelerine sahip deney hayvanlar1 grubu ile denerve cilt
bolgelerine sahip deney hayvanlar1 grubu arasinda ilgili cilt bolgesindeki serbest
sinir sonlanmalarinda NCAM ekspresyonu agisindan anlamli fark olacagi
Ongorilmiustiir.

2. Opere edilmeyen deney hayvanlar1 grubu ile reinnerve edilen deney
hayvanlar1 grubu arasinda ilgili cilt bolgesindeki serbest sinir sonlanmalarinda
NCAM ekspresyonu agisindan anlamli farklilik bulunmayacagi 6ngoriilmiistiir.

3. Deneysel olarak denervasyon yaratilan deney hayvanlar1 grubu ile
reinnerve edilen deney hayvanlar1 grubu arasinda ilgili cilt bolgesindeki serbest
sinir sonlanmalarinda NCAM ekspresyonu agisindan anlamli farklilik olacagi
Ongorilmiustiir.

4. Innerve ve reinnerve cilt bdlgelerine sahip deney hayvanlar1 grubunda
duyusal fonksiyon testine olumlu yanit alinmasi beklenirken; denerve cilt
bolgelerine sahip deney hayvanlart grubunda olumsuz yanit alinacagi
distinilmiistiir.

5. Reinnerve edilen deney hayvanlarindaki duyusal fonksiyon testine
verilen yanit, operasyon sonrasindaki ilerleyen zaman igerisinde olumlu yonde
ilerlemesi beklenmistir.

NCAM (CD56) kalsiyumdan bagimsiz adezyon molekiiliidiir. ilk hiicre
adezyon molekiilii olmas1 ile karakterize olan NCAM, gelisimin ¢ok erken
evrelerinde tiim noronlar tarafindan ve aym1 zamanda glia, iskelet kas1 ve dogal
katil hiicrelerinden (NK) de eksprese edilir . Komsu hiicreler lizerine homofilik

olarak baglanirlar ve noral gelisim boyunca ¢ok cesitli fonksiyonlar1 mevcuttur.
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Bu 6nemli fonksiyonlarindan biri, néronal disa biiyiime esnasinda gelismekte olan
noritleri bir arada tutmak ve noral baglantilar1 saglamaktir.

Gelisim ve plastisite siirecinde NCAM’in adheziv 6zellikleri, regiile
karbonhidrat ve polisiyalik asit (PSA) varliginda diizenlenir. Molekiile PSA’ nin
posttranslasyonel olarak eklenmesinin (NCAM-PSA), o6grenme ve hafiza
fonksiyonu siirecinde sinaptik plastisiteye ve sinir rejenerasyonu mekanizmasina
yol agtig1 diisiiniilmektedir (79). CD56 (NCAM)’y1 belli tiimorleri tanimak igin
immiinohistokimyada kullanirlar. CD56 ile pozitif boyanan normal hiicreler
arasinda NK hiicreleri, aktive T hiicreleri, beyin, serebellum ve noéroendokrin
dokular bulunur (81).

Yaptigimiz ¢alismada innerve cilt bolgelerine sahip A grubundaki deney
hayvanlan ile denerve cilt bolgelerine sahip B grubundaki deney hayvanlarinin
NCAM ekspresyonu anlamli olarak farkli idi. A grubundaki NCAM ekspresyonu
B grubundan belirgin olarak fazla bulundu. A grubundaki deney hayvanlarinda
aksonal devamlilik mevcutken; B grubundaki deney hayvanlarinda aksonal
devamlilik deneysel olarak yok edildi. Boylece denerve cilt bolgelerindeki noral
baglantilarin devamliligt ve NCAM ekspresyonu azalmis oldu. Daha 6nceki
caligmalarda da NCAM’in fonksiyonlar1 igerisinde akson biiylimesi, hiicre
migrasyonu, sinaptik plastisite, néronal biiylime, noronal disa biiylime esnasinda
gelismekte olan ndritleri bir arada tutmak ve noral baglantilar1 saglamak ile
sinaptogenez oldugu gosterilmistir (76,95). Calismamizin bu kisminda elde
ettigimiz sonuglar bu calismalar1 destekler nitelikteydi. Bu iki gruptaki deney

