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ONSOZ VE TESEKKUR

Periferik sinir yaralanmalarinda ¢esitli yontemler ile onarim islemleri yapilmaktadir.
onarim tekniklerinden sinir transferleri kategorisinde bulunan islemlerden bir de
stipercharge yontemidir. Bu deneysel tez ¢alismasinda periferik sinir hasarinda son
zamanlarda popiilerlik kazanan silipercharge yonteminin lezyon seviyesine gore
konumunun fonksiyonel ve histolojik sonuglara etkisini aragtirdik. Klinigimizce el
cerrahisi ve mikrocerrahi iglemleri sik¢a uygulanmaktadir. Klinigimiz tarafindan bir
cok siipercharge yontemiyle sinir transferi de yapilmistir. Literatiire bakildiginda
stipercharge sinir transferleri ile ilgili ¢calisma sayis1 kisitli oldugu igin literatiire katk1
saglamak amagli bu konu se¢ilmistir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

PSS: Periferik Sinir Sistemi

EMG: Elektromiyografi

AIN: Anterior interossedz sinir
NGF: Nérotrofik Growth Faktor
SETS: Supercharge end-to-side
RETS: reverse end to side

ETE: End to end

NIC: nerve a in contuinity

IHC: Immiinhistokimya

ASDI: Akson sayis1 degisim indeksi
SUDAM: Selguk Universitesi Deneysel Tip ve Arastirma Merkezi
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SINIR IYILESMESINDE LEZYON PROKSIMAL VE DISTALINDEN YAPILAN
SINIR SUPERCHARGE’ININ SINiR IYILESMESINE ETKISi

1.GIRIS

Diinyada Periferik sinir yaralanmalar1 insidanst 100.000°de 13-23 olarak
bulunmustur. Parsiyel ya da tam olarak duyu, motor ve otonomik fonksiyon
kayiplarina neden olan hasarlanmalar altinda kalan sinirler; aksonlar araciligiyla
devamlilik olusturulmasi durumunda iyilesme gostermektedir.[1, 2]

Periferik  sinir  yaralanmalari, bircok ekstremite travmasinda oldukga
yaygindir. Periferik sinir yaralanmalari, hasta i¢in mesleki ve bos zaman aktivitelerini
yerine getirememesine neden olan asir1 islev bozukluguna neden olabilir. Bu sebeple,
hem hasta hem de saglik ekonomisi i¢in kalic1 mali kayb1 6nlemek amaciyla periferik
sinirleri onarmak igin yeterli tedavinin mevcut olmasi hayati onem tagir. Galen, sinir
kavramini ilk tanimlayan kisiydi, ancak 7. yiizyilda askeri bir cerrah olarak ilk sinir
onarimini ve yara kapanmasini belgeleyen Paulus Aegineta idi. Bu zamandan beri sinir
patolojisini ve fizyolojisini anlamak i¢in ¢ok biiyiik arastirmalar yapilmistir. Su anda
cerrahi onarim, dogrudan uctan uca anastomozla,u¢ yan anastomoz veya sinir
greftlerinin yerlestirilmesiyle rekonstriiksiyon,sinir transferlerini i¢erir. Uzun ge¢mise
ve biiylik mikrocerrahi arastirma ve gelismelere ragmen, periferik sinir onarimi
cerrahlar i¢in bir zorluk olmaya devam ediyor ve hala yetersiz sonuglara sahip.

Yaralanma sahasinda defekt olmasi, yaralanmanin kronik olmasi vs
durumlarda u¢ uca onarima engel olabilmektedir. Bdyle durumlarda sinirin
devamliligini saglamak icin bir bagka sinirden u¢ yan onarim teknigiyle(supercharge)
reinnervasyon saglanmaya calisilmaktadir. Supercharge islemi defektin distalinden
uygulanmaktadir. Ancak bazi u¢ yan onarimlarda donor sinir alici sinir distaline
uzanamamaktadir..Calismanin birinci amaci rat modellerinde siyatik sinir kesisi
sonrast diger siyatik sinirden supercharge yontemiyle bir grupta lezyon proksimali
diger grupta lezyon distali koaptasyon yapilarak sonuglar1 karsilagtirmak. Calismanin
ikinci amaci ise benzer boyutlardaki insan sinirlerine yapilan supercharge
uygulamalar1 adina fikir sahibi olmaktir. Boylece hem ideal supercharge yontemi
hakkinda fikir sahibi olunacak hem de literatiire katkida bulunulacaktir

1.1.Periferik sinir sistemi anatomisi

Medulla spinalis ve beyinden c¢ikan sinirler periferik sinir sistemini olusturur.
Periferik sinir sistemi araciligiyla merkezi sinir sistemi ile viicut boliimleri arasinda
sinir ag1 olusturulmus olur. PSS’nin otonom ve somatik olarak iki tipi bulunur.
Otonom sinir sistemi, merkezi sinir sistemi ile i¢ organlar arasindaki sinir iletimini
saglar. Somatik sinir sistemi bilingli faaliyetleri olusturan deri ve kas vb dokulara
giden sinirlerden olusur.

