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OZET

Giris ve Amag: Periferik sinir yaralanmalari, 6zellikle travma sonrasi sik karsilagilan
ciddi saglik sorunlaridir ve optimal onarim sartlarinda dahi tam fonksiyonel iyilesme
saglanamayabilir. Bu nedenle, sinir rejenerasyonunu destekleyecek alternatif
biyomateryallerin kullanimi1 énem arz etmektedir. Bu ¢alismada, kolajen baglanma
bolgesi iceren vaskiler endotelyal biylime faktori (Collagen Binding Domain igeren
VEGF, CBD-VEGF) ile kombine edilmis sigir kaynakli aseliiler dermal matriksin
(ADM) siyatik sinir defekti tizerindeki rejeneratif etkileri aragtirilmistir.

Gereg ve YOontem: Calisma, 32 adet Spraque Dawley soyu eriskin sican {lizerinde
gerceklestirilmistir. Kontrol ve sham grubu olarak ayni 8 sican kullanilmis, sag alt
ekstremite sham, sol alt ekstremite kontrol grubu olarak belirlenmis ve toplam 5 grup
olusturulmustur. Gruplar, kontrol grubu, sham grubu, siyatik sinir grefti (greft) grubu,
greft + ADM grubu ve greft+ ADM + CBD-VEGF grubu olarak belirlenmistir. Son {i¢
grupta siyatik sinir hasar1 olusturulmus ve greft uygulanmistir. Operasyondan sekiz
hafta sonra hayvanlardan elektromiyografi (EMG) kayitlar1 alinarak fonksiyonel
iyilesme  degerlendirilmis, kas ve siyatik sinir dokulart histolojik  ve

immiinohistokimyasal olarak incelenmistir.

Bulgular: ADM ve CBD-VEGF kombinasyonu, sinir rejenerasyonu iizerinde anlamli
derecede olumlu etki gostermistir. Histolojik analizler sonucunda, ADM + CBD-
VEGF grubunda sinir dokusunda belirgin bir rejenerasyon, daha yogun miyelin kilif
olusumu ve inflamatuar hiicre infiltrasyonunun azaldig1 tespit edilmistir.
Gastroknemius kasinda ise atrofi derecesinin azaldigi ve kas liflerinin
organizasyonunun daha diizenli oldugu gozlenmistir. Elektrofizyolojik analizlerde,
ADM + CBD-VEGF grubunda siyatik sinir iletim hiz1 ve amplitiidiin anlamli sekilde
arttig, bu grubun motor fonksiyonlarmi daha iyi korudugu belirlenmistir.
Immiinohistokimyasal boyamalarda ise ADM + CBD-VEGF grubunda Schwann

hilcre aktivitesinin ve S-100 protein ekspresyonunun artmis oldugu gozlemlenmistir.



Sonug: Bu ¢alisma, CBD-VEGF ile kombine edilmis ADM’nin sinir rejenerasyonunu
arttirmada potansiyel bir yontem olabilecegini ortaya koymaktadir. ADM’nin
sagladig1 yapisal destek ve CBD-VEGF nin biiylime faktori etkisi, sinir iyilesmesinde
onemli bir sinerji yaratmistir. Bu kombinasyonun, gelecekteki sinir onarim

yaklagimlarinda umut verici bir tedavi secenegi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sinir iyilesmesi, Aseliiler dermal matriks, CBD-VEGF, Sinir

hasar1, Sinir greftleme.



ABSTRACT

Aim: Peripheral nerve injuries are common serious health issues, especially after
trauma, and even under optimal repair conditions, full functional recovery may not be
achieved. Therefore, the use of alternative biomaterials that can support nerve
regeneration is of great importance. In this study, the regenerative effects of bovine-
derived acellular dermal matrix (ADM) combined with collagen-binding domain-
containing vascular endothelial growth factor (CBD-VEGF) on sciatic nerve defect

were investigated.

Materials and Method: The study was conducted on 32 adult Sprague Dawley rats.
The same 8 rats were used as the control and sham groups, with the right lower
extremity designated as the sham group and the left lower extremity as the control
group, resulting in a total of 5 groups. The groups were defined as the control group,
sham group, sciatic nerve graft (graft) group, graft + ADM group, and graft + ADM +
CBD-VEGF group. The groups were designated as the control group, sham group,
sciatic nerve graft (graft) group, graft + ADM group, and graft + ADM + CBD-VEGF
group. Sciatic nerve injury was created in the last three groups and grafting was
performed. Eight weeks after surgery, electromyography (EMG) recordings were
taken from the animals to evaluate functional recovery, and the muscle and sciatic

nerve tissues were examined histologically and immunohistochemically.

Results: The combination of ADM and CBD-VEGF showed a significant positive
effect on nerve regeneration. Histological analyses revealed prominent regeneration,
more extensive myelin sheath formation, and reduced inflammatory cell infiltration in
the ADM + CBD-VEGF group. In the gastrocnemius muscle, the degree of atrophy
was reduced, and muscle fiber organization was more regular. Electrophysiological
analyses demonstrated that sciatic nerve conduction velocity and amplitude
significantly increased in the ADM + CBD-VEGF group, indicating that this group
better preserved motor functions. Immunohistochemical staining showed increased
Schwann cell activity and enhanced S-100 protein expression in the ADM + CBD-
VEGF group.



Conclusion: This study suggests that ADM combined with CBD-VEGF may be a
potential method for enhancing nerve regeneration. The structural support provided by
ADM and the growth factor effect of CBD-VEGF created an important synergy in
nerve healing. This combination is considered a promising treatment option for future

nerve repair approaches.

Keywords: Nerve regenaration, Acellular dermal matrix, CBD-VEGF, Nerve

injury, Nerve grafting.
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1. GIRIS VE AMAC

Periferik sinir yaralanmalart en sik goriilen yaralanmalar arasindadir (1).
Optimum sartlarda onarim yapilsa dahi duyu ve motor fonksiyonlar tam olarak
diizelmeyebilir. ideal bir onarim igin periferik sinir uglarinin fasikiiler ve epindral
yapilar titiz bir sekilde diseke edilmeli, debriler ve doku artefaktlari temizlenmeli ve
sinir uglart gerilimsiz primer siitiirasyona elverigli hale getirilmelidir (2). Ancak ciddi
travmatik yaralanmalarda primer onarim yapilacak yeterli sinir uzunlugu
saglanamadiginda veya fasiyal palsi, brakial pleksus cerrahisi gibi uygulamalarda bu
durum miimkiin olmamakta ve ilave sinir dokusuna gereksinim olmaktadir. Bu

durumda su anda altin standart olarak kabul edilen otolog sinir greftleri kullanilabilir

).

Sinir grefti, dondr saha morbiditesine bagli problemlerden kaginmak ig¢in
allogenik sinir greftleri, otolog damar greftleri veya kas dokular1 gibi diger dokularin
onarimlarinda da kullanilmaktadir (4-6). Ancak fonksiyonel agidan otolog sinir grefti
bu dokulardan ¢ok daha iyi sonucglar vermektedir (3). Doku miihendisligindeki
gelismeler sonucunda sinir defektlerinin onariminda ¢esitli sentetik ve biyolojik sinir
kondiitleri denenmistir (7). Bu kondiiitler sinir grefti ihtiyacini dolayisiyla donér saha
morbiditesini azaltan alternatif bir yontem olmakla beraber 6zellikle motor sinir basta
olmak tizere sinir onariminda otolog sinir greftinin etkinligine kiyasla beklentiyi
karsilamamustir (3). Kondiiitler genellikle 30 mm ye kadar olan sinir defektinin oldugu
durumlarda kullanilmakta, bunun iizerinde etkisi belirgin azalmaktadir. Dolayisiyla
uzun sinir defektlerinde konduitlerden daha cok otogreftler veya allogreftler
kullanilmaktadir (7).

Allograftler kadavra veya beyin 6liimii gerceklesen bireylerden elde edilen,
dolayisiyla alicida donér alan morbiditesi yaratmayan, istenilen uzunluk ve kalinlikta
kullanilabilen doku materyalleridir. Bu 0zellikleri ile uzun sinir grefti gereken
durumlarda kullanilabilmektedir. Biiyiik hayvanlar, primatlar ve kemirgenler {izerinde

yapilan ¢aligmalarda basarili sonuglar elde edilebildigi goriilmiistiir (1). Ancak doku



reddi ve ret reaksiyonlari1 en Onemli sorunlardandir ve genellikle kullanimi
immunsiipresyon gerektirmektedir. Ayrica az da olsa enfeksiyon riski bulunmaktadir.
Pahali olmasi da diger bir dezavantajidir. Yeni gelismelerle birlikte immiinojenite
cesitli kimyasal ve termal denatiirasyon yontemleriyle azaltilabilmekle birlikte klinik
kullanima iligkin yeterli ¢alisma bulunmamasit nedeniyle allogreftler pratik
uygulamada ¢ok kullanilmamaktadir (8). Ayrica kadavraya ve diger donoérlere erisim

nedeniyle de kullanimi kisithilik yaratmaktadir.

Otolog sinir greftleri, sinir defekti onariminda klinik kullanimda diger
yontemlere kiyasla en sik kullanan uygulamadir. Allogreftlere kiyasla ek farkli bir
donor ihtiyacinin olmamasit ve ucuz olmasi, kondiitlere kiyasla her ne kadar dondr
alan morbiditesi yaratabilse de uzun sinir defektlerinde kullanilabilmesi 6nemli
avantajidir. Ayrica pek cok klinik ve deneysel calismada diger sinir onarim
yontemlerine iistiin sonuglar elde edilmesi pratikte sinir defekti onarimlarinda altin
standart tedavi yontemi olarak kabul edilmistir (9). Otolog sinir greftleri, aksonal
rejenerasyonu ve bilylimeyi kolaylastiran Schwann hiicrelerini ve yeterli norotrofik
faktorlerinin oldugu ortami saglar (10-13). Ancak uzun sinir grefti gereken durumlarda
bu ortam icinde bir takim iyilesmeyi etkileyen Schwann hiicre denervasyonu,
norotrofik faktorlerin azalmasi1 gibi olumsuz durumlar meydana gelmekte,
rejenerasyon kapasitesi azalmakta ve bu da fonksiyonel iyilesmeyi zorlastirmaktadir
(14-17). Dolayisiyla bu iyilesme ortaminin sinir rejenerasyonu arttiracak sekilde
module edilmesi kritik éneme sahiptir. Molekiler teknoloji ve biyomuhendislik
teknolojilerindeki gelismeler sinir rejenerasyonuna da yansimis bu alanda pek ¢ok

calisma yapilmistir.

Aseliiler dermal matriks (ADM), meme rekonstriiksiyonu ve karin duvari
onarimi gibi plastik cerrahinin ¢esitli alanlarinda yaygin klinik uygulamalar1 olan bir
materyaldir. Aseliiler dermal matriksler insan kaynakli veya domuz, sigir gibi hayvan
kaynakl1 olabilen, hiicre gogiinii ve farklilagmasini saglayan, vaskiilogenezi arttiran,
bliyime faktorlerinin birikmesini ve hedef hiicrelere sunulmasini kolaylagtiran
rejeneratif iskelet gorevi goren materyallerdir (18-21). Bu 6zellikleri sayesinde sinir

rejenerasyonunda kullanim1 deneysel anlamda mevcuttur. ADM ile birlikte



rejenerasyon kapasitesini daha da arttirmak ic¢in kok hiicre, noral biiyiime faktorleri

gibi ¢esitli biyomateryallerin kullanildig1 ¢aligmalar mevcuttur. (22).

Bu ¢alismada siyatik sinir defektinde kollojen baglanma bolgesi (CBD) iceren
vaskiiler endotelyal biliytime faktorii (VEGF) ile sigir kaynakli ADM (Matriderm)
kullaniminin rejeneratif kapasiteyi arttirilabilecegi diistiniilmiistiir. VEGF, endotel
hicrelerinin proliferasyonunu ve migrasyonunu etkili bir sekilde iyilestirir ve
anjiyogenezi tetikler (23). VEGF’nin kullaniminda en 6nemli problemlerden bir tanesi
VEGF’nin yar1 omriiniin ¢ok kisa olmasi ve metabolik bozulmanin hedef bolgede
yeterli siire siirdiirlilemeyecek kadar hizli olmasidir. Kolajen binding domain igeren
VEGF’nin (CBD-VEGF’nin) fiizyon proteininin spesifik olarak kolajen I’e
baglanabildigi ve VEGF aktivitesini hem in vitro hem de in vivo olarak koruyabildigi
rapor edilmistir (24). Sinir dokusunda ve ADM’de bulunan kolajen CBD-VEGF igin

hedef molekiil olarak diistiniilmiistiir.

Bu calismada sinir grefti iizerine aseliiler dermal matriks ile birlikte CBD-
VEGF uygulaylp bunun sinir rejenerasyona etkisi goézlemlenmek istenmektedir.
Literatiirde sinir rejenerasyon kapasitesini arttirmaya yonelik bircok yontem,
biyomateryal ve néromodulatér tanimlanmistir. ADM ile birlikte néromodiilatér
kullanimini igeren ¢alisma sayis1 kisithidir ve VEGF bu kombinasyonlarda bilgimiz
dahilinde kullanilmamistir. Ayrica CBD-VEGF nin sinir rejenerasyonuna etkisi ve
ADM ile birlikte kullanilmasini igeren ¢alisma olmamasi da bu g¢alismanin esas

amacini olusturmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Periferik Sinir Anatomisi

Periferik sinir sistemi (PSS), merkezi sinir sistemi diginda kalan tiim sinir
liflerini kapsar ve viicudun beyin ile omurilik disinda kalan boliimlerini kontrol eder
(25). PSS, motor, duyu ve otonom sinirleri icerir ve hem istemli hem de otonom
islevleri yerine getirir (26). PSS’nin anatomisi, karmasik bir ag yapisi olusturan sinir

lifleri ve bu sinirlerin destekleyici yapilarini kapsar (Sekil 1).