hayvanlar1 duyusal fonksiyon testine (cilt ¢cimdikleme testi) tabi tutuldugunda ise
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A grubundaki tiim hayvanlarda olumlu yanit alinirken, B grubundaki tiim
hayvanlarda olumsuz yanit alinmistir. Her iki gruptada sonuglar beklenildigi gibi
zaman igerisinde degismezken; B grubundaki hayvanlarda amacglanan
denervasyonun basarili oldugunun gostergesi olarak kabul edildi. Bu sonugta;
daha oOnce yapilmis calismalarda gosterilen siiral sinir innervasyon alaninin
dogrulugunu ve denerve cilt bolgelerindeki duyusal fonksiyon testinin (cilt
cimdikleme testi) olumsuz olacagi savini destekler nitelikteydi (51,85,91).

Yapilan istatistiksel calismaya gore A grubundaki NCAM ekspresyonu; C
grubuna gore anlamh fark gozlenirken, D grubuna gére anlamh fark saptanmadi.
Bu sonu¢ NCAM ekspreyonunun end-to-side koaptasyon grubunda (D grubu) ug-
uca koaptasyon grubuna ( C grubu) gore belirgin olarak arttigin1 gostermekteydi.
Bu gruplara yapilan duyusal fonksiyon testinin (cilt ¢cimdikleme testi) sonuglarina
bakildiginda onikinci haftanin sonunda iki grup arasinda fark bulunmazken
reinnervasyonun ug-uca koaptasyon (C grubu) grubunda zaman igerisinde daha
erken iyilesme gosterdigi saptandi. Duyusal fonksiyon testine gdre reinnevasyon
her iki gruptada saglanmisken; NCAM ekspresyonu end-to-side koaptasyonu
destekler nitelikteydi. Yine B ve C gruplar1 arasinda NCAM ekspresyonu
acisindan anlamli fark bulunmamis olmasi ile B ve D gruplar arasinda NCAM
ekspresyonu agisindan anlamli fark bulunmus olmasida bunu destekler
nitelikteydi. C ve D gruplarinin NCAM ekspresyonu agisindan yapilan istatistiksel
analizide yine end-to-side koaptasyonu destekler nitelikteydi.

Bu sonuglara gore innerve cilt bolgelerine sahip deney hayvanlari grubu ile

denerve cilt bdlgelerine sahip deney hayvanlari grubu arasindaki ilgili cilt
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bolgesindeki serbest sinir sonlanmalarinda NCAM ekspresyonu agisindan anlamli
fark olacagi hipotezi desteklenmis oldu. Ancak A grubu ile C ve D gruplar
arasindaki NCAM ekspresyonu agisindan yapilan karsilastirmalar ile; B grubu ile
C ve D gruplart arasindaki NCAM ekspresyonu agisindan yapilan
karsilastirmalarda C grubu 6ngdriilen hipotezin digsinda kalmastir.

Yapilan bir ¢alismada end-to side koaptasyon sonrasi akut dénemdeki
(2.hafta) denerve kas guplarin1 gostermek icin NCAM ekspresyonu kullanilmis ve
denerve kas gruplarinda NCAM ekspresyonunda 5 kat artis izlenmis (90). Ancak
bizim yaptiZimiz c¢alismada denerve cilt bolgelerindeki serbest sinir
sonlanmalarindan elde edilen NCAM ekspresyonunda belirgin azalma
izlenmisken; uc-uca koaptasyon metodu ile reinnerve edilen cilt bolgelerinde
NCAM ekspresyonu anlamli olarak artmamis ancak end-to-side koaptasyon
metodu kulanilarak reinnerve edilen cilt bolgelerindeki NCAM ekspresyonu
anlaml artis sergilemistir. Periferik sinir onariminda ug-uca onarim altin
standarttir ve ug-uca onarimin miimkiin olmadigr durumlarda end-to-side onarim
alternatif onarim metodu olarak gelistirilmistir (96). Ancak bizim yaptigimiz
calismada NCAM ekspresyonu agisindan end-to-side koaptasyon metodu daha
anlamli sonuglar vermistir. .