Periferik sinirler, paralel sinir lifleri, schwann hiicreleri, ¢evreleyen bag dokusu,
miyelinden olusur. Sinir lifleri, fasikiil olarak adlandirilan farkli boyutlarda bir¢ok
sinir gruplarindan olusur. Farkli sinirlerde ve sinir boyunca farkli bolgelerde sinir



faskiillerinin sayisi,boyutu,diizeni degisiklik gostermektedir[3].Sekill

Epineurium

Fascicle

Endoneurium

Perineurium

Sekil 1 Periferik sinir anatomisi [4]

1.1.1.Schwann hiicresi ve miyelinizasyon

Noroektodermal kokenli olan Schwann hiicreleri morfolojik olarak liflerin tipine
gore farklilik gostermekle birlikte, miyelinli lif olan hiicrelerde ¢ekirdek trapezoid
sekildedir. Sitoplazmalarinda mikrotiibiil, mitokondri,mikroflament agisindan
zengindir. Sadece schwann hiicrelerinin varliginda sinir hiicrelerinin embriyolojik
biiyiimesi ve akson rejenerasyonu meydana gelir. Miyelin kilifl1 sinir hiicresinin
biiylime siireclerinin devam ettirilmesinde schwann hiicreleri lokal besleyici ve enerji
saglayici bir rol istlenir. Schwann hiicreleri hiicresel artiklari fagosite eder, sinir
liflerine mekanik destek saglar. Schwann hiicrelerince olusturulan bir bazal lamina
miyelinli pss (periferik sinir sistemi) lifinin tiim uzunlugu boyunca siniri ¢evreler.
Schwann hiicresi ve akson arasinda yeterli iletisim saglanmasi ve siirdiiriilmesi,
miyelin kilifin sentezi ve bakimi igin gereklidir[5, 6].

Sinir yaralanmasi gelistikten sonra, kopmus sinirde proksimal gudugun distal ucu
ve distal gudugun proksimal ucu bir farklilasma surecine girer, farklilagsma siireci
sonrasi cogalir ve ¢ogalan schwann hiicreleri sinir bosluguna dogru goc eder. Kesilen
sinir uglar1 arasinda kdprii olusmasi amaciyla Schwann hucre kordonlarini olusur.
Kordonun olusumu basarili bir rejenerasyon i¢in gereklidir[7].

1.1.2 Periferik sinirin kiliflar:

Periferik sinirlerin etrafini ¢evreleyen membrandz kiliflar mevcuttur. Bu kiliflarin
olusturdugu bag dokusu aracilifiyla sinir lifleri ve hiicresel bilesenler baglanti
olusturur. Bu bag dokusu epindryum,endondryum ve perinéryumdan olusur.

1.1.2.1.Epinéryum

Periferik sinir sisteminde sinir fasikiillerini en distan saran yap1 epinéryumdur. Bu
yapinin gorevi sinir dokusunu korumak ve beslenmesini saglamaktir. Epindryum, tip



1 ve 3 kollajen igerir ve sinir kesitinin %30-70 ini olusturur. Epinéryum kalinlig
fasikiil sayisinin artmasiyla artis gostermektedir. Eklem bdlgelerindeki sinir
dokularinda epinéryum daha kalindir. Epindral areolada iki tabaka bulunur. Dista
bulunan tabaka bag dokusu ve vaskiiler bilesenlerden olusur. I¢ tabaka kollajen 1if ve
fibrillerden meydana gelir. Ayrica epinoral areola, degisen oranlarda yag, hiyaluronik
asit ve fibroblast icerir[8, 9].

1.1.2.2.Perinéryum

Perindryum, sinir fasikiillerini ¢cevreleyen yogun bir bag dokusu kilifidir. Diizlesmis
fibroblast laminalardan olusan, ¢esitli yonlere uzanan ince kollajen tabakalar1 igeren
diizenli bir yapiya sahiptir. Perindryumdaki hiicreler modifiye makrofaj ve
fibroblastlardir. Fibroblastlar proteoglikanlara goémiilmiis olup, Kkollajen lifleri
tarafindan ¢evrelenmistir. Bu sayede birbirleriyle birlesme kompleksleri olusturur. Bu
kompleksler, kilif boyunca buyuk molekiillerin diflizyonunu sinirlar. Perinoral
hiicreler yapisal olarak incedir, fakat genis bir yilizey alanina sahiptir. Perindryum rijit
bir yapida olusu nedeniyle doku sivisinda artma oldugunda birikime direng gosterir.
Fasikiildeki hidrostatik basingta artisa neden olur. Eger bu basing artis1 kilcal damar
hidrostatik basincini1 gegerse doku sivisi iiretimi durur, bu da hipoksi ve iskemiye
neden olur. Ayrica intrafasikiiler basing artisi fasikiil ¢evresindeki mikrovaskiiler kan
akisin1 durdurabilir[10]

1.1.2.3.Endondéryum

Sinir lifleri perinéryumun i¢ kisminda endondryum adi verilen gevsek yapida bir
bag dokusu ile ¢evrelenmistir. Endondryumdaki kollajen lifler longutidinal olma
egilimindedirler ve bazen bu yapilar miyelin bulunmayan sinir liflerindeki Schwann
hiicrelerine invajine olma egilimindedirler. Endonéryum, sinir kilifinin epinéryum
ve perindryumundan farklilik gostermektedir. Periferik sinir sistemindeki glial ve
noral hiicreler, endonéryum ile g¢evrelenmistir. Bu nedenle bu bolgede bulunan
ekstraselliiler s1v1 Ve matris periferik sinir sisteminde mikrogevreyi olusturmaktadir.
Doku sivisinda hareketli iyonlar1 ve makromolekiilleri igeren bir bag dokusudur.bu
stvi kandan gerekli maddeleri alir. Atk maddeler ise kilcal damarlar araciligyla
uzaklastilir. Endondryuma glial hiicreler, sinir lifleri ve bag dokusundan iiretilen
tirtinler salinir. Sinir yaralanmasi sonrast schwann hiicrelerinden biiylime faktorlerinin
salinmasi 6rnek olarak verilebilir[11].