Periferik sinirler birden ¢ok akson ve bu aksonlar1 cevreleyen Schwann
hiicrelerinden olusmaktadir. Miyelin, elektrik sinyallerinin daha hizli iletilmesini
saglar ve Schwann hiicreleri tarafindan tretilir (27). Periferik sinirlerin anatomik
bilesenleri aksonlar, miyelin kilifi, endondryum, perindryum, epinéryum ve kan

damarlarini igeren vazo nevrorumdan olusmaktadir kapsar (Sekil 1).

Sinir hiicresinin uzun, ince uzantisi olan aksonlar, sinir sinyallerini viicudun
diger kisimlarina ileten temel yapilardir (28). Her bir akson, sinyalin hizli ve etkin bir
sekilde iletilmesi i¢in uygun yap1 ve biyokimyasal Ozelliklere sahiptir. Miyelin,
aksonlar1 cevreleyen yaglh bir kiliftir ve sinyal iletimini hizlandirir. Miyelinli
aksonlarda aksiyon potansiyeli “atlamali (saltatory) iletim” ad1 verilen bir mekanizma
ile bir Ranvier diigiimiinden digerine atlayarak hizla yayilir (29, 30). Miyelin kilifi,
Schwann hiicreleri tarafindan olusturulur ve bu hiicreler PSS’de miyelin liretiminden

sorumludur (30).

Periferik sinirler, sinir liflerini bir arada tutan ve dis ¢evresel etkilerden
koruyan birka¢ bag dokusu katmanina sahiptir. Bunlar endondryum, perinéryum ve
epindryumdur. Endondryum, her bir aksonu ¢evreleyen ince bag dokusu tabakasi olup
aksonlar1 dis etkenlere kars1 korur (31). Perindryum, bir grup aksonun bir araya gelerek
olusturdugu demetleri ¢cevreleyen bag dokusu kilifidir (32). Perindéryum, sinir liflerini
daha fazla izole eder ve sinir sinyallerinin gecisi sirasinda ¢evresel etkenlere karsi
koruma saglar (31). Epindryum ise periferik sinirin en dis bag dokusu katmanidir ve

sinirin tiim fasikiillerini ¢evreler ve sinirleri fiziksel travmalara karsi korur ve



damarlari da igermektedir (33). Periferik sinirlerin normal islevlerini siirdiirebilmesi

icin gereken besin ve oksijen ihtiyaglari, bu sinirlerin i¢cinden geg¢en kan damarlari olan

vazo nervorum tarafindan saglanir (34).

Kan damarlan
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\_'__’/ \\(\‘(‘(“\\‘:{/ Endonoryum
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Sekil 1. Periferik Sinir Sisteminin yapisi (35).
2.2, Periferik Sinir Yaralanmalari

Periferik sinir yaralanmalari, viicutta en sik karsilasilan yaralanmalardan biridir
ve Ozellikle travmatik kazalar, cerrahi islemler, kesici alet yaralanmalar1 ve spor
kazalar1 gibi durumlar sonrasinda sik goriilen durumlardir (36). Periferik sinir sistemi,
merkezi sinir sisteminden ¢ikan sinirlerin viicuda yayilmasiyla olusur ve bu sinirlerin
hasar gérmesi, ciddi fonksiyon kayiplarina neden olabilir (36). Periferik sinir sistemi,
somatosensoriyel sinir sistemi ve otonom sinir sisteminden olusur (25).
Somatosensoriyel sistemin duyusal yolu, dis ¢cevre hakkinda bilgiyi omurilige ileten
spinal sinirleri igerir. Otonom sinir sistemi, i¢ ¢evreyi izlemekten ve homeostazi
korumak i¢in efektdr organlarda uygun degisiklikleri ortaya ¢ikarmaktan sorumlu olan
viseral duyusal ndronlara sahiptir (25). Bu nedenle, periferik sinir yaralanmalari

sonucunda hem duyu hem de motor fonksiyonlarda kayiplar meydana gelebilir.



Sinirlerin yapisina bagl olarak, bu tiir yaralanmalarin iyilesmesi karmasik olabilir ve

hasarin derecesine gore rejenerasyon siiresi degisiklik gosterebilir.

Periferik sinir birden ¢ok akson ve bu aksonlar1 g¢evreleyen Schwann
hiicrelerinden olusmaktadir (27). Schwann hiicreleri, miyelin kilifi olusturarak
aksonlarin elektriksel iletimi hizlandirmasina ve rejenerasyon sirasinda aksonlara
rehberlik etmesine yardimci olur (27). Sinir yaralanmalarinda aksonlar zarar gorebilir
veya tamamen kesilebilir ve Schwann hiicrelerinin destegi olmadan rejenerasyon

stireci zorlasabilir (37).
2.2.1. Periferik Sinir Yaralanmalarinin Dereceleri

Periferik sinir yaralanmalari, hasarin yeri ve tiiriine bagli olarak farkl
sekillerde siniflandirilabilir (38). Seddon ve Sunderland siniflandirmalari, hekimler
tarafindan periferik sinir yaralanmasi derecelendirmesi ve tedavisi ig¢in
kullanilmaktadir (39). Seddon siniflandirmasi takip edilmesi daha basit ve
elektrofizyolojik degerlendirmeler acisindan daha ilgili olsa da Sunderland
derecelendirmesi cerrahlar tarafindan ne zaman ve nasil miidahale edilecegine karar

vermek i¢in daha sik kullanilmaktadir (39).

Seddon smiflandirmas1 Sir Herbert Seddon tarafindan 1943 yilinda
tanimlanmis olup sinir yaralanmalarini ii¢ ana kategoriye ayirmaktadir (40, 41).
Noropraksi (Neuropraxia), sinirin iletiminin gegici olarak engellendigi fakat yapisal
bir hasarin olmadigi en hafif sinir yaralanmas tiiriidiir (42). Bu durumda akson zarar
gbrmez, sinirin miyelin kilifinda bir hasar meydana gelir (43). Bu tlr yaralanmalar
genellikle sinirin disaridan bir bask1 veya sikismasi sonucu olusur (43). Motor ve duyu
fonksiyonlarinda gecici kayip goriilebilir ve genellikle birkag hafta i¢inde tam iyilesme
saglanir (44). Aksonotmezis (Axonotmesis), aksonun hasar gordiigii ancak sinirin bag
dokusu yapisinin (endoneuryum, perineuryum, epineuryum) saglam kaldig1 bir sinir
yaralanmasidir (45). Bu tur bir yaralanmada Wallerian dejenerasyon meydana gelir.
Aksonlarin yeniden biiyiimesi miimkiindiir ve bu siire¢ haftada yaklagik 1-3 mm
hizinda gergeklesir (46). Fonksiyonlarin tam olarak geri donmesi miimkiindiir, ancak

stireg yaralanmanin yerine ve ciddiyetine bagli olarak degisir. Norotmezis



(Neurotmesis) ise, sinirin ve bag dokusu yapilarinin tamamen hasar gordiigii en ciddi
sinir yaralanmasidir (47). Genellikle tam sinir kesisi ya da ciddi bir travma sonucu
meydana gelir ve fonksiyon kaybi tamdir (47). Cerrahi mudahale gerektirmekle

birlikte iyilesme oran1 sinirlidir ve tam fonksiyonel iyilesme ise nadiren saglanabilir.

Sunderland smiflandirmasi, Seddon’un smiflandirmasindaki eksiklikleri
tamamlamak ve sinir yaralanmalarini daha detayli olarak agiklamak amaciyla
gelistirilmistir. Bu siniflandirma sistemi sinir hasarin1 bes dereceye ayirmaktadir.
Birinci derece hasar, Seddon’un noropraksi tanimina karsilik gelir (48). Sinirin iletimi
gecici olarak kesintiye ugrar ama yapisal bir hasar yoktur. lyilesme siireci hizli1 ve
tamdir. Ikinci derece hasarda Akson hasar gormiistiir ancak bag dokusu yapilari
(endoneuryum) saglam kalmigtir (48). Wallerian dejenerasyonu meydana gelir ve
aksonlarin yeniden biiyiimesi ile iyilesme miimkiindiir. Ugiincii derece hasarda akson
ve endoneuryum hasar gormiistiir ancak perineuryum saglam kalmistir (49). Bu
durumda sinir rejenerasyonu miimkiindiir, ancak tam fonksiyonel iyilesme saglanmasi
daha diisiik olasilikla gerceklesir. Dordiincli derecede akson, endoneuryum ve
perineuryum hasar gormiistiir, ancak epineuryum saglam kalmistir (50). Bu tir
hasarlar ciddi bozulmalar igerir ve cerrahi onarim gerektirir. Beginci derece hasar ise
Seddon’un ndrotmezisi tanimina karsilik gelir (51). Sinirin tam kopmasi durumudur

ve cerrahi onarim gereklidir. Tam fonksiyonel iyilesme nadiren saglanabilir.

Seddon smiflandirmasi sinir yaralanmalarini ii¢ ana kategoriye ayirarak daha
genel bir perspektif sunarken, Sunderland siniflandirmasi bu yaralanmalar1 bes farkli
dereceye ayirarak her tiirlii hasarin detayli bir sekilde degerlendirilmesine olanak
tanimaktadir. Her iki siniflandirma da sinir yaralanmalarinin klinik yonetimi ve tedavi
planlamasi i¢in onemlidir. Seddon smiflandirmas: hizli ve pratik bir degerlendirme
saglarken, Sunderland siniflandirmasi ise hasarin derecesini ve olast iyilesme

potansiyelini anlamada daha ayrintilidir.
2.2.2. Periferik Sinir Yaralanmalarinda Onarim Yontemleri

Sinir onarmmu sirasinda kullanilan baslica yontemler primer onarim, greft

uygulamalari ve sinir kondiitleridir (52, 53). Her yontemin kendine 6zgii avantajlari



ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu yontemlerin se¢imi, sinir yaralanmasinin tipi,
biiylikliigii, hasarin yeri ve hastanin genel saglik durumu gibi bir¢ok faktore baglidir

(38).
2.2.2.1. Primer Onarim

Primer onarim, sinir uclarinin direkt olarak birbirine siiture edilmesiyle
gerceklestirilen onarim tiiridiir (54). Bu yontem, 6zellikle sinir kaybinin minimal
oldugu durumlarda tercih edilir. Primer onarimin basarili olabilmesi i¢in sinir uglarinin
gerilimsiz bir sekilde bir araya getirilmesi gerekmektedir (53). Gerim, sinir uglarmin
kaynagmasini engelleyebilir ve rejenerasyon siirecini olumsuz etkileyebilir (53). Sinir
uclart arasindaki mesafenin fazla oldugu durumlarda ise primer onarim miimkiin
olmamaktadir. Bu tiir durumlarda sinir defektinin doldurulmasi i¢in greft uygulamalari

devreye girmektedir (55).
2.2.2.2. Sinir Greftleri

Sinir greftleri, 6zellikle biiylik sinir defektlerinde kullanilir ve sinir uglari
arasindaki boslugun doldurulmasini saglar. Sinir greftleri, otolog ve allogenik greftler

olmak {izere iki temel tipe ayrilir (56).

Otolog sinir greftleri, hastanin kendi viicudundan alinan sinir dokusunun
kullanildig1 bir onarim yontemidir (57). Genellikle, sural sinir gibi motor fonksiyonu
sinirlt olan sinirler donor alan olarak kullanilir (58). Bu yontemin en biiyiik avantaji,
hastanin kendi dokusunun kullanilmasi nedeniyle immiinolojik reddedilme riskinin
olmamasidir (59). Otolog greftlerin kullanimi, Schwann hiicreleri ve norotrofik
faktorler igerdigi i¢in rejenerasyon siirecini destekler (60, 61). Ancak donér saha
morbiditesi, hastanin ek bir cerrahi miidahaleye maruz kalmasi, sinir kaybina bagh
olarak dondr bolgede duyu kaybr ve agr1 gibi komplikasyonlar meydana gelebilmesi

bu yontemin énemli dezavantajlar1 arasindadir (61, 62).

Allogenik sinir greftleri, kadavra veya beyin 6liimii gerceklesmis bireylerden

elde edilen sinir dokularinin kullanildig1 bir yontemdir (63). Bu greftlerin en biytk



avantaji, dondr saha morbiditesinin olmamasidir. Allogreftler, istenilen uzunluk ve
kalinlikta kullanilabilir ve bu nedenle o6zellikle uzun sinir defektlerinde tercih
edilebilir. Ancak, allogreftlerin kullanimi1 immiinolojik reddedilme riskini beraberinde
getirir (64, 65). Bu durum, genellikle immansupresif tedavi gerektirmektedir ve bu
tedavi de bircok yan etkiye neden olabilir (64, 65). Immiinsupresyonun yani sira,
kadavra veya dondr bulma zorluklari ve bu dokularin sinirli olmasi, allogreftlerin
yaygin kullanimini engellemektedir (64, 65). Bunlar1 engellemek igin ¢esitli yontemler
denenmektedir. Hiicresizlestirilmis sinir allotransplantlari, bagisiklik tepkisini
tetikleyebilecek immiinojenik materyali azaltan hiicresel bilesenleri ¢ikarmak igin
islenir (66). Geriye kalan yapi iskeleti, yapisal proteinleri ve hiicre digi matrisi
koruyarak akson rejenerasyonunu desteklerken bagisiklik reddi riskini 6nemli dlcilide
azaltir. Ek olarak greft reddini 6nlemek i¢in hastalara bagisiklik baskilayict ilaglar
verilebilir (67). Bu ilaglar, bagis¢1 dokuya karsi bagisiklik tepkisi olasiligini azaltmaya
yardimc olabilir, ancak uzun siireli bagisiklik baskilamanin kendine 6zgii riskleri

vardir.