Daha once yapilan degisik ¢aligsmalarda; end-to-side koaptasyon yapilan
intakt komsu sinirin aksonlarindan kollateral olarak tomurcuklanan yeni
aksonlarin, rejenere aksonlarin kaynagi olabilecegi one siiriilmiistiir (97). Motor
sinir defektinin onariminda saf bir duyusal sinir kullanilarak yapilan bir baska

caligmada; rejenere olarak distal sinir giidiigline ulasan ve fonksiyonel iyilesmeyi
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saglayan aksonlarin kaynaginin sadece proksimal sinir giidiigii olabilecegi goriisii
ileri stiriilmistiir (96). Bizim yaptifimiz ¢aligmada da reinnerve edilen her iki
grupta ( C ve D grubu) duyusal fonksiyon testlerinde basari saglanmisken; NCAM
ekspresyonunun ug¢-uca anastomoz grubunda artmamis olmasi yeni rejenere olan
aksonlarin kaynaginin sadece proksimal u¢ olmasi olarak diisiiniilebilir.
Yaptigimiz caligmanin end-to-side koaptasyon grubunda ise rejenere olan
aksonlarin kaynagmin proksimal siiral sinir giidiigli ile birlikte koprii olarak
kullanilan tibial sinir olabilecegi ve NCAM ekspresyonunun bu nedenle daha
fazla oldugu diistiniilmiistiir.

End-to-side sinir onariminda motor aksonlarin, duyusal aksonlara gore
daha iyi bir rejenerasyon kapasitesine sahip oldugu bildiren ¢aligsmalarin tersine
duyusal aksonlarda daha iyl rejenerasyon oldugunu bildiren ¢alismalarda
mevcuttur (94,98). Bizim yaptigimiz ¢alisma ile, duyusal sinir defektini onarmada
kullanilan end-to-side onarim metodunun basarisini; duyusal fonksiyon testi ile
desteklenmis NCAM ekspresyonuyla gostermede yararli oldugu diisiincesi ortaya
cikmustir.

Duyu siniri tamirinin sonucu, sadece tamir sirasindaki fasikiillerin
diizenlenmesine bagl degildir. ideal olan, kesik sinir fibrilleri tamirden sonra kesi
alanii geg¢ip orijinal duyu son (end) organina ulasmasidir. Ancak bir¢ok fibril
yaralanma oncesine gore farkli duyu son organinda sonlanir. Ornegin, yapilan bir
caligmada goriilmiistiir ki N. medianus'un bilek seviyesindeki kesisi onarildiginda
ikinci parmak distal falanks radial kisminin vibrasyon duyusunu tasiyan lifler

liclincli parmak distal falanks ulnar kismindaki ‘“Paciniain corpuskiilleri”ne
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ulagmistir. Beyin hizla ilerleyen fibrillerden gelen yeni uyarilar1 alir ve topografik
cevreye gore anlamlandirir. Bu olaya "duyusal yeniden 0Ogrenim-sensory
reeducation" denir (3,7,99). NCAM, sinir sisteminin gelisim ve plastisitesinde
onemli bir rol oynayan hiicre adezyon molekiilii olarak bilinir. NCAM ve onun
posttranslasyonel formu PSA-NCAM, o6grenme ve hafizaya almanin isleyis
bicimine Onemle dahil olur ve salinim diizeyleri stresin kiplemesine oldukc¢a
hassas olarak bilinir (100). Bu calismalardan yola ¢ikilarak bizim yaptigimiz
calismada duyusal yeniden 6grenim siirecinin end-to-side koaptasyon grubundaki
deney hayvanlarinda ug-uca onarim grubundaki deney hayvanlarina oranla daha
fazla meydana geldigi ve NCAM ekspresyonundaki artis1 agiklayabilecegi de
diistiniilebilir.

Mudge’nin yaptig1 bir ¢alismada; NCAM immatiir Schwann hiicrelerinde
bulunurken olgun hiicrelerinde bulunamamistir (101). Yine yapilan bir baska
calismada embriyonik kasin NCAM salgiladigt ancak olgun hiicrenin
salgilamadigi bildirilmistir (102). Yaptifimiz ¢alismada ug-uca koaptasyon
yapilan deney hayvanlarinda end-to side koaptasyon grubuna gore duyusal
fonksiyon testlerinde daha hizli iyilesme izlenirken NCAM ekspresyonunda
belirgin diisiiklik saptanmasi; ug-uca sinir onariminda daha hizli sinir
rejenerasyonunun saglandigi, end-to-side sinir onariminda ise iyilesme siirecinin
daha yavas ilerlediginin bir gostergesi olabilecegi diisiincesini ortaya ¢ikarmstir.