1.1.3.Periferik sinirin dolasim

Ekstremitelerdeki periferik sinirleri lokal artelerden gelen dallar besler.zengin
mikrovaskiiler ag ve anastomolara sahip kilcal damar pleksuslart araciligiyla sinirler
beslenir.Periferik sinir mikrosirkiilasyonu asagidakilerle karakterize edilir: (1) Cift
yonlii kan temini. Distal segmentin kan akimi1 proksimal segmente gore 6nemli dlciide
daha fazladir. (2) intranéral anastomoz dallariin yogunlugu lokasyona bagl olarak
degisir. Orta bolgedeki anastomoz dallar1 proksimal ve distal uclara gore daha azdir.
(3) Kan akisindaki degisiklikler, sinir rejenerasyonu sirasinda damar yogunlugu ve
sayisindaki degisikliklerle dogrudan iligkili degildir. (4) Cesitli basinglarda ve
siirelerde periferik sinir sikismasi, degisen derecelerde sinir hasarina neden olur.
Periferik sinir sikismasina bagli hastaliklarin semptomlar: farkli bolgelerde farklilik
gosterse de, sinir sikigmasini takip eden patogenez her zaman mikrosirkiilasyondaki



degisikliklerin eslik ettigi mekanik bir yaralanmadir, bu da aksonal hasara ve miyelin
kilift hasarina neden olur ve sonunda skarlar ve fibrozis olusturur. Birlikte ele
alindiginda, sinir mikrosirkiilasyonunu iyilestirmek bu hastaliklarin tedavisi i¢in kritik
bir anahtardir. Su anda sinir mikrosirkiilasyonunu iyilestirme yoOntemi cerrahi,
vazoaktif ajanlar ve fizik tedaviyi icermektedir. Kan diizenleyici ve hemodinamik
mekanizmalarin, norotrofik faktorlerin ve sinir genlerinin sinir mikrosirkiilasyonu
tizerindeki etkilerinin incelenmesi, sinir sikismasinin neden oldugu hastaliklarin daha
Iyi tedavisi i¢in kesinlikle 6nemlidir[12]. Sekil 2

Sekil 2 Periferik sinir mikrosirkiilasyonu [13]

1.2. Sinir yaralanmalarinin sunumu ve patofizyolojisi

Bir sinirin en kii¢iik anatomik alt birimi sinir lifidir. Sinir lifi gruplari, fasikiiller
olusturmak icin bir i¢ endondéryum ile cevrilidir. Her fasikiil perindryum ile
sinirlanmigtir; sinir  giiciine katkida bulunur ve fasikiiler basinct korur. Fasikiil
gruplari, onu gevreleyen gevsek areolar doku ile dis epindryum tarafindan ¢evrelenir.
Bir sinir yaralanmasinin tanisin1 koymak i¢in, 6zellikle olayin zamanlamasi ile ilgili
olarak ayrintili bir 6ykii almak 6nemlidir, ¢linkii bu, tedaviyi yonlendirmeye yardime1
olacaktir.
Bir sinir hasarini desteklemek veya dogrulamak i¢in elektromiyografi (EMG), sinir
iletim caligmalar1 veya elektriksel kas stimiilasyonu dahil olmak iizere 6zel testler
kullanilabilir. En yaygin olarak, bir perkiitan depolarize edici akim saglandiktan sonra,
bir sinir lifinin iletim hizlarii ve genliklerine tepkileri 6lgen sinir iletim ¢aligmalari
kullanilir. Test, kalan fonksiyonel aksonlarin sayisin1i ve miyelin kilifin kalitesini
degerlendiriyor. Bu testler sadece kompresif lezyonlarda ve yaralanmadan 5-7 giin
sonra kismi lezyonlarda yararlidir.
[lk birkag saat boyunca hiicre gévdesinde ve ¢ekirdekte kromatoliz ve sisme meydana
gelir [14]. Daha sonra ilk birkag giin aksonal giidiikte 6dem ve sislik devam eder. Iki
ila i¢ gin i¢inde, hem antegrad hem de retrograd yonde aksonal ve miyelin
pargalanmasini igeren Wallerian dejenerasyonu baslar [14]. Antegrad Wallerian
dejenerasyon daha sonra Schwann hiicreleri ve makrofaj infiltrasyonu ile devam
ederek hiicre artiklarimi uzaklastirir ve yaklasik 3-6 hafta boyunca sadece bazal
membrani birakir [15]. Schwann hiicreleri daha sonra ¢ogalmaya baslar ve iki sinir
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ucunun bazal membranlar1 arasindaki aksonal filizlere rehberlik eder [14]. Sinir
yenilenmesi daha sonra Bunger bantlar1 adi verilen Schwann hiicrelerinin siitunlarinda
baslar. Proksimal bozulmamis akson daha sonra bir biiylime Kkonisi
olusturur. Lamelipodia ve filopodia sitoplazmik uzantilari, aksonun yeni ortami
kesfetmesine izin verir ve onarimi yonlendirmeye yardimer olur. Aksonda bulunan
aktin, tlip i¢cinde uzamaya izin verir. Bliylime, 1-3 mm/giin gibi kisitli bir oranda
devam eder, ancak ayni anda skar dokusu biiyiimeyi engeller[14].