Bunlara ek olarak, doku miihendisligi ve biyoteknoloji alanindaki gelismelerle
birlikte, sinir greftlerinin yerini alabilecek sentetik ve biyolojik alternatifler
gelistirilmistir (68). Sentetik sinir greftleri, biyouyumlu polimerlerden yapilmis
tiplerdir ve sinir defektinin kapatilmasinda kullanilir. Biyolojik sinir greftleri ise
kolajen, fibrin, laminin gibi biyolojik materyallerden elde edilmistir ve sinir
hicrelerinin blytmesini destekleyen bir mikro ortam saglar (69, 70). Bu tiir greftlerin
kullanimiyla dondr saha morbiditesi ortadan kalkar ve immiinolojik riskler minimize
edilir. Ancak, sentetik ve biyolojik greftlerin etkinligi otolog sinir greftleri kadar
yiiksek degildir ve klinik kullanimlari sinirlidir (71). Bir ¢alismada akut total brakiyal
pleksus yaralanmalarinda median siniri innervasyon i¢in serbest vaskiilarize ulnar sinir
grefti kullaniminin uzun doénem sonuglarini incelenmistir (72). Sinir transferi
yontemlerinin  brakiyal pleksus yaralanmalarinda etkili sonuglar sagladigi
belirtilmistir. Ancak bu yontemler, dondr sinir bulunabilirligi, tam fonksiyonel
bagimsizlik saglanamamast ve ileri mikrocerrahi deneyim gerekliligi gibi

siirlamalara sahiptir.



2.2.2.3. Sinir Konduitleri

Sinir kondiiitleri, sinir u¢lar1 arasindaki boslugu kopriilemek ve rejenerasyonu
desteklemek amaciyla kullanilan sentetik veya biyolojik tiiplerdir (73). Bu kondditler,
sinir uglarinin yonlendirilmesini saglayarak rejenerasyon siirecine yardimet olur (74).
Kondiiitler, 6zellikle kisa mesafeli sinir defektlerinde (30 mm’ye kadar) kullanilir ve
bu mesafedeki defektlerin kapatilmasinda etkili bir yontem olarak kabul edilir (75).
Ancak uzun sinir defektlerinde kondiiitlerin etkinligi sinirhidir ve otolog sinir greftleri
kadar basarili sonuglar vermemektedir (75). Sinir konduitleri, biyomateryal biliminin
gelismesiyle birlikte farkli malzemelerden tiretilmeye baglanmistir ve bu malzemelerin
sinir rejenerasyonuna etkisi arastirilmaktadir (76-79). Bununla birlikte ¢esitli

caligmalar sinir kondiiitlerinin iyi etkinlik gdsterdigini belirtmistir (80).

2.3. Aseluler Dermal Matriks (ADM)

ADM, hiicresizlestirilmis dermal dokudan elde edilen ve ¢esitli rejeneratif
ozelliklere sahip bir biyomateryaldir ve plastik cerrahinin farkli alanlarinda genis bir
klinik kullanim alanmna sahiptir (81-83). Ozellikle meme rekonstriiksiyonu, karin
duvar1 onarimi ve fasya rekonstriiksiyonu gibi bir¢ok cerrahi prosediirde yaygin olarak

kullanilmaktadir (84-87).

ADM, insan kaynakli veya domuz ve sigir gibi hayvan kaynakli olabilen bir
materyaldir (88). Insan kaynakli ADM’ler genellikle daha diisiik immiinolojik risk
tasirken, hayvan kaynakli ADM’ler daha fazla immiinolojik reaksiyon olusturma
potansiyeline sahiptir ancak uygun hiicresizlestirme teknikleri kullanilarak bu
immunolojik reaksiyonlar minimize edilebilir (89-91). Bunun yaninda ADM, kollajen,
elastin ve glikozaminoglikanlar gibi yerli ekstraseliiler matriks bilesenlerinin ¢ogunu
koruyan benzersiz bir yapiya sahiptir (92). Bu bilesenler, doku rejenerasyonunu
desteklemek i¢in mekanik gilic ve biyokimyasal sinyaller saglamak agisindan ¢ok
onemlidir (92). Hiicresizlestirme siireci, tiim hiicresel igerigi ¢ikarirken bu 6nemli
bilesenleri koruyarak ADM’nin belirgin bir immiin yanit olusturmadan doku
rejenerasyonu i¢in etkili bir iskelet olmasini saglar (93). ADM’nin biyolojik 6zellikleri

arasinda ekstraseliiler matriksin temel bilesenlerinin korunmasi ve bunlarin doku



yenilenmesini tesvik etmesi One ¢ikmaktadir (94). Kollajen, elastin ve
glikozaminoglikanlar gibi bilesenler, hiicre gociinii ve farklilagsmasini destekler (95,
96). ADM’nin bu bilesenleri, 6zellikle fibroblastlarin yara bolgesine gé¢ etmesini ve
burada yeni doku olusumunu tesvik etmesini saglar (95, 96). ADM ayrica makrofajlar
ve diger bagisiklik hiicreleri igin diisiik diizeyde immiinojenik bir ortam sunarak,
inflamasyonun kontrol altina alinmasina yardimci olur (97). ADM’nin dogal yapisinin
korunmus olmasi, doku iyilesme siirecini hizlandirirken anjiyogenezi de destekler (98,
99). Bu 6zellikler, ADM’nin yara onariminda ve rejeneratif tip uygulamalarinda etkili

bir biyomateryal olmasini saglamaktadir.

ADM, rekonstriiktif ve estetik cerrahide genis kullanim alanlarina sahiptir (82).
Ozellikle meme rekonstriiksiyonlari, fitik tamirleri ve yanik tedavisinde dnemli bir rol
oynar (85). Yanik vakalarinda ADM, cilt transplantasyonuna uygun bir ortam
hazirlamak ve yara iyilesmesini hizlandirmak i¢in kullanilir (100). ADM ayrica kronik
yaralarin tedavisinde de kullanilarak graniilasyon dokusunun olusumunu destekler
(101). Kronik yaralar, diyabetik ayak ftilserleri ve basi yaralari gibi tedavisi zor
yaralardir ve ADM’nin ekstraseliiler matriks yapisi, bu tiir yaralarda iyilesmeyi
hizlandirarak yeni doku olusumunu tesvik eder (101). Ayrica fitik tamirlerinde, ADM
fitik bolgesine yerlestirilen materyalin viicut tarafindan kabul edilmesini ve yeniden
yapilandirilmasini saglar, boylece cerrahi basarinin artmasina katkida bulunur (102).
ADM’nin biyouyumlu yapisi, fitikk tamirinde kullanilan diger materyallerle
kiyaslandiginda daha diisiik komplikasyon oranlar1 ve daha iyi uzun dénem sonuglar
sunar (86, 103). ADM ’nin klinik uygulamalarindaki tiim bu gesitliligin onun esnekligi,

biyolojik uyumlulugu ve rejeneratif kapasitesi sayesinde gerceklesmektedir.

2.4. Vaskuler Endotelyal Buyume Faktori (VEGF)

VEGF, vucutta vaskiilogenez ve anjiyogenez sureclerini diizenleyen temel bir
blytme faktoridur ve endotel hicreleri tzerinde selektif etkiler yapar ve vaskdler
gecirgenligi arttirarak bu siirecleri tetikler (104). VEGF ayrica oksijen seviyesinin
diisiik oldugu (hipoksik) dokularda ifade diizeyini arttirir ve dokunun oksijenlenmesini

saglamak i¢in yeni damar olusumunu uyarir (105). VEGF hem embriyolojik gelisim



doneminde hem de yetiskin organizmada bir¢ok fizyolojik ve patolojik durumda kritik

rol oynadigindan VEGF nin {iretimi ve aktivasyonu siki bir sekilde diizenlenir (104).
2.4.1. VEGEF Ailesi ve izoformlar

VEGEF ailesi, ¢esitli ligandlardan ve izoformlardan olusur. Bu ligandlar VEGF-
A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve PIGF (plasental buytume faktort), VEGF-E (Orf-
VEGF) ve Trimeresurus flavoviridis svWEGF’yi igermektedir (104). Son iki VEGF
haricinde, memeli genomlarinda VEGF ailesinin ilk bes izoformu vardir (63). Bu

ligandlar, farkli dokularda ve cesitli fizyolojik ve patolojik durumlarda rol oynar.

VEGF ailesinin en énemli ve en iyi bilinen Gyesi VEGF-A’dir. Anjiyogenez ve
vaskiilogenez siireglerinde temel rol oynar ve damarlardaki gecirgenligi artirarak bu
srecleri tetikler (105). VEGF-A, alternatif ekzon kesimi mekanizmasiyla farkli
izoformlar olusturabilir. Bu izoformlarin en Onemlileri VEGF121, VEGF165,
VEGF189 ve VEGF206’dir (106-108). VEGF121 heparin baglama bdlgesine sahip
olmadig1 i¢in ekstraseliller matrikse baglanmaz ve bu sayede dokular arasindaki
yayilim kapasitesi daha fazladir ve bu da anjiyogenezde farkli bir rol iistlenmesine
olanak tanir (109). VEGF165, VEGF-A’nin en yaygin izoformlarindan biridir ve
ekstraseliiler matrikse giiclii bir sekilde baglanabilir (110, 111). Bu izoformun doku
spesifik dagilimi ve biyolojik aktivitesi, anjiyogenezi etkin bir sekilde destekler (112).
VEGF165 hem serbest halde dolasabilir hem de ve ekstraseliiler matrikse baglanarak
lokal etkiler gosterebilir (113). VEGF189 ve VEGF206 izoformlar1 ise ekstraseliiler
matrikse daha siki baglanabilir ve doku i¢inde depo edilebilirler (110). Bu durum,
anjiyogenik sinyallerin daha uzun stireli ve lokalize bir sekilde saglanmasina olanak
tanir. VEGF189 ve VEGF206, damar olusumu siirecinde lokal etkilerle endotel hiicre
aktivasyonunu destekler (113, 114).

VEGF-B, 6zellikle kardiyovaskiiler sistemde metabolik siire¢lerin ve kalp kas1
saghiginin diizenlenmesinde rol oynar (115). VEGF-B, enerji metabolizmasinin
diizenlenmesine katkida bulunarak kalp kasinda mitokondriyal yag asidi tasinmasinda
rol oynar (116). Bu 6zelligi nedeniyle, VEGF-B, kardiyak iskemi ve kalp hastaliklar
gibi durumlarin tedavisinde potansiyel bir hedef olarak degerlendirilmektedir (117).



Ayn1 zamanda, VEGF-B’nin vaskiiler endotel hiicrelerinin hayatta kalmasina katkida

bulundugu da bilinmektedir (118).

VEGF-C ve VEGF-D, lenfanjiyogenez surecinde kritik rol oynar (119-121).
VEGF-C, lenfatik damar olusumu ve lenfanjiyogenezde 6nemli rol oynar ve bu
aktivitesini, VEGF reseptori-3’e (VEGFR-3) baglanarak bu reseptorii aktive ederek
ve lenf damarlarmin olgunlasmasini diizenleyerek gosterir (122, 123). Ozellikle kanser
metastazinda, tiimorlerin lenf sistemi araciligiyla metastazinda rol oynadigi
bilinmektedir (123, 124). VEGF-D de benzer bir sekilde VEGFR-3 araciligiyla
lenfanjiyogenezi destekler (125). VEGF-D’nin ayrica VEGFR-2 ile baglanti kurarak

hem kan hem de lenf damarlarinin gelisiminde etkili oldugu belitritlmistir (126).

PIGF, 6zellikle plasenta gelisiminde 6nemli rol oynar (127) ve ayrica patolojik
anjiyogenez siireclerin gelisiminde etkilidir (128). PIGF, VEGFR-1’¢ baglanarak
VEGF-A’nin VEGFR-2’ye baglanmasini modiile edebilir ve bu sekilde anjiyogenez
tizerindeki etkisini dolayli olarak arttirabilir (129). Ek olarak yaralanma ve

enflamasyon gibi durumlarda yeni damar olusumu siirecinde de rol oynar (130, 131).
2.4.2. VEGF Reseptorleri ve VEGF’in Etkili Oldugu Sinyal Yolaklar:

VEGF ailesi iiyeleri, hiicre yiizeyindeki belirli reseptorlere baglanarak
etkilerini gosterirler. Bu reseptorler, reseptor tirozin kinaz (RTK) ailesine aittir ve
VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3 olarak bilinmektedir (132). Her bir reseptor
anjiyogenez, lenfanjiyogenez ve endotel hiicre fonksiyonunun diizenlenmesinde farkli
roller oynamaktadir oynar. VEGFR’lere ek olarak, VEGF sinyali norolipinler (NRP1
ve NRP2) ve heparan siilfat proteoglikanlar (HSPG’ler) gibi es-reseptorler tarafindan
da modile edilebilir (133). Norolipin, 6zellikle VEGF’nin VEGFR-2’ye baglanma
afinitesini artirarak anjiyogenez diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (134, 135). NRP1
endotel hicrelerde genellikle VEGFR-2 ile birlikte eksprese edilerek VEGF-A
sinyalinin etkisini arttirir (135). NRP2 ise VEGFR-2 ve VEGFR-3 ile etkilesime
girerek endotel hiicrelerinin sagkalimini ve goglinii destekler (136). HSPG’ler ise

hiicre ylizeyinde ve ekstraseliiler matrikste bulunur, VEGF ligandlarinin VEGFR’lere



baglanmasini kolaylastirir ve reseptdr dimerizasyonunu ve aktivasyonunu destekler

(137, 138).