Daha 6nce yapilmis pek ¢ok calismada periferik sinir onariminda ug-uca
onarimin altin standart olarak belirtilmesi ve end-to side sinir onariminin ug-uca

onarimin miimkiin olmadigi durumlarda alternatif yontem olarak gosterilmesi,
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NCAM ekspresyonu acisindan bizim yaptigimiz ¢alisma ile uyusmamaktaydi.
Ancak bu konuda yapilmis fazla calisma olmamasi ve NCAM ekspresyonunun
end-to-side onarim ile anlamli artis gdstermesi, yaptigimiz ¢alisma ile iizerinde
durulmasi ve tartigilmasi gereken bir konu haline gelmistir.

Daha oOnce yapilmis tlim c¢alismalar ile birlikte yaptigimiz calismayi
beraber degerlendirildigimizde, periferik sinir onarimi yontemlerinde; ndrotrofik
faktorler, onarim teknikleriyle iliskilendirilmesi gereken ve lizerinde durulmasi

Oonem arz eden bir konu olma 6zelligini korumaktadir.
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6. SONUCLAR

e Yapilan duyusal fonksiyon testinde (cilt ¢cimdikleme testi) innerve kabul
edilen opere edilmemis deney hayvanlari grubunda (A Grubu); tiim zaman ve
tiim hayvanlarda olumlu yanit alind1.

e Yapilan duyusal fonksiyon testinde (cilt ¢cimdikleme testi) denerve kabul
edilen B grubundaki deney hayvanlarinda; tim zaman ve tiim hayvanlarda
olumsuz yanit alind1.

e Yapilan duyusal fonksiyon testinde (cilt ¢cimdikleme testi) reinnerve kabul
edilen C (reinnerve, ug-uca koaptasyon) ve D (reinnerve, end-to-side
koaptasyon)  grubundaki deney hayvanlarinda zaman igerinde olumsuz
yanittan olumlu yanita dogru gidis izlendi

e (C grubundaki deney hayvanlarinin duyusal fonksiyon testine zaman
icerisinde verdigi yanit D grubundaki deney hayvanlarina gore daha hizh
gelisim gosterdi; ancak siire¢ sonunda her iki grubunda yanitlari esitlendi
(%87,5 olumlu).

e Duyusal fonksiyon testine reinnerve kabul edilen deney hayvanlarmin
verdigi yanit; yapilan ug-uca ve end-to-side koaptasyonun basarisinin bir
gostergesi olarak kabul edildi.

e Yapilan immiinohistokimyasal incelemede Agrubundaki (innerve) NCAM
ekspresyonu B grubuna goére anlamli farklilik tagimaktaydi.

e Yapilan immiinohistokimyasal incelemede Agrubundaki (innerve) NCAM

ekspresyonu; C grubuna gore anlamli fark tagimaktayken, Dgrubuna gore farki

55



istatistiksel olarak anlamsizdi. Bu sonuca gore end-to-side koaptasyon NCAM
ekspresyonunun anlamliligr agisindan ug-uca koaptasyona gore iistiinliik
tagimaktaydi.

e D grubu ile B ve C gruplarinin NCAM ekspresyonu agisindan
karsilagtirmalarinda da istatistiksel olarak anlamli fark bulunmasi; end-to-side
koaptasyonun NCAM ekspresyonunun anlamlilifi  acisindan  ug-uca

koaptasyona gore uistiinliigiiniin bir diger gostergesi olarak kabul edildi.
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8. OZET

Ratlarda Duyusal Sinir Defektlerinin Onariminda Motor Sinir Kopriisii
Kullaniminin Ciltteki Etkilerinin Anti-Neural-Cell Adhesion Molecule (NCAM)