1.2.1. Periferik Sinir Yaralanmalarinin Simniflandirilmasi

Sinir yaralanmalar:, 2. Diinya Savasi'nda yarali askerlerin yasadigr sinir
yaralanmalarindan sonra Seddon ve arkadaslar: tarafindan néropraksi, aksonotmesis
ve norotmesis olarak smiflandirilmistir [16]. Sunderland, histolojik taniya gore bu
simiflandirmay1 genisletti[17]. Sekil 3

1.2.1.1. Noropraksi(Sunderland tip 1)

Bu sadece miyelin kilifin yaralanmasidir [16]. Aksonal kilif korunur ve sonug olarak
en hafif sinir yaralanmasi olarak siniflandirilir [16]. Bu yaralanma genellikle
kompresyon veya esnemenin bir sonucudur. Wallerian dejenerasyonu olmaz ve giinler
veya haftalar iginde iyilesme beklenir [16].

1.2.1.2. Aksonotimezis(Sunderland tip2-4)

Bu tip yaralanmada akson etkilenir ve yaralanma bolgesinin distalinde Wallerian
dejenerasyon meydana gelir [16]. Tip 2 yaralanmalar sadece aksonu igerir; Tip 3 ve 4
sirastyla endondryum ve perinéryumu bozar [16]. Tip 2 yaralanmalar genellikle tam
iyilesme gosterir ancak Tip 3 ve 4'lin basarisiz olmasi beklenir. Tip 4 yaralanmalar
genellikle cerrahi  miidahale gerektirir ve cogu cerrah, kendiliginden
diizelmediklerinden emin olmak i¢in 8-10 haftalik bir beklemeyi savunur [16].

1.2.1.3. Norotimezis (Sunderland tip5)

Bu, sinirin tamamen bozulmasiyla sonu¢lanan en siddetli yaralanma
tiriidiir; epindryum kesildiginde cerrahi miidahale gereklidir [16].
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Sekil 3 Periferik sinir yaralanmalar1 [18]

1.2.2. Sinir Onarimi Zamanlamasi

Primer onarim, ilk birkag¢ giin iginde meydana gelen periferik sinir yaralanmalari i¢in
en uygun yaklasimdir [19]. Ikincil onarim, yaralanmadan bir hafta veya daha sonra
gerceklesir [19]. Gerilme veya kontiizyonlarin bir sonucu olarak kismi yaralanmalar
( varalanmalarin %15') genellikle ikincil onarimla tedavi edilir [20-22]. Tam
yaralanmalar i¢in onarim  yontemi eksplorasyon sirasinda  bulunanlara
baghdir. Epinéryumun diizgiin bir sekilde boliinmiis oldugu bulunursa, genellikle
gerilimsiz birincil onarim yapilir, ancak uclar diizensizse, bir greft gerekebilir
[ 12 ]7?772.

1.2.3.Sinir Onarim Teknigi

En sik kullanilan sinir onarim teknigi olan primer uctan uca onarimin dort ana adimi1
vardir.

Hazirlik — Sinir uglari, normal goriintimlii iki u¢ birakan bigaklarla nekrotik
doku ¢ikarilarak goriiniir uclar elde etmek i¢in hazirlanir.sinir yaralanmasinin
tizerinde eklemi esneterek ve kemik kisalmasi yapilarak gerekirse daha fazla uzunluk
saglanabilir[23].

Yaklastirma — Sinir uglart mobilize edilir ve uygun gerilim uygulanarak
minimum bosluk birakilarak bir araya getirilir. Gerilimsiz onarimlarin daha iyi
sonuglara sahip oldugu goriilmiistiir. Yaklastirma sirasinda sinir uglart mobilize
edilebilir ancak kapsamli intrafasikiiler diseksiyondan kaginilmalidir[23].


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4110386/#R11
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Hizalama(Alignment) — Kan damarlar1 hizalanmali ve uygun rotasyonel
hizalama yapilmalidir[23].

Onarim — Sinir onarimi, genellikle 9-0 veya 10-0 emilemeyen dikislerle
epinéryuma dikilerek saglanir. Bu nedenle, onarimi bir arada tutan epindral
onarimdir. Dikiglerin sinir uglarmin malrotasyonunun onlenerek yerlestirilmesi
gerekir. Bazen ayr1 ayr fasikiiler gruplar baglanma igin tanimlanir (grup fasikiiler sinir
onarimi). Bu tiir onarimlar genellikle duyusal ve motor liflerin ayr1 ayr1 onarilabilecegi
daha biiyiik sinirler i¢in tercih edilir[24].