VEGF’in modiile ettigi sinyal yolaklari, endotel hiicre fonksiyonlarinin
duzenlenmesinde, 6zellikle proliferasyon, gog, hayatta kalma ve gecirgenlik gibi
streclerde kritik roller oynar (104, 139, 140). Bu yolaklarin aktivasyonu, VEGF’nin
spesifik hiicre ylizey reseptorlerine baglanmasi ile saglanir ve sonrasinda bir dizi hiicre
i¢i olay1 tetikler. Ana VEGF sinyal yolaklari RAS-RAF-MEK-ERK, PI3K-Akt ve
PLCy-PKC yolaklaridir (141-143). Bu yolaklarin her biri endotel hiicre biyolojisi ve
anjiyogenezde farkli ancak zaman zaman da birbirleriyle ortiisen fonksiyonlara

sahiptir.

RAS-RAF-MEK-ERK yolaklardan, VEGF reseptorine (6zellikle VEGFR-2)
baglanmasi sonucunda aktive olan temel yolaklardan biridir (104). Bu yolak, endotel
hicre proliferasyonu ve diferansiyasyonunun desteklenmesinde merkezi bir rol oynar
(144). Bu yolakta, VEGF VEGFR’ye baglandiginda VEGFR nin otofosforilasyonu
gerceklestirir ve Grb2 ve SOS gibi adaptor proteinleri aktive eder (145). Bu durum,
kiiciik bir GTPaz olan RAS’ 1 aktivasyonuna yol agar. Aktif RAS, sirasiyla RAF
kinazi aktive eder ve RAF kinaz da MEK1/2’yi fosforile eder (145). MEK1/2 ise,
hiicre dis1 sinyal araciligiyla diizenlenen kinaz 1/2’yi (ERK1/2) fosfatlar (145).
Ardindan ERK1/2, cekirdege transloke olarak orada ELK1 gibi transkripsiyon
faktorlerini fosforile eder ve bu durum da hiicre déngisu ilerlemesi ve proliferasyon
ile ilgili genlerin ifadesini duzenler (146, 147). Bu durum endotel hiicre

proliferasyonunu arttirarak yeni kan damarlarinin olusumuna katki saglar (148, 149).

PI3K-Akt yolagi, endotel hiicre hayatta kalmasi ve apoptozun engellenmesi
icin gereklidir. Bu yolak, ayrica endotel hiicre go¢ii ve nitrik oksit (NO) liretimine
katki saglar, bu durum da vaskiiler gegirgenlik ve vazodilatasyonu arttirir (150, 151).
VEGFR’nin VEGF tafarindan aktivasyonu PI3K’yi aktive eder ve ardindan PI3K,
PIP2’yi fosforilleyerek PIP3 olusturur (152). PIP3, Akt i¢in bir baglanma yeri
olusturur ve sonrasinda PDK1 tarafindan fosforile edilip aktive edilir (153). Aktive
Akt, BAD gibi pro-apoptotik proteinleri inhibe ederek ve Bcl-2 gibi anti-apoptotik



proteinlerin aktivitesini arttirarak hiicre sagkalimini destekler (154). Akt, ayrica
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) liretimini uyarir, bu da NO seviyelerini arttirarak

vazodilatasyon saglar ve kan akisini iyilestirir (155).

PLCy-PKC vyolagi, 6zellikle endotel hiicre gocii ve vaskiiler gegirgenligin
duzenlenmesinde rol oynar (104). Bu yolak ayni zamanda hiicre hareketi i¢in gerekli
olan hiicre iskeletinin yeniden organizasyonuna da katki saglar (104). Bu yolak, VEGF
VEGFR’ye baglandiginda, fosfolipaz C izoform-gama (PLCy) reseptor ile etkilesime
girer ve fosforilasyon yoluyla aktive edilir (156). Aktive PLCy, PIP2’yi inozitol
trifosfat (IP3) ve diasilgliserol (DAG) olarak hidrolize eder (157). IP3, hiicre igi
depolardan kalsiyum salinimini tetiklerken DAG protein Kinaz C (PKC)’yi aktifler
(158). Hiicre i¢i kalsiyum seviyesindeki artis ve PKC aktivasyonu, hiicre iskelet
dinamiklerini dlzenleyen hedef proteinlerin fosforilasyonuna yol acar (159). Bu
durum, anjiyogenezde kritik bir adim olan endotel hiicre gogiinii artirir (159, 160). EkK
olarak PKC aktivasyonu, endotel baglantilarinda VE-kaderin’i modiile ederek
vaskiiler gecirgenligi artirir ve bu da hiicrelerin ve besinlerin endotel tabakasindan

gecisini saglar (161, 162).

2.5. CBD-VEGF

VEGF, o6zellikle doku onarimi ve rejenerasyonu siireclerinde onemli bir
biyolojik ajan olarak kabul edilmektedir. Ancak VEGF’nin dogal haliyle klinik
uygulamalarinda baz1 ciddi zorluklarla karsilagilmaktadir. Bu zorluklarin en basinda,
VEGF’nin biyolojik yar1 6mriiniin oldukg¢a kisa olmas1 gelir (163). VEGF, dolasimda
veya doku i¢inde hizli bir sekilde metabolize edilir ve etkisini gésteremeden bozunur
(163). Bu durum, biiylime faktoriiniin hedef dokuya yeterli diizeyde ulagsmasini ve

yeterince uzun siire etki gostermesini zorlastirir.

CBD-VEGF (Collagen Binding Domain-VEGF) bu sorunlara ¢6ziim olarak
gelistirilmis bir VEGF tiirevidir. CBD-VEGF kolajen baglanma bolgesi adi1 verilen
spesifik bir baglanma bdlgesi igermektedir (164). Bu baglanma bdlgesi, CBD-
VEGF nin hedef dokularda bulunan kolajen I gibi yapisal proteinlere spesifik olarak

baglanmasini saglar (165). Kolajen viicutta birgok dokuda, 6zellikle bag dokusunda ve



doku rejenerasyonunun gergeklestigi alanlarda bol miktarda bulunur. CBD-VEGF nin
kolajene baglanabilme 6zelligi, bu biiylime faktoriiniin dokuya spesifik baglanmasini
saglayarak, hedef doku icinde daha uzun siire aktif kalmasina ve biyolojik etkisini

gostermesine yardimeci olur (166).

CBD-VEGF hem in vitro hem de in vivo modellerde VEGF’nin biyolojik
aktivitesini korumasini saglar (24, 166). CBD-VEGEF nin, dogal VEGF’ye kiyasla
daha uzun siire aktif kalabilmesi, onun hedef bolgedeki etkinligini artirir. Ozellikle
anjiogenez surecinde, CBD-VEGF nin kollajen I ile baglanmasi sayesinde biiyiime
faktorinln lokalizasyonu ve konsantrasyonu artar. Bu da daha yogun bir vaskiiler yap1

olugsmasini destekler ve iyilesme siireglerini hizlandirir (167, 168).

CBD-VEGEF kolajene baglanmasi yoluyla dokuda kaliciligini artirirken, ayni
zamanda biiyiime faktoriiniin dokuya 6zgli metabolik bozunmaya kars1 daha direncli
olur. Bu baglanma sayesinde CBD-VEGF, vicut icinde veya hedef dokuya
uygulandiginda ¢evresel faktorlerden daha az etkilenir ve blyume potansiyelini korur.
Normal VEGF’nin aksine, CBD-VEGF nin bu avantaji, rejenerasyon gerektiren doku
iyilesmelerinde, ozellikle de periferik sinir yaralanmalari gibi uzun siireli onarim

stireglerinde 6nemli bir katki saglar (169, 170).

2.6. Sinir Rejenerasyonu i¢cin ADM ve CBD-VEGF Kullanim

ADM, 0Ozellikle doku rejenerasyonunda iskelet gorevi goren bir yap1 sunar ve
bu oOzellikleri nedeniyle sinir rejenerasyonunda potansiyel olarak kullanigh bir
materyaldir (81, 171, 172). ADM’nin yapisinda bol miktarda kolajen bulunur ve bu
kolajen, CBD-VEGF i¢in dogal bir hedef molekiil olarak islev goriir (173).

CBD-VEGF’nin ADM ile kullanimi, ADM’nin sundugu yapisal iskelet ile
blylime faktorinin rejenerasyon bolgesinde uzun sureli bir aktivite gdstermesini
saglar. ADM’nin kolajence zengin yapisi, CBD-VEGF nin etkinligini artirarak
rejenerasyon bolgesinde biiylime faktoriiniin stabilitesini ve biyolojik yararlanimini
yukseltebilir. ADM, bu baglanma sayesinde hem biyomateryalin kendisinin hem de

biiytime faktdriiniin sinir iyilesmesi tizerindeki olumlu etkilerini maksimize eder. Sinir



yaralanmalarinda ve defektlerinde kullanilan ADM, CBD-VEGF nin lokal etkisini
artirarak, sinir hiicrelerinin biiylimesi, cogalmasi ve farklilagsmasi i¢in uygun bir ortam

hazirlayabilir (174, 175).

Sinir dokusu, kollajen ve diger hiicre dis1 matriks proteinleri agisindan zengin
bir mikrogevre sunar. Sinir yaralanmalarinda onarim siireci sirasinda kolajen sentezi
artar (176) ve bu da CBD-VEGEF nin baglanmasi i¢in uygun bir ortam yaratmaktadir.
Bu sayede rejenerasyon boélgesinde yerel olarak yiksek konsantrasyonlarda bulunan
VEGF, anjiyogenez ve hiicre proliferasyonunu indiikleyerek onarim siirecine katkida

bulunur (169).

Ayrica, CBD-VEGF’nin ADM ve sinir dokusu ile kullanimi, sadece sinir
rejenerasyonunu desteklemekle kalmaz, ayni zamanda ADM’nin sagladigi yapi
sayesinde rejenerasyonun yonlendirilmesine de olanak taniyabilir ve uzun sinir
defektlerinin onariminda, biliylime faktoriiniin etkinligini artirarak rejeneratif
kapasitenin yiikseltilmesine olanak tanir. ADM ve CBD-VEGF kombinasyonu, sinir
hiicrelerinin biliylime yoniinii ve hizin1 artirirken, ayni zamanda vaskiilogenez ve

anjiyogenez gibi strecleri de tetikleyebilir (177, 178).



3. GEREC VE YONTEM

Calisma Actbadem Mehmet Ali Aydilar Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu (ACU-HADYEK) onay1 sonrasi gergeklestirildi (Tarih: 22.05.2024,
Protokol onay numarasi: 2024/23). Calismada Acibadem Universitesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nden temin edilen 32 adet Sprague Dawley soyu
eriskin (Agirlik= 200 — 250 gram, yas=4-6 hafta) sican kullanildi. Deney hayvanlari
Acibadem Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’nde takip edildi.
Hayvanlar her kafeste cerrahi dncesi (¢ ve cerrahi uygulama sonrasi tek hayvan olacak
sekilde, kontrollii ortamda 21,0 = 1,0°C sicaklikta ve 12 saat/12 saat aydinlik/karanlik
dongiisiinde takip edildi. Arastirma boyunca hayvanlarin standart kemirgen yemine ve

¢esme suyuna erigimi kisitlanmadan saglanda.

3.1. CBD-VEGF Uretimi

pET-28a(+)-CBD-VEGF165 genini tasiyan rekombinant Escherichia coli
(E.coli) BL21(DE3) susu olan kolonileri, kanamisin (30 pg/ml) igeren besiyerinde,
37°C’de ve 200 rpm hizinda bir gece boyunca inkiibe edilerek 10 mL hiicre kiiltiirii
elde edildi. Bu kiiltiir, 1/10 oraninda 400 mL’lik yeni bir besiyerine aktarildi ve ikincil
kiiltiirler olusturuldu. Ikincil kiiltiirler, 37°C’de ODe0o=0,6 degerine ulasana kadar
inkiibe edildi. ODgoo=0.6 seviyesine gelindiginde, final konsantrasyonu 0,25 mM
olacak sekilde IPTG eklenerek indiiksiyon islemi gerceklestirilmistir. indiiklenen
hiicreler, ayni1 kosullarda alt1 saat boyunca inkiibe edilip, her saat alinan 6rneklerle

ekspresyon sureci izlendi.

Ekspresyon sonrasi E. coli BL21(DE3) hiicreleri, 10.000 rpm hizinda, +4°C’de
20 dakika sureyle santrifuj edilerek pelet formunda c¢okturilda. Hicre peletleri, 1X
fosfat tamponu i¢inde ¢6ziildii ve buz lizerinde 30 dakika bekletildi. Ardindan hiicreler
64 mikron giiciinde sonikasyon uygulanarak parcalandi. Bu igslem, her biri 15 saniye
sonikasyon ve 15 saniye sogutma dongiilerinden olusan, toplam 2 dakika siiren
dongiiler halinde gerceklestirildi. Elde edilen homojenat, 4°C’de 15.000 rpm hizinda
30 dakika sureyle santrifiij edildi. Homejenat hiicre kalintilarindan uzaklastirildi. Daha

berrak siipernetant elde edildi. Siipernetant protein saflastirma islemi igin -80°C’de



saklandi. His-Tag ile isaretlenmis proteinler %10’luk SDS-PAGE yoOntemi

kullanilarak analiz edildi ve goriintiilendi.
3.1.1. Rekombinant His-CBD-VEGF165 Fiizyon Proteinin Saflastirilmasi

Amino terminalinde 6xHis etiketi bulunan CBD-VEGF165 proteinini iceren
hiicre lizatlari, 10 mL kapasiteli HisPur-Nitrilotriasetik asit (HisPur-NTA)
Resin kolonu (Thermofisher Scientific, ABD) kullanilarak ilgi kromatografisi
(IMAC) yontemiyle tek bir adimda saflastirildi. Hiicre lizat1 kolona yiiklendikten
sonra, HisPur ile 6xHis-CBD-VEGF165 proteinlerinin baglanabilmesi i¢in 30 dakika
boyunca inkibe edildi. Ardindan kolon, yaklagik 15 ml pH 7,5 Tris-HCI tampon
cozeltisi (20m M Tris-HCL, 150 mM NacCl) ile yikandi. Kolon yikanma adimiyla
kolona tutunamayan biyomolekiiller uzaklastirildiktan sonra, 10 mM imidazol i¢eren
100 mL pH 7,5 Tris-HCI (20m M Tris-HCL, 150 mM NaCl) tamponuyla son bir defa
yikandi. Toplamda 200 mM imidazole igeren Tris-HCI/NaCl pH=7,5 tamponu ile
6xHis-6xHis-CBD-VEGF165 protein fraksiyonlar1 elde edildi. Bu fraksiyonlar
%10’luk SDS-PAGE yontemiyle analiz edildi. Saflastirilan proteinden imidazoliin
uzaklastirilmasi amaciyla igeriginde hi¢ imidazol olmayan pH 7,5 Tris-HCI (20m M
Tris-HCL, 150 mM NacCl) tamponuna kars1 diyaliz islemi gerceklestirildi. Diyaliz
esnasinda tampon dort saatte bir degistirildi ve drnek soguk bir ortamda bir gece

boyunca bekletildi.