Kullanilarak Saptanmasi

Bu calismada ratlardaki duyusal sinir defektlerinin onariminda motor sinir
koprisii kullaniminin; denerve cilt bolgesindeki etkilerinin neural cell adhesion
molecule (NCAM) kullanilarak saptanmasi amaclanmis olup; bu konuyla ilgili
daha 6nce yapilmis bir calisma bulunmamaktadir. Gergeklestirilen ¢alismada siiral
sinir defektini onarmada, tibial sinirin koprii olarak kullanildigr end-to-side
koaptasyon teknigini; opere edilmemis, siiral sinirde defekt olusturulmus ve siiral
sinir defekti u¢-uca onarilmis rat gruplarinda karsilastirmak ve etkiligini ciltte test
etmek amaglanmistir. End organ (cilt) etkilerini test etmek amaciyla tiim
noronlardan erken ve gec gelisimsel donemde eksprese olan ve ndronlarla
komsulugu bulunan tiim hiicrelerle baglantis1 bulunan NCAM  aktivitesi
kullanilmistir. Caligmada denerve alanlara sahip ratlardaki NCAM aktivitesi,
innerve ve reinnerve oldugu diisiiniilen cilt bolgelerine sahip ratlardaki NCAM
aktivitesiyle karsilastirilmistir Agriya karst cilt duyarliligini test etmede cilt
cimdikleme testi kullanilarak siiral sinir innervasyon alanindaki denervasyon ve
reinnervasyon basarisida test edilmistir.

Yapilan duyusal fonksiyon testi sonucunda; innerve grubun tiimiinde
olumlu yanit, denerve grubun tiimiinde olumsuz yanit, reinnerve edilen her iki

grupta da %87.5 oraninda olumulu yanit alinmistir. Yapilan immiinohistokimyasal
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incelemede ise; denerve edilen grup ile ug-yan koaptasyon metodu ile reinnerve
edilen gruptaki NCAM ekspresyonu, innerve kabul edilen grup ile end-to side
koaptasyon metodu ile reinnerve edilen gruba gore istatistiksel olarak anlamli
diisiis sergilemistir.

Daha 6nce yapilmis pek ¢ok calismada periferik sinir onariminda ug-uca
onarimin altin standart olarak belirtilmesi ve end-to side sinir onariminin ug-uca
onarimin miimkiin olmadigi durumlarda alternatif yontem olarak gosterilmesi,
NCAM ekspresyonu acisindan bizim yaptigimiz ¢alisma ile uyusmamaktaydi.
Ancak bu konuda yapilmis fazla calisma olmamasi ve NCAM ekspresyonunun
end-to-side onarim ile anlamli artis géstermesi iizerinde durulmasi ve tartisilmasi
gereken bir konu haline gelmistir.

Anahtar Kkelimeler: Motor Sinir Kopriisi, NCAM, End-to-Side

Koaptasyon
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9. SUMMARY
Determination of the effects of motor neuron bridge using for repairments on
neuronal defects to skin by using anti - neuronal cell adhesion molecule (NCAM)
on rats

By this study, we aimed to determination of the effects of the usage of
motor neuron bridge on skin for repairment of sensorial nerve defects by using the
neural cell adhesion molecule (NCAM); furthermore, there is no other previous
study on this subject. Throught this study, main purpose remains the testing and
comparision of the effectiveness of end-to-side coaptation technique for
repairment of sural nerve defect on skin -in which the tibial nerve is used as a
bridge- in non-operated, with a defect created on sural nerve and with a sural
nerve defect repaired end-to-end rat groups. “NCAM” —which is expressed by all
neurons during the early and late developmental periods and is also connected
with all adjacent cells- activity is used for testing the effects on end-organ (skin).
In study, the NCAM activity in rats with denervated areas is compared with the
NCAM activity in rats which are suggested to have innervated and reinnervated
skin areas. Denervation and re-innervation in sural nerve innervation area is tested
successfully by using skin pinching test for testing the sensitivity of skin against
pain.

As a result of sensory functioning test; positive response in whole
innervated group; negative response in denervated group and 87,5% positive
response in both reinnervated groups are obtained. In immunohistochemical

evaluation; the NCAM expression in denervated and reinnervated group by end-
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to-side coaptation technique is found to be statistically decreased against the
innervated and reinnervated group by end-to-side coaptation technique.

In peripheral nerve repair, a great number of previous studies pointed that
the end-to-end repair is a gold standard and end-to-side nerve repair is an
alternative method while the end-to-end repair is not possible; was not similar
with our study in which we focused on NCAM expression. Hereby, lack of more
studies on this subject and the mean increment of NCAM expression by end-to-

side repair became objects to be discussed and emphasized.

Keywords: Motor Nerve Bridge, NCAM, End-to-side coaptation
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