Ameliyat sonrast sinir onarimlart 10-14 giin immobilizasyon ile korunmalidir ve
bazen cerrahlar sinir hasarinin siddetine ve nedenine bagl olarak alt1 haftaya kadar
immoblizasyon uygulamak gerektigini savunmaktadirlar[23]. Bu siireden sonra
rehabilitasyon i¢in tam pasif ve aktif hareket agikligina gegilir[23]. Ameliyat sonrasi
aksonlarin, ozellikle duyu sinirlerini takiben yeni bilgileri nasil isleyeceklerini
ogrenmesi zaman alabilir[25, 26].Yas, sinir onariminin sonucunu belirleyen en hayati
faktordiir ve basaridaki varyansin %50'sini agiklayabilir[27].

Sinirleri onarmak i¢in kullanilabilecek bagka bir teknik, bir veya iki distal yarali sinir
ucunun yaralanmamis sinir uglarinin yan tarafina baglanmasini igeren ugtan-yana sinir

onarimidir. Bu, uclarin akson kaynagi olarak bulunmadigi durumlarda yararli bir
tekniktir [28].

1.2.4. Cerrahi Onarim Sonrasi Rejenerasyon

Son aragtirmalar, periferik sinir onarimi i¢in cerrahi uygulamanin smirlamalarinin
anlagilmasina yardimci olmustur. Yukarida vurgulandigi gibi, ameliyat karar
genellikle yaralanmadan birkac ay sonra iyilesmenin ger¢eklesmedigi zamandir. Bu
stire zarfinda aksotomi, motondronlarin atrofisini indiikler ve bu sadece kismen geri
doniistimlidiir [29]. Ayrica biliylime hizi sadece 1-3 mm/giin'diir ve bu nedenle sinirin
distal segmentlerinde norotrofik faktor iiretiminin diigmesi i¢in zaman vardir ve hizl
rejenerasyonu Onler [30, 31]. Onarimi etkileyen énemli bir faktor, aksotomize sinirin
rastgele bir sekilde meydana gelen koaptasyon bdolgesinin karsisina gecmesi
gerekmesidir, aksi takdirde akson distal giidiige tamamen ulasamayabilir[32] . Yeterli
onarimin saglanmasini etkileyen bir diger zorluk da motor ve duyu aksonlarinin yanlis
hizalanmasidir. Motor aksonlar yanlislikla duyusal ug organlara girerse, tercihli motor
yeniden sinirlendirme ad1 verilen bir siirecte kesintiye ugrar[33].Alternatif olarak kasa
dogru olan kas aksonlari, uygunsuz kaslarin rastgele innervasyonuyla sonuglanabilir
[34]. Ayrica, uzun bir siire hareketsiz kaldiktan sonra, sinirlerin yeniden innerve
etmeye c¢alistigi hedef kaslar, denervasyona bagl atrofiye ugrayarak olumsuz klinik
sonuglara neden olur [30].

1.2.5. Sinir Onarim i¢in Kullanilan Diger Teknikler

1.2.5.1. Sinir Grefti



Ciddi sinir yaralanmalarinda, iki sinir ucu arasindaki defekt ¢ok biiyiik olabilir veya

uctan uca onarim i¢in uygun olmayan gerginlige neden olabilir; bu nedenle bir sinir
grefti kullanilarak koprii olusturulur[35, 36]. Tipik olarak dondr greftler, medial veya
lateral antebrachial kiitanoz sinirler, ulnar sinirin dorsal kiitan6z duyu dali, lateral
femoral kiitan6z sinir ve radyalin yiizeysel duyusal dali vb. olmak tizere otolog duyusal
sinirlerdir[35, 36] . Cerrah, kullanilacak en uygun siniri diisiiniirken onarilacak sinir
boslugunun uzunlugunu, dondr saha morbiditesini ve diseksiyon zorlugunu dikkate
almalidir[35, 36]. Tam iyilesme igin sinirler alti ay iginde greftlenmelidir. Cogu
cerrah, kasilmaya izin vermek i¢in dl¢iilen defektten %10-20 daha uzun greft almay1
tercih eder[35, 36]. Postoperatif splintleme, yeterli klinik sonu¢ elde etmek igin
genellikle 1-14 hafta siire arasinda degisir. Son yillarda , boslugu kapatmak igin 'altin
standart' [37] olan otolog sinir greftleri icin alternatifler aranmaktadir . Sinir
greftlemesinin sinirlamalari, donor bolgedeki morbiditeyi ve hastalarin sadece %40-
50'sinin dikkate deger fonksiyonel iyilesme saglamasini igerir [38]. Proksimal ve distal
sinir giidiiklerindeki fasikiillerin boyutu ve sayis1 veya ndrotrofik faktorlerin
ekspresyonlar1 genellikle rejenerasyon i¢in ideal olmadigindan greftler her zaman
basarili degildir.