3.1.2 Saflastirilmig, Rekombinant His-CBD-VEGF165 Flzyon Proteinin His-Tag

Bolgesinin Ayrilmasi

Saflastirilan His-CBD-VEGF165 proteinlerinin  6xHis etiketli kisminin
ayrilmasi i¢in HisPur-NTA kolonuna yiklenip LVPRGS (L6sin, Valin, Prolin,
Arjinin, Glisin, Serin) amino asit tanima bolgesini hedefleyen trombin enzimiyle
muamele edildi (Sekil 2). HisPur-NTA kolonu, %1 Triton X-100 iceren pH 7,5 Tris-
HCI (20m M Tris-HCL, 150 mM NacCl), tampon ¢ozeltisi ile ekilibre edildikten sonra
saflagtirllan 6xHis etiketi tasiyan CBD-VEGF165 protein kolona yiklendi.

Proteinlerin baglanmas1 amaciyla kolon 30 dakika inkiibe edildi ve ardindan kolon,



%1 Triton X-100 iceren pH 7,5 Tris-HCI (20m M Tris-HCL, 150 mM NacCl)
tamponuyla yikandi. Yikama sonrasinda kolona baglanmis olan 6xHis-flzyon
proteini, 6xHis bolgesindeki LVPRGS (L&sin, Valin, Prolin, Arjinin, Glisin, Serin)
tanima bolgesinden kesilmesi i¢in 10 U trombin enzimi ihtiva eden pH 7,5 Tris-HCI
(20m M Tris-HCL, 150 mM NaCl) tamponu kolona aktarildi. Kolona Trombin enzimi
ilave edildikten sonra, kesim reaksiyonunun gerceklesmesi amaciyla 25°C
sicakliginda kolon iki saat bekletildi ve kesim reaksiyonu esnasinda pipetaj yapildi.
Serbest proteinlerin ayrilmasi amaciyla kolon 4°C’de bir gece bekletildi. Ayirma
islemi sonucunda elde edilen protein fraksiyonlari, 280 nm dalga boyunda Slgiim
yapilarak belirlendi. Saf olarak elde edilen proteinler %10’luk SDS-PAGE’de

goriintiilenerek ileri deneylerde kullanilmak amaciyla -80°C’de saklandi.
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O T7 terminator gna
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pET-28a(+)
g Byl ll
_ Bgiul 17 promoter lac operator _ Xbal s
== AGATC TCG ATC CCG CGA AAT TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG AAT TGT GAG CGG ATAACAATT CCC CTC TAG AAA TAATTT TGT TTA ACT TTA AGA AGG AGA
Neo l His tag Ndel Nhel 17 g
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R'G 5 EF BEL R R B A C€C G R T R & PP B P P L R 8§ G C s

Bip1 17 terminator
AAGCTGAGT TGG TG CTG CCA COG CTG AGC AAT AAC TAG CAT AAC CCC TTG GGG CCT CTA AAC GGG TCT TGA GGG GTT TTT TG ==

Sekil 2. Ekspresyon vektori pET-28a(+) ve His-Tag kesim bdlgesi olan trombin

enziminin lokasyonu.



3.1.3. SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Tablo 2.1°da belirtildigi sekilde, SDS-PAGE yo6ntemi (Laemmli 1970)
kullanilarak %35 yiikleme jeli ve %10 ayirma jeli hazirlandi (Bio-Rad Laboratories,
Inc.). Enzim 6rnekleri, protein yiikleme boyast (%1 SDS igeren 2X protein loading
dye) ile karistirildiktan sonra 100°C’de 5 dakika boyunca inkiibe edildi. Ayn jele
saflagtirilan proteinlerin molekiiler agirliginin tespit edilmesi amaciyla protein
belirteci (Pre-Stained Protein Ladder, Invitrogen) yiiklendi. Elektroforez islemi 100
V’da gergeklestirildi ve proteinler Coomassie Brillant Blue-R250 boyasi igeren
boyama soliisyonu ile boyandi. Protein bantlarini jelde daha net goriintiileyebilmek
icin boya uzaklastirma (destain) soliisyonu kullanilarak protein batlar1 belirginlesir.
Molekiiler agirliklar1 bilinen referans protein bantlar ile karsilastirilarak saflastirilan

proteinler belirlenir.

Tablo 2.1. Elektroforez (SDS-PAGE) deneyinde kullanilan bilesenler (Laemmli,
1970).

Reaksiyon Bilesenleri %10 Yurutme Jeli %05 Yukleme Jeli
dH:0 3,3ml 1,4 mi
30% akrilamid/bis- 4,0 ml 330 pl

akrilamid, 37.5:1 (2.7%

crosslinker) solusyon

1.5 M Tris Tamponu (pH | 2,5 mi -
8,8)

1 M Tris Tmaponu (pH - 250 pl
6,8)




%10 SDS 100 pl 20 pl

%10 amonyum persilfat | 20 ul 20 wl

TEMED 2l 2 ul

3.1.4. BCA (Bicinchoninic Acid) Protein Miktar:1 Tayini

Ileri deneylerde kullanmak iizere, Bicinchoninic asit (BCA) ydntemiyle
saflagtirilmis protein miktar1 belirlenir. Protein orneklerinden 5 pL alinarak 96
kuyucuklu mikroplakaya yerlestirilir. Her bir kuyucuga, taze hazirlanmis 1:50
oraninda Soliisyon A ile Soliisyon B karisimi eklendi. Toplamda reaksiyon hacmi 200
pL olacak sekilde eklemeler yapilir. Standart olarak farkli konsantrasyonda sigir serum
albiimini (BSA) kullamildi. Ornekler, 37°C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra,
mikroplaka okuyucusu (Bio-Tek, Synergy) ile 490 nm dalga boyunda absorbans
degerleri 6l¢iildii. BSA standart ¢cozeltilerinin konsantrasyon ve absorbans degerlerine
gore olusturulan standart grafigin egimi hesaplanarak konsantrasyonu bilinmeyen

proteinlerin absorbans degerine gore konsantrasyonlar hesaplandi.

3.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Sicanlar rastgele her grupta sekiz hayvan olacak sekilde (ilk 8 sicanin sol alt
ekstremitesi Kontrol, sag alt ekstremitesi Sham grubu olacak sekilde) bes gruba
ayrildi.(Tablo2.2) Gruplardaki hayvanlarin sol bacaklarina higbir islem
uygulanmadigindan kas agirlik hesaplamalarinda kendi kontrol gruplar1 olarak

kullanild1. Elektrofizyolojik analizlerde tiim gruplar ayr1 ayr1 degerlendirildi.

Tablo 2.2. Deney gruplart hayvanlar.

Gruplar Uygulamalar

Kontrol Sol bacaga herhangi bir islem yapilmayip saglikl




kontrol grubu olusturuldu

Sag siyatik sinir lokalizasyonu bolgesinde ise cilt, cilt
Sham altt ve kas diseksiyonu yapilip diseksiyon disinda

miidahale gerceklestirilmedi

Sag taraf siyatik sinirden 10 mm’lik greft alinip aym
Greft bolgedeki defekt alanini onarmak amaciyla greft

proksimal ve distal uca koapte edildi

Sag taraf siyatik sinirden 10 mm’lik greft alinip aym

bolgedeki defekt alanin1i onarmak amaciyla greft

Siyatik - Apm proksimal ve distal uca koapte edildi ve ardindan greft
sinir bolgesi lizerine ADM sarildi ve tlizerine NaCl (0,9%)
grefti uygulandi

Sag taraf siyatik sinirden 10 mm’lik greft alinip aym
ADM + CBD-  bolgedeki defekt alanini onarmak amaciyla greft
proksimal ve distal uca koapte edildi ve ardindan greft
bolgesi tlizerine ADM sarildi ve tizerine CBD-VEGF
uygulandi
ADM: Aseliiler dermal matriks; CBD-VEGF: Kolajen baglanma bdolgesi igeren

VEGF

vaskiler endotelyal buytume faktor

3.3. Deney Prosediri

Sican gruplarina analjezi saglanmasi amaciyla islemden 1 giin 6nce, operasyon
giinli ve operasyon sonrasi 1. giinde 1mg/kg meloksikam (Bavet, 444800) subkutan
yolla uygulandi. Operasyon bolgesi tiraglanip dezenfekte edildikten sonra Ketamin
(Ketalar, 100 mg/kg) ve Ksilazin (Rompun, 10 mg/kg) ile genel anestezi saglanarak
siganlar prone pozisyona ¢evrildi (Sekil 3). Ardindan sag tarafta femura paralel gluteal
cilt insizyonu yapilip (Sekil 4A) hemostaz sonrasi kas diseksiyonunu takiben siyatik
sinir ekspoze edildi (Sekil 4B). 2. Grupta (Sham) sag tarafa sadece buraya kadar olan
islemler uyguland1 (179).



Sekil 4. (A) Gluteal kivrima paralel insizyon hatti. (B) Cilt kesisi sonrasi kas

diseksiyonunu takiben siyatik sinire ulagilmasi.

Sinir, proksimalde siyatik ¢entikten distalde bifurkasyon seviyesinden ekspoze
edildi. Mikroskop altinda 10 mm’lik sinir segmenti kaliper ile isaretlenip eksize edildi
(Sekil 5A ve B). Elde edilen sinir grefti ayni bolgeye distalde ve proksimalde tiger adet
olacak sekilde naylon 10-0 mikrosutir ile dikildi (Sekil 5C). 3.gruba sadece bu
islemler uygulanip hemostaz saglandiktan sonra cilt 3-0 ipek sutlr ile dikilip
pansuman uygulandi. Ardindan 15x10x1 mm boyutunda si1gir kaynakli aseliiler dermal

matriks (Matriderm®) siniri 360° saracak sekilde sekillendirilip iki adet 8-0 naylon



stitiir ile uzun kenarlari dikilip tiip formu stabilize edildi (Sekil 5D ve E). Bu iki sttur
ADM’nin her iki kisa kenarina 3 mm mesafede olacak sekilde konumlandirildi (180).
Bu prosediir 4 ve 5. gruplarda aynmi sekilde uygulandi. Ardindan 4. grupta ADM
Uzerine CBD-VEGF ile ayn1 hacimde NaCl (0,9%) sikilip islem tamamlanip hemostaz
saglandiktan sonra cilt 3-0 ipek siitiir ile dikilip uygun pansuman yapildi. 5. gruba
ADM ile onarim yapilan bolgeye cilt dikilmeden 6nce 11,12 pg CBD-VEGF sikilip
ardindan cilt dikildi (Sekil 5F).

3.
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Sekil 5. (A) Kaliper yardimiyla 10 mm boyutunda fon tizerinde 6lgiilen ve sinir grefti
kesisi i¢in olusturulan template. (B) Siyatik sinir gévdesinden (siyatik ¢entik-siyatik
trifikasyon aras1) 10 mm boyutunda sinir grefti eldesi. (C) Elde edilen sinir greftinin
ayni1 bolgeye tekrar koaptasyonu. (D) 15x10x1 mm boyutunda Aseliiler dermal matriks
(Matriderm) hazirlanmasi (E) Sinir grefti zerine Aseltler dermal matriks (Matriderm)

sarilmasi ve fiksasyonu. (F) Cilt sutlirasyonu.

Sicanlar sekiz hafta takip edildikten sonra daha 6nce bahsedilen uygun analjezi
protokolii saglanip ketamin ve ksilazin altinda genel anestezi uygulanip 1. gruptaki
siganlarin her iki tarafina, diger gruplarda ise sag tarafa siyatik sinir-gastroknemius
kas elektrofizyolojik degerlendirmesi yapildi (Sekil 6 ve 7) (181, 182).
Elektrofizyolojik inceleme sonrasi her iki tarafta gastroknemius kas liflerine paralel
cilt insziyonu uygulanip femurdan ve asil tendon distalinden kas serbestlenerek eksize
edilip hassas tartiyla tartildi (Sekil 8), incelenen taraf kitlesi kontrol sol taraf kiitlesine

boliiniip 100 ile garpilarak gastroknemius kas agirlik orani hesaplandi (180).

Sekil 6. (A) Operasyondan 8 hafta sonra EMG 6ncesi ADM ve siyatik sinir greftinin
goruntust. (B) Elektrofizyolojik inceleme — Siyatik sinir ve gastrokinemius kas

incelemesi. (C) Elektrofizyolojik inceleme — uyar1 anu.
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Sekil 7. Elektrofizyolojik inceleme analizi.

Sekil 8. (A) Gastrokinemius (sar1 ok, yukarida) ve soleus (siyah ok,asagida)
eksizyonu. (B) Gastrokinemius kas eksizyonu. (C) Saglikli taraf siyatik sinir ve

gastrokinemius kasi (sol taraf) ve islem uygulanan siyatik sinir ve gastrokinemius kas1

(sag taraf).