1.2.5.2. Otolog Sinir Greftlerinin Gelistirilmesi

Aragtirtlan bir fikir, aksonlarin rejeneratif yolunu silirdiirmek igin biiylime
faktorlerinin periferik sinir lezyon bolgelerine uygulanmasidir, bu da sinir biiyiime
faktori ekspresyonunun down regiilasyonu ile sonuglanir[39]. Periferik sinirlere
elektriksel stimiilasyon uygulamasinin, periferik sinir lezyonlar1 bosluklarin
tyilestirdigi, ancak sinir yaralanmasi bolgesinden gecen liflerin gecikmesini kisalttigi
ve lif biiylimesinin hizin1 azaltmadig gosterilmistir. Elektrik = stimiilasyonunun
etkilerinin yalnizca kisa siireli oldugu ve ii¢ ay sonra etkide hicbir fark olmadigi
gosterilmistir [40, 41]. Fototerapi, diistik gii¢lii lazer tedavisi kullanan yeni ve heyecan
verici bir yontemdir[42]. Akson rejenerasyonu ve miyelinizasyondaki gelismelere
ragmen, lazer tedavisinin avantajlarini destekleyen raporlar sinirhidir[42].

1.2.5.3. Otolog Sinir Greftlerinin Degistirilmesi

Otolog biyolojik dokular (sinir olmayan greftler), immiinolojik olarak uyumlu ve
toksik olmayacaklari i¢in alternatif olarak degerlendirilmistir. Ancak uygun boyut ve
boyutlarda numunelerin toplanmasi zordur. Bir dereceye kadar akson rejenerasyonunu
saglamada faydali oldugu kanitlanmis dokular arasinda kan damarlar1 ve donma-
¢ozililme ile oldiriilmiis iskelet kaslart bulunur [43, 44]. Farkli bir yaklasim ise sinir
lezyonlar1 arasindaki boslugu kapatmak i¢in otolog olmayan kaynaklarin
kullanilmasidir. Bu dokular sinirsiz tedarik sunar ancak hastaligin bulagmasi ve
astya kars: konake1 hastaligl reaksiyonlart dahil olmak iizere iligkili bir immiinojenik
riske sahiptir. Allojenik sinirlerin dondurma/¢ézdiirme yontemi uygulanmasiyla Klinik
caligmalarda greftlenebilir sinir rnekleri sagladigi gosterilmistir[45]. Birgok hayvan
deneyi 'fleri Islenmis Kadavra Sinir Grefti' (AxoGen, Inc, Alachua, Florida) ve
'‘Neurogen Bovine Collagen Conduit' (Interga)gibi orneklerde oldugu gibi cesaret
verici sonuglar gostermistir [46] .



1.2.5.4. Sinir Transferi

Sinir transferleri son zamanlarda primer onarim veya greftlemeye alternatif olarak
popiiler hale gelmistir. Son zamanlarda sinir transferleri daha sik yapilmaktadir. Bu
prosediir, bir dondr sinirden daha az ihtiya¢ duyulan sinir fasikiillerinin kesilmesi,
disseke edilmesi ve daha sonra daha 6nemli bir distal sinir segmentine baglanmasi
anlamina gelir(standart u¢ yan ve ya uc uca ). Bu transfer yontemi, proksimal sinir
hasarmi kisa rejenerasyonlu distal sinir hasarina dontstiiriir [47]. Bu teknik, brakial
pleksus yaralanmalarinda sinir govdelerinin transferinde faydalidir. Ornekler, aksiller
sinir lezyonlari i¢in torakodorsal sinirden deltoid kasa; Guyon kanalinda ulnar sinirin
motor dalina anterior interossedz sinirin pronator quadratus motor dalinin transferi
(AIN) vb. olarak siralanabilir[47].

Sinir transferi yapilirken basariy1 etkileyen faktorler, dondr motor sinirin Kalitesi
bununla iliskili olarak rejenere olacak motor sinir akson sayisi, dondr sinirin kas sinir
kavsagina olan yakinligi olarak siralanabilir. Donor sinirler,komplikasyonlara karsi
feda edilebilir sinirler olmalidir[48]. Hedef kas fonksiyonu ile dondr sinirin
fonksiyonu postoperatif rehabilitasyon agisindan sinerjik olmalidir, sinejik olmayan
hatta antaonist dondr sinirlerde kullanilabilir ancak bunlar rehabilitasyon ve fonksiyon
acisindan dezavantaj olusturabilir[49].

Yeniden innervasyon siiresini azalttigi i¢in sinir transferleri, lezyon sonrasi 8-10 aylik
donemde de tercih edilebilir. Sinir transferleri ile duyu kazanimi da saglanmaktadir.
Sinir transferleriyle ilgili deneyim arttik¢a tendon tansferleri ya da sinir greftlemesi
yerine sinir transferi uygulamalari artmaktadir[50].

Sinir transferleri agirlikli olarak sinirlerin uc uca koaptasyonu(ETE) ile yapilmaktadir.
Standart uc uca onarimda motor fonksiyondan ziyade duyu iyilesmesi daha 6n planda
olmaktadir. Donér bolgesinde koruyucu hissin kalmasi ve ya dondr sinirin kisith
oldugu durumlarda kritik olmayan duyu sinir transferleri i¢in u¢ yan teknikle sinir
koaptasyon teknigiyle sinir transferi yapilabilmektedir[51].