Ardindan gastroknemius kasindaki atrofik degisiklikler histopatolojik olarak
hemotoksilen & eozin (H&E), Masson’s trikrom boyamalariyla incelendi. Siyatik sinir

greftinde myelinli akson rejenerasyonu 151k mikroskopu altinda luxol fast blue (LFB)



boymasiyla degerlendirildi. Ek olarak S-100 protein ifadesi immiunohistokimyasal
olarak degerlendirildi (183).

3.4. Sakrifikasyon, Orneklerin Ahnmasi ve Histolojik Analizler

Tiim deney gruplarina ait hayvanlardan alinan gastroknemius kas ve siyatik
sinir dokular1 %10 notral tamponlu formaldehit igerisinde oda sicakliginda fikse edildi.
Ornekler daha sonra artan (%70, %80, %96 ve %100) etanol serisinden gegirilerek
dehidrate edildi, ksilen i¢inde seffaflastirildi, sivi parafinde emdirildi ve parafine
gomduldu. Bloklardan doner mikrotom (Leica RM2125 RTS) ile 4-5 um kalinliginda
kesitler alindi. Deparafinizasyon 58°C etiivde iki saatte gerceklestirildi ve ardindan
kas ve sinir dokularinin histopatolojik degerlendirmesi i¢cin H&E boyasiyla siyatik
sinirde miyelin kilif ve akson goriintiilemesi i¢in LFB ile boyandi. Preparatlar kamera
eklentili (Olympus DP 72, Tokyo, Japonya) 151k mikroskopta (Olympus BX51, Tokyo,
Japonya) degerlendirildi ve bilgisayar programi araciligiyla fotograflar alindi. Tiim
dokulara ait kesitlerde bes benzer bolge x400 biiyiiltme ile degerlendirildi. Kas
dokular1 (i) kas lifi organizasyonunun bozulmasi/hasarli kas lifi, (ii) bag doku
bilesenlerinin artis1, (iii) inflamatuvar hicre infiltrasyonu parametreleri tzerinden
semikantitatif olarak O ile 3 skalasinda (0: yok, 1: hafif, 2: orta, 3: siddetli) skorland1
(184, 185). Siyatik sinir (i) perindryum kalinlagmasi, (ii) akson ve miyelin kilif
dejenerasyonu (akson siskinligi), (iii) fibrotik doku varligi, (iv) inflamasyon ve (v)
O0dem parametreleri lizerinden semikantitatif olarak 0 ile 3 skalasinda (0: yok, 1: hafif,
2: orta, 3: siddetli) skorlandi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi istatistiksel olarak

analiz edildi.

3.5. Immiinohistokimyasal Analizler

Tam gruplara ait kesitler 58°C etlivde iki saat ve ksilende 45 dakika
deparafinize edildi. Ardindan etanol serisinde (%100, %96, %80, %70) rehidrate edildi
ve distile suda yikandi. Ornekler, antijen geri kazammi i¢in mikrodalgada sitrat
tamponunda (ph: 6.0) (Bio-Optica, San Faustino, Italya) tutuldu ve ardindan oda
sicakliginda sogutuldu. %3 hidrojen peroksit ile endojen peroksidaz aktivitesi bloke

edildi ve kesitler fosfat tamponlu salinde (PBS) 3 defa yikandi. Non-spesifik



reaksiyonu engellemek i¢in 6rnekler 10 dakika oda 1sisinda bloklama soliisyonunda
inkiibe edildi. Daha sonra, soliisyon yikama yapilmadan uzaklastirildi. Schwann
hiicrelerinin degerlendirilmesi i¢in S-100 (Leica, cat. no: PA0031, Germany) primer
antikoru 1:200 diliisyonda damlatildi ve bir gece +4 °C de inkiibe edildi. Ertesi giin 3
kez PBS ile yikanan kesitlere, sensiteck HRP (Anti-polyvalent) kit (ScyTek, cat. no:
SHP125, USA) dreticinin protokoliine gore uygulanarak biyotinli sekonder antikor
damlatildi ve 20 dakika oda sicakliginda bekletildi. Ardindan kesitler PBS ile yikandi
ve Streptavidin/HRP damlatilarak 20 dakika beklendi. Kromojenik reaksiyon igin
ornekler diamimobenzidine (DAB) (ScyTek, cat. No: ACK500, USA) ile 5 dakika
boyandi. Zemin boyamasi i¢in 6rnekler Harris hematoksilen ile bir dakika boyandi ve
ardindan distile suda 5 dakika yikanarak entellan ile kapatildi. Dokulardaki S-100
immunoreaktivitesi kamera eklentili 151k mikroskopta (Olympus BX51, Tokyo,
Japonya) degerlendirildi ve reaksiyon gozlenen alanlardan bilgisayar programi
aracilifiyla fotograflar alindi. Ekspresyon yogunluklari i¢in negatif (0), zayif (1), orta
(2) ve siddetli (3) olmak {izere tiim orneklere yar1 kantitatif skorlama yapildi. Gruplara

ait ortalama degerler istatistiksel olarak analiz edildi.

3.6. EMG - Elektrofizyolojik Incelemeler

EMG ilk operasyondan 8 hafta sonra Acibadem {iniversitesi, DEHAM
elektrofizyoloji laboratuvarinda Netus marka EMG cihazi ile yapildi. Deneklere islem
oncesi 1mg/kg Ketamin yapildi. Kas gevsetici yapilmadi Ilk islem alaninin povidon
iyodin ile temizlenmesinin ardindan 6nceki insizyon hattindan girilerek cilt alt1 plan
gecildikten sonra biseps kasina ulasildi. Kas diseke edildikten sonra siyatik sinire
ulasildi. Kayit elektrotlarindan olan aktif elektrot gastrokinemius kasinin igine,
referans elektrot ise kasin tendonuna yerlestirildi. Stimiilator elektrot ise siyatik sinir
centigine yakin konumlandirildi. Karna ise toprak elektrot yerlestirildi. Bu islemlerin
ardindan, 2 mA siddetinde ve belirli bir voltaj ile stimulus verilerek sinirde meydana
gelen aksiyon potansiyellerine bakilarak mV olarak bilesik kas aksiyon potansiyeli

(Compound Muscle Action Potential-CMAP) degerleri ve latans siireleri 6l¢iildii.



3.7. Gastroknemius Kas Agirhk Oram

EMG islemi sonlandiktan sonra her iki bacaga gastroknemius kasi liflerine
paralel sekilde uzunlamasina kesi yapildi. Ardindan kas femoral origosundan asil
tendonuna kadar diseke edildi. Soleus kas1 ayr1 olarak rezeke edilip hesaplamaya dahil
edilmedi. Takiben gastroknemius kasi eksize edilip hassas tartiyla 6l¢iim yapildi.
Sonug kontrol saglam bacak gastroknemius agriliyla karsilagtirildi. Gastroknemius
agirhk oram “Gastrokinemius agwrlik orani = (Incelenen kas kiitlesi/Kars: taraf

saglam kas kiitlesi) x 100” formiiliiyle hesaplandi

3.8. istatistiksel Analiz

Calismadaki her grupta yer alan hayvan sayisini belirleyebilmek “resource
equation” yontemi kullanildi (186, 187). Degiskenlerin normal dagilimli oldugu
durumda, “resourceequation” yontemine gore gerekli drneklem biiyiikligi 10/k + 1
(k= grup sayisi) ile 20/k + 1 arasindadir (188). 10 ve 20’nin grup sayist olan 4’¢
boliinmesi ile ¢ikan degerlere 1 eklendiginde her grupta 4-6 arasi hayvan olmasi
gerektigi bulunmaktadir. Agir cerrahi iglemlerde %20 kayip orani oldugundan her

grupta olmasi gereken hayvan sayis1 8 olarak belirlendi.

Verilerin istatistiksel analizleri GraphPad Prism (versiyon 8.0; GraphPad
Software, ABD) ile gercgeklestirilmistir. Verilerin normal dagilima uygunlugu
Kolmogorov Smirnov testi ile incelendi. Aykiri degerler (u¢ degerler) ROUT
yontemiyle (Q=1) ile belirlendi (189). Normal dagilim gdsteren verilerin analizleri
parametrik, gostermeyen verilerin analizleri parametrik olmayan testlerle
gerceklestirildi. Grup i¢i karsilagtirmalar bagimli 6rneklem t testi, gruplar arasi
verilerin analizleri normal dagilim gosteren verilerde tek yonlu varyans analizini
takiben Tukey’in ¢oklu karsilastirma testi ile, gostermeyen verilerin analizleri
Kruskal-Wallis testini takiben Dunn’in ¢oklu karsilastirma testi ile gerceklestirildi.
Veriler ortalama + standart sapma (s.s.) olarak ifade edildi. P<0,05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.



4. BULGULAR

Hayvanlar sakrifiye edildikten sonra gastroknemius kaslar1 eksize edildi ve
tartildi. Kas agirliklar1 degerlendirildiginde, Kontrol grubuna kiyasla Sham operasyon
grubunda gastroknemius kas agirligr istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik
bulunmustur (Sekil 9A, p<0,05). Bununla birlikte diger tiim gruplarda sol bacak
gastroknemius kasi1 agirliklari siyatik sinir hasari1 verilen sag bacak gastroknemius kasi
agirliklarina kiyasla anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Sekil 9A, p<0,0001). Ek
olarak gastroknemius kas agirliklari siyatik sinir hasar1 verilen tiim gruplarda Sham

opere gruba kiyasla anlamli olarak diisiik bulunmustur. (Sekil 9B, p<0,0001).

Yalnizca sinir grefti uygulanan grupta gastroknemius kas1 agirligit hem ADM hem de
ADM + CBD-VEGF grubu hayvanlarin kas agirliklarina kiyasla diisiik bulunmus olup
(Sekil 9B, sirasiyla p<0,05 ve p<0,0001), ADM ve ADM + CBD-VEGF gruplari

arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 9B).
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Sekil 9. (A) Sham ve kontrol gruplarinin gastroknemius kasi agirliklart ve tedavi
gruplarinin sag ve sol bacak gastroknemius kasi agirliklari. (B) Gruplarin siyatik sinir

hasar1 verilen bacaklarindaki gastroknemius kasi agirliklar: (*p<0,05, ****p<0,0001).



Gruplarin EMG aktiviteleri incelendiginde, kontrol ve sham gruplarina kiyasla
EMG amplitiid seviyelerinin sinir grefti uygulanan tiim gruplarda anlamli olarak
distiigii (Sekil 10A, p<0,0001), greft + ADM ve greft + ADM + CBD-VEGF
gruplarinda ise yalnizca greft grubuna kiyasla anlamli olarak yiikseldigi gozlendi
(Sekil 10A, sirasiyla p<0,01 ve p<0,0001). Ek olarak amplitiid degerleri greft + ADM
+ CBD-VEGF grubunda greft + ADM kiyasla anlamli olarak daha yiiksek gozlendi
(Sekil 10A, p<0,05).

EMG latans periyodu siireleri incelendiginde, yalnizca greft grubundaki latans
diger tim gruplara kiyasla anlamli olarak yiiksek gozlenirken (Sekil 10B, p<0,0001),
greft + ADM ve greft + ADM + CBD-VEGF gruplarinin latans stiresi kontrol ve sham
gruplaria kiyasla anlaml olarak yiiksek bulundu (Sekil 10B, sirasiyla p<0,05 ve
p<0,01).
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Sekil 10. Gruplarin EMG aktivitesi sonuglari. (A) Amplitid (mV). (B) Latans (ms).
(*p<0,05, **p<0,01, ****p<0,0001, kontrol ve sham gruplarina kiyasla #p<0,05 ve #
#p<0,01).



Gastroknemius kasinin 151k mikroskobik degerlendirmesinde kontrol (Sekil
11a) ve sham (Sekil 11b) grubunda perimisyum, endomisyum ve periferik olarak
yerlestirilmis ¢ekirdekleri ile kas lifleri intakt olarak izlenmistir. Siyatik sinir grefti
yapilan grupta diizensiz ve azalmis sitoplazmik boyutlara sahip hasarli kas lifleri,
perimisyum ve endomisyumda (bag doku bilesenlerinde) artis ve orta diizeyde
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu gézlemlenmistir (Sekil 11c ve d). Siyatik sinir grefti
+ ADM grubunda hasarli liflerin bir 6nceki gruba gore azaldigi, kas lifi sitoplazmik
boyutlarindaki diizensizligin siirdiigli, bag doku bilesenlerinde hafif azalma oldugu ve
inflamasyonunun siirdiigii izlenmistir (Sekil 11e ve f). Siyatik sinir grefti + ADM +
CBD-VEGF grubunda hasarli liflerin diger gruplara karsin belirgin olarak azaldigi,
perimisyumun bir dnceki gruba benzer oldugu ve inflamasyonun hafif ile orta siddette

stirdiigti belirlenmistir (Sekil 11g ve h).

Bunlara ek olarak kas lifi organizasyonun bozulma/hasarli kas lifi ve
inflamatuar hiicre infiltrasyonu skorlar1 hem greft hem de greft + ADM gruplarinda
kontrol ve sham gruplarina kiyasla anlamli olarak yiiksek bulunmustur (Sekil 12A ve
C, sirastyla p<0,05 ve p<0,01). Bag doku bilesenlerinin artis skoru ise greft grubunda
sham ve kontrol gruplarina kiyasla anlami olarak yiiksek bulunmustur (Sekil 12B,

p<0,01).



Sekil 11. Hematoksilen ve eozin (H&E) boyamasi ile (a) kontrol, (b) sham, (¢, d) greft,
(e, f) greft + ADM ve (g, h) greft + ADM + CBD-VEGF gruplarina ait gastroknemius
kasinin 151k mikroskobik degerlendirmesinde; hasarl kas lifi (]), perimisyum () ve
inflamatuar hiicre infiltrasyonu (A) gériilmektedir. (Olgekler: a, b, c, e, g: 50 um; a
inset, b inset, d, f, h: 20 pm.)
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Sekil 12. (A) Kas lifi organizasyonunun bozulma/hasarli kas lifi skoru, (B) bag doku
bilesenlerinin artis skoru ve (C) inflamatuar hiicre infiltrasyonu skoru. (Kontrol ve

sham gruplarma kiyasla *p<0,05 ve ##p<0,01).

Siyatik sinirin H&E ve LFB boyamasinin 1s1k mikroskobik degerlendirmesinde
kontrol ve sham gruplarinda perinéryum, endondryum, akson ve miyelin kilif,
Schwann hiicre ¢ekirdekleri intakt yapida gozlenmistir (Sekil 13az,c1). Siyatik sinir
grefti grubunda yogun merkezi fibrotik doku varligi ile orta diizeyde inflamasyon ve
perindryumda fibrotik kalinlagsma dikkati ¢ekmistir (Sekil 13a;, ¢2). Ayn1 gruba ait
aksonlarda sisme, miyelin kilif kayb1 ve 6dem belirgindir (Sekil 13b,). Siyatik sinir
grefti + ADM fibrotik doku miktarinda ve perinéryum kalinliginda gerileme ile birlikte
inflamasyonun hafif azalarak stirdiigii goriilmustiir (Sekil 13as, c3). Akson ve miyelin
kilif dejenerasyonunun orta diizeyde siirdiigii, 6demin azaldig1 ve endondral damar
duvarinda kalinlasma (endotelyal hiperplazi) izlenmistir (Sekil 13bs). Siyatik sinir
grefti + ADM + CBD-VEGF grubunda akson ve miyelin kilif dejenerasyonunun,
fibrotik doku ve inflamasyonun belirgin olarak azaldigi, 6ddem ve perinoryal
kalinlagmanin 6nceki gruba benzer olarak siirdiigii tespit edilmistir (Sekil 13as-Cs).
Sinir dokularina yapilan S-100 immunohistokimyasal boyamasinda kontrol ve sham
gruplarina ait Schwann hiicre sitoplazmalarinda benzer olarak yogun
immunoreaktivite izlenirken (Sekil 13:) siyatik sinir grefti grubunda tutulum c¢ok

zayifti (Sekil 13y). Siyatik sinir grefti + ADM grubunda immdinreaktivitenin artarak



orta diizeyde oldugu (Sekil 133) ve siyatik sinir grefti + ADM + CBD-VEGF grubunda
kontrol grubuna benzer olarak ortadan siddetliye degisen tutulum oldugu saptandi
(Sekil 134).

H&E ] LFB $-100

Sekil 13. (a1, c1, d1) Kontrol, (b1) sham, (az-d2) siyatik sinir grefti, (as-ds) siyatik sinir
grefti + ADM, ve (as-da) siyatik sinir grefti + ADM + CBD-VEGF, gruplarina ait
siyatik sinirin H&E, luxol fast blue (LFB) ve S-100 boyamasi. Perinryum (4\), kan
damari (=), akson ve miyelin kilif dejenerasyonu (|), fibrotik doku (), 6dem (%),
S-100 immunreaktivitesi () gorilmektedir. (Olgekler: al-4, c1-4: 50 um, b1-4, d1-
4:20 um.)

Histopatolojik skorlamalar incelendiginde perinéryum kalinlagmasi, akson ve
miyelin kilif dejenerasyonu (akson siskinligi), fibrozis, inflamasyon ve édem varligi

skorlarinin sadece greft uygulanan grupta kontrol ve sham gruplarina kiyasla anlamli



olarak artid1 gdzlenmistir (Sekil 14A-E, *#p<0,01). Bunlarm yani sira, akson ve
miyelin kilif dejenerasyonu (akson siskinligi) skoru greft + ADM grubunda kontrol ve
sham gruplarina kiyasla anlamli olarak yiiksek gozlenmistir (Sekil 14B, #p<0,05). S-
100 immunoreaktivitesi ise greft uygulanan grupta kontrol ve sham gruplarina kiyasla

anlamli olarak diisiik gdzlenmistir (Sekil 14F, #p<0,01).
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Sekil 14. Siyatik sinirde histopatolojik ve immdinohistokimyasal olarak
degerlendirilen parametreler. (A) Perindryum kalinlasmmasi, (B) akson ve miyelin
kilif dejenerasyonu (akson sigkinligi), (C) fibrotik doku varligi, (D) inflamasyon, (E)
odem ve (F) S-100 immunoreaktivitesi. (Kontrol ve sham gruplarina kiyasla *p<0,05
ve ##p<0,01).



5. TARTISMA

Periferik sinir yaralanmalari, duyusal ve motor fonksiyonlarin kaybina yol
acarak hastalarin yasam kalitesini ciddi sekilde olumsuz etkileyebilen karmagik
patolojik stireclerdir (36). Bu tiir sinir hasarlarinin etkili bir sekilde tedavi edilebilmesi,
fonksiyonel iyilesmenin saglanmasi ve hastalarin giinliilk yagamlarina miimkiin olan
en kisa siirede doniislerinin hizlandirilmasi agisindan kritik 6neme sahiptir (190).
Mevcut tedavi yontemlerinin siirlamalari, sinir iyilesmesinin diisiik verimlilikle
gerceklesmesine neden olmakta ve bu durum, daha ileri rejeneratif yaklasimlarin

gelistirilmesini gerekli kilmaktadir.

Bu calismada, CBD-VEGF ile kombine edilmis sigir kaynakli ADM’nin
siyatik sinir rejenerasyonu tizerindeki etkileri ayrintili bir sekilde degerlendirilmistir.
Literatiirde ADM ve VEGF nin ayr1 ayri kullanildig1 pek ¢ok ¢alisma mevcut olsa da
bu calismada CBD-VEGF’nin kolajen baglanma yetenegiyle ADM nin rejeneratif
iskelet yapisini birlestirmenin sinir iyilesmesini daha etkili hale getirip getirmedigi ilk
kez ortaya konmustur. Calismamizin bulgular, ADM ve CBD-VEGF
kombinasyonunun sinir rejenerasyonunu anlamli derecede arttirdigini ve fonksiyonel
lyilesme siiresine olumlu katkilar sundugunu gdostermistir. ADM ve CBD-VEGF
grubunda yapilan histolojik ve immunohistokimyasal incelemeler, sinir dokusunda
belirgin bir rejenerasyon oldugunu, daha yogun miyelin kilif olusumu ve inflamatuar
hiicre infiltrasyonunda azalma gozlendigini ortaya koymustur. Elektrofizyolojik
analizler, bu grupta siyatik sinir iletim hizinin ve amplitiidiin anlamli sekilde arttigini
gostermistir, bu da motor fonksiyonlarin daha iyi korundugunu isaret etmektedir.
Gastroknemius kasinda ise atrofi derecesinde azalma ve kas liflerinin
organizasyonunda iyilesme saptanmistir. Immiinohistokimyasal boyamalarda,
Schwann hiicre aktivitesinde artis ve S-100 protein ekspresyonunun arttigi
belirlenmistir. Bu bulgular, ADM’nin yapisal destegi ve CBD-VEGF nin biiyiime
faktorii etkisiyle sinerjik bir rejenerasyon etkisi olusturdugunu ve bu kombinasyonun

sinir onariminda potansiyel bir tedavi secenegi olabilecegini gostermektedir.



Calismamizda, sinir onarimini degerlendirmek amaciyla deneysel bir model
olarak Spraque Dawley siganlari iizerinde gergeklestirilmistir. Bu 1k siganlar,

periferik sinir yaralanma ve rejenerasyonu deney modellerinde siklikla

kullanilmaktadir (191-194).

EMG, sican modellerinde siyatik sinir yaralanmalarini degerlendirmede
oldukca sik kullanilmakta olup sinirin islevsel durumu ve yaralanmanin derecesi
hakkinda temel bilgiler saglar (195, 196). Calismamizda elektrofizyolojik analiz
sonuclari, ADM + CBD-VEGF kombinasyonunun sinir iletim hizi ve aksiyon
potansiyeli amplitiidii iizerinde anlamli bir iyilesme sagladigin1 gostermistir.
Sonuglarimiz, ADM ve CBD-VEGF kombinasyonu, sinir dokusunda aksonal iletimi
artirarak motor fonksiyonlarin daha hizli bir sekilde geri kazanilmasina katkida
bulundugunu gostermektedir. Bu durum, motor fonksiyonlarin korunmasinda ve sinir
rejenerasyonunun etkinliginde bu kombinasyonun 6énemli bir rol oynadigini agikca
ortaya koymaktadir (197). Sinir iletim hizi, sinir onariminin kalitesi ve rejeneratif

slirecin ne derece basarili olduguna dair 6nemli bir gostergedir (197).

ADM’nin yapisinda yer alan kollajen ve diger ekstraseliiler matriks
bilesenleri, sinir hiicrelerinin gd¢linii, biiylimesini ve farklilasmasini tesvik ederek
rejenerasyon siirecine katki saglar (198, 199). Bu yapu, sinir hiicrelerinin uygun bir
iskelete tutunmasmi ve yaralanma bdlgesinde organize bir sekilde biiylimesini
kolaylagtirir. CBD-VEGF, VEGF nin kolajen baglanma bdlgesi icerdiginden ADM’de
yer alan kollajen I ve IIl gibi yapisal proteinlere spesifik olarak baglanarak
lokalizasyonu ve stabilitesini artirir (24, 164). Bu, blyume faktérunin lokalize
etkisinin artmasini ve dolayisiyla hedef doku lizerinde daha uzun siire kalmasini saglar.
VEGF, sinir iyilesmesinde onemli rol oynayan anjiyogenez siirecini tesvik eder,
bdylece rejenerasyon bolgesine yeni kan damarlari olusur ve dokunun besin ve oksijen
ihtiyact daha etkili bir sekilde karsilanir. Bu siireg, aksonal rejenerasyon igin gerekli
ortami olusturur ve boylece sinir iyilesme siireci hizlanir (177). Aksonal iletimin
artirilmasinda 6nemli olan bir diger mekanizma ise Schwann hiicrelerinin aktivitesidir
(200). ADM ve CBD-VEGF kombinasyonu, Schwann hiicre proliferasyonu ve

aktivasyonunu artirarak aksonal bilylime konisi i¢in uygun bir ortam saglamaktadir



(200, 201). Schwann hiicreleri, aksonlarin g¢evresinde miyelin kilif olusturarak
elektriksel sinyal iletimini hizlandirir. Miyelin kilifinin yeniden olusumu, sinir
iletiminin daha hizli ve verimli bir sekilde gerceklesmesine yardimci olur.
Immiinohistokimyasal boyamalarda gdézlemlenen S-100 protein ekspresyonunun
artis1, Schwann hiicrelerinin rejeneratif siirece aktif olarak katildigini ve bu hiicrelerin

sinir iyilesmesinde destekleyici bir rol oynadigini gostermektedir.

Literatiirde cesitli biyomateryallerin sinir iletim hizin1 artirarak fonksiyonel
iyilesmeyi destekledigi bildirilmistir (202, 203). Ek olarak CBD-VEGF’nin
anjiyogenezi destekleyici etkisi, sinir dokusunda kanlanmanin artirilmasina katki
sagladigi ve bunun da fonksiyonel iyilesmeyi olumlu yonde etkiledigini
diistindiirmektedir (204). Bulgularimiz, ADM ve CBD-VEGF kombinasyonunun
sagladig sinerjik etki sayesinde sinir iletim hizini artirarak motor fonksiyonlarin daha
hizli ve etkili bir sekilde geri kazanilmasimi destekledigini gostermektedir. ADM
kolajen yapisi, kolajen baglayici vaskuler endotelyal biylme faktérinin CBD-VEGF
baglanmasini ve siirdiiriilebilir salinimini artirmada 6nemli bir rol oynar ve bu da sinir
rejenerasyonunu desteklemek igin kritik énem tasir (166, 205, 206). Ozellikle (ig
boyutlu bir iskele olusturma yetenegiyle kolajenin benzersiz 6zellikleri, VEGF gibi
biiylime faktorlerinin tutulmasini ve lokalize iletimini kolaylastirir. Bu, anjiyogenez
ve sinir tamiri igin gereklidir (170, 207). CBD-VEGF nin hasar bolgesindeki bu
strdiiriilebilir varligi, serbest VEGF’ nin yaklasik 30-45 dakika olan yar1 Omriine
kiyasla hizli bozunmasini engelleyerek biyolojik aktivitesini dnemli dlciide uzatabilir

(207).

Cesitli calismalar kolajen iskelelerin sadece yapisal destek saglamakla
kalmayip ayni zamanda Schwann hiicrelerinin gociinii ve cogalmasini artirarak
rejenerasyon siirecine aktif olarak katildigini gostermistir (208, 209). Schwann
hiicreleri, norotrofik faktorler salgiladiklar1 ve yenilenen aksonlarin etrafinda miyelin
kilif olusumuna yardimci olduklart i¢in periferik sinirlerin rejenerasyonu agisindan
hayati 6neme sahiptir (210). Kolajen iskelelere CBD-VEGF entegrasyonu, sinir tamir

bolgesinin vaskiilarizasyonunu iyilestirmistir. Bu iyilegsme yenilenen dokuya besin ve



oksijen saglanmasi agisindan kritik dneme sahiptir ve iyilesme siirecini hizlandirir

(207, 208).

Calismamizda gerceklestirdigimiz histolojik analizler, ADM + CBD-VEGF
grubunda sinir dokusunda belirgin bir rejenerasyon oldugunu ve bu grupta miyelin
kilif olusumunun greft grubuna kiyasla daha yogun oldugunu gdstermistir. ADM,
kollajen temelli yapisi sayesinde sinir dokusunun biitiinliigiinii koruyarak, hasarl
bolgeye yapisal destek saglamaktadir (211). Ayrica inflamatuar hiicre infiltrasyonunun
azalmis olmasi, bu kombinasyonun inflamatuar cevabi modiile ederek rejenerasyon
stirecine katkida bulundugunu ortaya koymaktadir (212-214). Daha Onceki
caligmalarda bildirildigi gibi ADM’nin kolajen yapisinin CBD-VEGF ile kombine
edilmesi, sinir dokusu da dahil olmak iizere dokularda yapisal stabilite saglarken

rejenerasyonu artiran sinyal yolagini da aktive etmektedir (174, 215, 216).