Yakin zamanda ters u¢ yan nororafi modeli tanimlandi[2].Baz1 durumlarda, alic1
sinirin devamlilig1 zedelenebilir ve kalan aksonlarin tamamen feda edilmesi
istenmeyebilir. Boyle bir durumda teorik ¢6ziim, standart u¢ yan onarim tekniginde
kullanilan alic1 ve dondr sinirlerini degistirdigi i¢in ters ug-yan(supercharge) nororafi
uygulamak olacaktir. Dondr siniri kesilir ve proksimal ug, saglam alici sinirin epindral
penceresine dikilir. Isaacs ve arkadaslari, donor aksonlarmin hasarli alici sinirin
epindral penceresine girebilecegini ve alici sinirin yaralanmasi ve alici kasin denerve
olmas1 durumunda basarilt bir sekilde kasin yeniden sinirlenmesini saglayabilecegini
One siirdli. Yenilenen aksonlarin erken innervasyonunun , yaralanan sinirin islevsel
iyilesmesini  destekleyebilecegi varsayilir. Erken innervasyon ve aksonal
giiclendirmenin etkisini arastiran stipercharge teknigi kullanilan bir sican modelinde
cesitli testler kullanilarak denerve hedeflerin fonksiyonel iyilesmesini siipercahrge
yapilmayan sigcanlarla karsilastirildiginda periferik sinir onariminda siipercharge
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teknigi kullanildiginda denerve hedef organlarin fonksiyonel iyilesmesinin daha iyi

oldugu gorillmiistiir[52].(Sekil4-7)
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Sekil 4 Standart ug yan sinir transferi ve reverse ug yan(siipercharge) sinir transferi [53]
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Sekil 5 Klasik ug yan sinir transfer modeli [54]
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Sekil 6 Ters ug¢ yan(siipercharge) sinir transfer modeli [54]
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Sekil 7 Sinir transfer modelleri a. Uc-uca sinir transferi b. Ters ug-
yan(supercharge)sinir transfer modeli c. Standart ug yan sinir transfer modeli [55]

1.2.5.5. Gen Tedavisi

Gen terapisi, periferik sinir onarimini gelistirmek igin otolog sinir greftlerine baska
bir heyecan verici alternatif sunuyor. Baslica avantajlar1, donistiiriilen hiicrelerin geni
uzun bir siire boyunca eksprese etmesidir; bu da eklenen norotrofik faktorlerin
genellikle kisa bir yar1 6mre sahip olmasi nedeniyle faydalidir [56] Ayrica segilen
hiicrelerdeki ifade, viral vektoriin enjeksiyon bodlgesindeki hiicreyle sinirhidir; bu da
tedavinin segici, lokalize ve spesifik oldugu anlamina gelir. Cesitli vektorler farkl
norotrofik faktorlerle deneniyor ve test ediliyor ancak gen terapisinin ana ii¢ hiicresel
hedefi Schwann hiicreleri, yarali noronlar ve kas lifleridir. Simdiye kadar gen terapisi,
ventral kok avulsiyonunu takiben spinal motor ndronlarin atrofisini dnlemek i¢in
kemirgen modellerinde basarili bir sekilde uygulanmistir[30]. Ayrica, duyusal safen6z
dalda NGF'nin segici viral asir1 ekspresyonu, yaralanmadan sonra dogru duyusal
reinnervasyonun artmasina neden oldu; bu, yenilenen duyusal aksonlarin yanlis
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yonlendirilme sorununa yardime olabilir [57]. Son olarak ¢alismalar, hasar gérmiis
sinirdeki Schwann hiicresi tarafindan norotrofik faktorlerin  uzun siireli
ekspresyonunun gen terapisi ile miimkiin oldugunu géstermistir [58, 59]. Ne yazik ki,
basaril1 hayvan sonuglarinin insanlara aktarilmasinin 6niinde, dogru faktor ve hedef
hiicrenin se¢ilmesi, vektorlere iligskin biyogiivenlik ve mutajenez dahil uzun vadeli
riskler de dahil olmak tizere ¢esitli engeller bulunmaktadir.
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2.GEREC VE YONTEM

Deneysel hayvan c¢aligmasi 30.12.2022 tarih ve 2022-47 karar sayili Selguk
Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Etik
Kurulu tarafindan etik onayr alindiktan sonra baglatilmistir.(bknz ek-1) Yapilan
calismada cerrahi islemler ve fonksiyonel testler Selcuk Universitesi Deneysel Tip
uygulama ve arastirma merkezinde(SUDAM), histopatolojik incelemeleri Necmettin
Erbakan Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Veterinerlik Patolojisi Anabilim Dalinda
yapilmistir. Bu deneysel hayvan calismasi Selguk Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatorliigii tarafindan 23122006 proje numarasiyla destek gormiistiir.

Calismaya Selguk Universitesi Deneysel Tip uygulama ve Arastirma merkezinde
tiretilen 250-350 gram agirliginda 30 adet Wistar Albino cinsi erkek sigan dahil edildi.
Ratlarin bakimlar1 ,beslenmeleri,takipleri ayn: laboratuvarda standart sekilde SUDAM
tarafindan gergeklestirildi. Ratlara cerrahi islemler Oncesi ve sonrasi ad-
libitum(sinirsiz) su ve besin saglandi. Sicanlar cerrahi islem sonrasinda ayri1 kafeslerde
takipleri yapildi.