ADM iskeleler, dogal dokularin hiicre dis1 matriksini yakindan taklit ederek
hiicre adezyonu, gogli ve ¢ogalmasi i¢in uygun bir ortam saglar (217, 218). Bu yapisal
benzerlik, Schwann hiicreleri ve sinir onarimi i¢in gerekli diger noral hiicrelerin
hareketini kolaylastirarak rejeneratif siireci destekleyebilir. Ayrica, bu iskelelerin
gozenekli yapisi, hiicresel saglik ve islevin korunmasi i¢in hayati onem tagiyan besin
ve atik degisimini miimkiin kilmaktadir (219). VEGF, yeni kan damarlarinin
olusumunu tesvik eden iyi bilinen bir anjiyojenik faktor olup yaralanmis sinir
dokusunun kan dolasimini iyilestirir (220). Anjiyojenik faktorlerin varligi, sadece
vaskiilarizasyonu artirmakla kalmaz, ayn1 zamanda rejenerasyon siirecinde sagkalimi

ve biiylimeyi kolaylastiran destekleyici bir mikro ¢evre saglar (221).

ADM’nin sagladig1 yapisal iskelet, hiicresel gocii ve sinir dokusunun yeniden
organizasyonunu desteklerken, CBD-VEGF’nin biiyiime faktorii etkisi lokal
anjiyogenezi tetikleyerek rejeneratif siirece katki sunmaktadir. Bu sinerji, sinir
dokusunun iyilesmesinde kritik rol oynayan Schwann hicrelerinin aktivitesini
artirmistir. Schwann hiicreleri, aksonal rejenerasyon ve miyelin kilif olusumunda
temel rol oynar (222). immiinohistokimyasal boyamalar, ADM + CBD-VEGF

grubunda Schwann hicre aktivitesinde ve S-100 protein ekspresyonunda artis



oldugunu gostermistir. Bu artis, sinir iyilesmesinde olumlu bir mikro ¢evrenin
olusturuldugunun ve sinir rejenerasyonunun basarili bir sekilde gerceklestiginin bir

goOstergesidir.

Schwann hiicrelerinin artan aktivitesi, aksonlarin yeniden miyelinlesmesini
hizlandirarak sinir iletiminin etkinligini artirmaktadir. ADM’nin biiylime faktorleriyle
kombine edilmesinin Schwann hiicrelerinin proliferasyonunu ve aktivitesini artirabilir.
Ayrica bu kombinasyonun, sinir onariminda kritik bir siire¢ olan hiicresel
reorganizasyonu tesvik ederek daha etkin bir rejenerasyon saglayabilecegi
disiiniilebilir. Calismamizin sonuglarindan, ADM ve CBD-VEGF’nin birlikte
kullanilmasi, rejeneratif siirecin biyolojik temelini daha saglam hale getirdigi ve bunun
sinir iyilesmesinde hedeflenen basar1 diizeyine ulasilmasina katki sundugu sonucu

cikarilabilir.

Gergeklestirilen bir calismada, VEGF-A ile transdiike edilmis Schwann
hiicreleri iceren ¢ift katmanli bir kondiiitin, periferik sinir rejenerasyonunu
anjiyogenez yoluyla tesvik ettigini gostermistir (223). Ancak bu ¢alismanin klinik
kullanim1 zorludur ve pahali, erisimi giic ve yalnizca kiigiik sinir defektlerinde
uygulanabilir. Biiylik sinir defektlerinde kullanim i¢in uygun olmayan bu yaklagim,
otogreft ile karsilastirildiginda daha diisiik basar1 oranlarina sahiptir. Buna karsilik,
bizim c¢alismamiz ucuz, kolay erisilebilir, kolay uygulanabilir olup uzun sinir
defektlerinde de basariyla kullanilabilmektedir. Bu ¢alismada dikkat ¢eken bir diger
nokta, tek bagina CBD-VEGF kullanilan bir grup bulunmamasidir (223). CBD-
VEGF nin kolajen igerikli dokulara yiiksek afinite gdstermesi, kolajen miktarinin
yetersiz oldugu ortamlarda etkinliginin azalabilecegi anlamina gelmektedir. Bu
baglamda, ADM’nin bu tiir durumlar i¢in bir iskele gorevi gorebilecegi

diistiniilmektedir.

ADM’nin kolajen yapisinin, sinir hiicrelerinin daha etkin bir sekilde
rejenerasyonunu destekledigi ve dokudaki iyilesmeyi hizlandirdigi belirtilmistir.
Bununla birlikte, CBD-VEGF’nin eklenmesiyle bu rejeneratif etkinin daha da
artirtldigr  goriilmiistiir. CBD-VEGF’nin bliylime faktorii etkisi, 6zellikle sinir



dokusundaki anjiyogenezi tetikleyerek rejenerasyon silirecine olumlu katkilar
saglamaktadir. Calismamiz, ADM ve CBD-VEGF kombinasyonunun sinir

dokusundaki onarimi artirici etkisini ortaya koymaktadir.

Kombinasyonun sagladig1 sinerjik etki, literatiirdeki benzer ¢alismalardan elde
edilen verilerle ortiismektedir ve bu tedavi yonteminin gelecekteki klinik uygulamalar
i¢cin potansiyel bir alternatif olabilecegini gostermektedir. ADM ve CBD-VEGF’nin
birlikte kullanimu, sinir onarim siirecini hizlandirarak hem fonksiyonel hem de yapisal
acidan daha kapsamli bir iyilesme sunmaktadir. Calismamizda ADM ve CBD-VEGF
kombinasyonunun sinir rejenerasyonunu hizlandirdigi ve daha iyi fonksiyonel geri
kazanim sagladigi gozlemlenmistir. Ayrica, literatiirdeki diger c¢alismalarla
karsilastirildiginda, bu kombinasyonun sinir iyilesme siirecine sagladigi katkilarin,
uzun vadede sinir fonksiyonlarinin tam olarak geri kazanilmasina yonelik potansiyel
tasidig1 goriilmektedir. Bu durum, ADM ve CBD-VEGF kombinasyonunun gelecekte
klinik kullanimda daha yaygin bir sekilde tercih edilebilecegini gostermektedir.

Siyatik sinir yaralanmasini igeren deneylerde bir sham grubun kullanilmasi,
deneysel miidahalelerin etkilerinin 6lgiilebilecegi bir temel olusturmak igin kritik
oneme sahiptir. Bu uygulama, 6zellikle sinir yaralanmalar i¢in tedavilerin etkinligini
degerlendiren ¢alismalarda, klinik 6ncesi arastirmalarda temeldir. Sham grubu, tipik
olarak deneysel grupla ayni cerrahi prosediirlerden gecer ancak gercek sinir
yaralanmas1 olmadan, arastirmacilarin yaralanmanin etkilerini cerrahi miidahalenin
veya tedavinin etkilerinden izole etmelerine olanak tanir. Sham grubunun dahil
edilmesinin temel nedenlerinden biri, cerrahinin fizyolojik etkilerini kontrol etmektir.
Ornegin, siyatik sinirin agiga ¢ikarildig1 ancak yaralanmadigi ¢aligmalarda sham grubu
deneysel grupta gozlemlenen herhangi bir sonucun (6rnegin, sinir rejenerasyonu veya
fonksiyonel iyilesme) cerrahi prosediiriin kendisiyle iliskili stres veya travmadan
ziyade sinir yaralanmasindan kaynaklandigini gostermeye yarar (224, 225). Bu
hayvanlar ile gercek sinir hasarina maruz kalan hayvanlar arasindaki histolojik ve
fonksiyonel sonucglarda 6nemli farkliliklar gosteren cesitli calismalardan elde edilen
bulgularla desteklenmektedir (226, 227). Ek olarak, Sham grup, sinir hasarinin ve

onariminin altinda yatan biyolojik mekanizmalarin anlagilmasina yardimci olur.



Calismalarda sham grubunu yaralanma grubuyla karsilastirarak, sinir rejenerasyonu
icin kritik olan Schwann hiicre proliferasyonu ve astrosit aktivasyonu gibi ¢esitli

hiicresel yanitlarin rollerini agiklanabilmektedir (228, 229).

Calismamizin en 6nemli sinirliligt, sadece kisa siireli etkilerin degerlendirilmis
olmasidir. Bu da uzun dénem rejenerasyon siirecine dair sinirlt bilgi sunmaktadir.
Gelecek calismalarin, daha genis bir 6rneklem biiyiikliigii ile farkli hayvan modelleri
kullanilarak yapilmast ve uzun donem etkilerin degerlendirilmesi 6nem arz
etmektedir. ADM ve CBD-VEGF kombinasyonunun farkli biiyiime faktorleri veya
kok hiicre destekli biyomateryallerle birlikte kullanilmasi da rejeneratif etkinin daha
da artinlmasina olanak saglayabilir. Ek olarak, CBD-VEGF’nin farkli
konsantrasyonlarinin etkinliginin c¢alistlmamis olmast da bir smirlilik olarak

belirtilebilir.

Ozellikle farkli biiyiime faktdrlerinin kombinasyonlarinin sinir dokusundaki
etkilerinin incelenmesi, bu alandaki bilgi bosluklarinin doldurulmasma katki
saglayacaktir. Insanlar iizerinde yapilacak klinik calismalar, bu tedavi
kombinasyonunun klinik potansiyelini degerlendirmek ve giivenilirligini test etmek
icin gereklidir. Klinik arastirmalar, bu yaklasimin insanlar iizerindeki giivenlik ve
etkinligini belirlememize olanak tantyacaktir. Ozellikle uzun sinir defektlerinde ADM
ve CBD-VEGF kombinasyonunun kullanimi, sinir rejenerasyonunun daha zor oldugu

vakalarda umut vadeden sonuclar sunabilir.

Farkli dozlarla ¢aligmalar yapilarak optimum dozun belirlenmesi, bu tedavi
yonteminin gelecekteki uygulamalari i¢in 6nemlidir. Ayrica, ¢alismanin deney
hayvanlan tizerinde siirli bir siire boyunca takip edilmesi, uzun dénemde sinir
rejenerasyonu uzerindeki etkilerin tam olarak belirlenememesine yol agmistir. ADM
ve CBD-VEGF kombinasyonunun uzun vadeli etkilerini degerlendirmek i¢in daha

uzun takip stiresi ve daha fazla sayida hayvan kullanilmasi 6nerilebilir.



6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma, CBD-VEGF ile kombine edilmis ADM’nin sinir rejenerasyonu
tizerindeki olumlu etkilerini ortaya koymustur. ADM’nin yapisal destek saglama
yetenegi ve CBD-VEGF nin biiyiime faktorii etkisi, sinir iyilesmesinde sinerjistik bir
etki yaratmistir. Elektrofizyolojik, histolojik ve immiunohistokimyasal analizlerle elde
edilen bulgular, bu kombinasyonun sinir rejenerasyonunu hem fonksiyonel hem de
yapisal agidan iyilestirdigini gostermektedir. ADM ve CBD-VEGF’nin bir arada
kullanilmasi, mevcut sinir onarim yontemlerine alternatif bir tedavi yaklasimi olarak

gelecekteki klinik uygulamalarda nemli bir potansiyele sahiptir.

Gelecekte yapilacak olan ¢alismalar, bu bulgularin farkli hayvan modellerinde
ve insan klinik calismalarinda dogrulanmasi ile daha giiglii kanitlar saglayabilir.
Ayrica, farkli dozajlar ve kombinasyonlarin etkinliginin arastirilmasi, bu tedavi
yonteminin etkinligini daha da optimize edebilir. ADM ve CBD-VEGF
kombinasyonunun uzun vadeli etkinligi ve giivenilirliginin belirlenmesi, bu yontemin

klinik kullanima ge¢isini hizlandirabilir.

Bunun yaninda, ADM ve CBD-VEGF nin farkli biyomalzemeler ve biiylime
faktorleriyle olan etkilesimlerinin arastirilmast da 6nemlidir. Ornegin, farkli
biyomalzeme tiirleri ile birlikte kullanilabilecek bu kombinasyonun, spesifik olarak
karmagik sinir yaralanmalarinda sagladigi etkinligin belirlenmesi, klinik basar
oranlarini artirabilir. Ek olarak, bu kombinasyonun farkli hastalik modellerinde
(6rnegin kronik sinir hasari, diabetes mellitus kaynakli ndropati) kullanilmasi ve bu
durumlarda rejeneratif potansiyelinin degerlendirilmesi, daha genis bir tedavi alani

sunabilir.

Farkli yas gruplarinda ve cinsiyetlerde CBD-VEGF ve ADM
kombinasyonunun etkinligini arastirmak, bu yontemin bireysel hasta gruplarindaki
uygunlugunu ve etkisini anlamamiza yardimeci olabilir. Ayrica, sinir rejenerasyonunu
destekleyen diger molekiiler mekanizmalarin (6rnegin, oksidatif stresin azaltilmasi,
inflamasyonun modiile edilmesi gibi) bu kombinasyonla nasil etkilesime gegtiginin

incelenmesi, tedavi protokollerini kisisellestirme agisindan kritik olabilir.



Sonug olarak bu ¢alismada sunulan bulgular, CBD-VEGF ile kombine edilen
ADM ’nin sinir rejenerasyonundaki roliinii desteklemektedir. Klinik uygulamalarda bu
yaklasimin kullanilmasi, sinir yaralanmalar1 sonrasinda hastalarin yasam kalitesini

iyilestirme potansiyeline sahiptir.
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