2.1. Calisma Gruplar

Toplam 30 adet Wistar Albino rat {i¢ adet cerrahi grubu olusturacak sekilde 3 gruba
randomize olarak ayrildi. Gruplardan ilk grupta(A) ratlarin bilateral siyatik sinirleri
disseke edildikten sonra bilateral siyatik sinirleri kesildi. Ardindan sol taraf siyatik
sinirleri mikrocerrahi tekniklere uygun olarak primer onarim yapildiktan sonra sag
taraf siyatik sinir trifurkasyon seviyesi kesi proksimalinden alinarak cilt altindan sol
tarafa aktarilip sol taraf siyatik sinire lezyon proksimaline(prelezyoner) olacak sekilde
alic1 sinirde epindral pencere olusturulduktan sonra ug¢ yan koaptasyon ile transfer
edildi. Ikinci grupta (B) ratlarin bilateral siyatik sinirlerinin disseke edilmesini takiben
bilateral siyatik sinirleri kesildi. Ardindan sol taraf siyatik sinir kesi seviyesinden
mikrocerrahi tekniklere uygun olarak primer onarimi gerceklestirildi. Ardindan sag
taraf siyatik sinir trifurkasyon seviyesi kesi proksimalinden alinarak cilt altindan sol
tarafa aktarilip sol taraf siyatik sinire lezyon distaline(postlezyoner) olacak sekilde
alic1 sinirde epindral pencere olusturulduktan sonra ug¢ yan koaptasyon ile transfer
edildi. Uciincii grupta sicanlarin bilateral siyatik sinirleri disseke edildikten sonra
bilateral siyatik sinirleri kesildi. Sag taraf siyatik sinirleri iyilesmeye olanak
tanimamasi i¢in 10 mm defekt olusturuldu. Sol taraf siyatik sinirler mikrocerrahi
tekniklere uygun olarak onarildi.
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Tablo 1 Yapilan stipercharge seviyeleri

A Proksimal 10
B Distal 10
C Yok 10
2.2. Yapilan Cerrahi

Cerrahi islemlerde anestezi uygulanmadan 6nce calismada kullanilacak sicanlarin
agirlik Olglimleri yapilarak not edildi. Anestezi islemlerinde 10 mg/kg ksilazin
(Xylazin Bio %2, Bioveta; Cek Cumbhuriyeti) ve 50 mg/kg ketamin (Ketasol,
Richterfarma AG; Wels, Avusturya) yapilarak anestezi saglandi. Anestezi islemi
yapilmasinin ardindan siganlarin her iki alt ekstremiteleri, kalca ve sirt bolgeleri
traglandiktan sonra cerrahi islem masasia prone pozisyonda olacak sekilde alindi.
Ratlar her iki kalgalarinin altina 10 cc enjektor konularak ekstremiteleri yiikseltilip,
flaster yardimiyla cerrahi islem masasina sabitlendi. her iki diz ve iskial tiiberkiiller
belirlendikten sonra sag ve sol taraflar birlesecek sekilde cerrahi kalemle kesi hatti
isaretlendi.(sekil 8). Cerrahi islem yapilacak alan ilk olarak %10 luk povidon iyot ile
boyanip,steril Ortiinme yapildi. Bilateral gluteus ve biceps femoris kaslarinin
bulunmasinin ardindan iki kas planit arasindan girildi. Bilateral siyatik sinirlere
ulasildi. Sinirler eksplore edildi. ilk grupta sag siyatik sinirler transfer icin yeterli
uzunluk saglanmasi amaciyla trifurkasyon seviyesinden kesilmesi planlandi.. Sol
siyatik sinirler A grubunda trifurkasyon seviyesinin 10 mm proksimalinden, B
grubunda 20 mm proksimalinden, C grubunda 10 mm proksimalden kesilmesi
planlandi. Ardindan sol siyatik sinir trifurkasyon seviyesinin A grubunda 20 mm
proksimali, B grubunda 10 mm proksimali epinéral pencere olusturarak u¢ yan
koaptasyon igin planlandi. Mikroskop altinda(World Precision Instruments; Sarasota,
Florida, ABD) mikrocerrahi tekniklere uygun olarak sinirler mikromakas ile sinirlere
zarar vermeden kesildi. Sinir onarim hatlarina steril edilmis mavi renk fon
yerlestirilerek sol siyatik sinir epindral ug¢ uca onarimi 10-0 monofilament naylon siitiir
ile (Ethilon, Ethicon; Somerville, New jersey,ABD) yapildi. Epinoral onarim
yapilirken fasikiillerin karsilikli gelmesi saglandi. Ardindan trifurkasyon seviyesinden
kesilen sag siyatik sinirler A grubunda sol siyatik sinir kesi seviyesinin 10 mm
proksimaline B grubunda 10 mm distaline epindral pencere olusturulup u¢ yan
koaptasyon ile transferi saglandi.(sekil 9) C grubunda sag siyatik sinirin transferi
yapilmadi. Tim islemler sirasinda sinir dokusunda hasar olusturacak
manipiilasyonlardan kag¢mildi. Koaptasyon tamamlandiktan sonra cerrahi alan
izotonik mayi ile yikandi. Cilt alt1 2-0 emilebilen poliflament siitiirle kapatilda.
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Cerrahi islemi takiben sicanlar, anestezinin etkisi ortadan kaybolana kadar
hipotermiden kacinmak amaciyla 1sitma platformuna alindi. Anestezinin etkisi
kaybolduktan sonra si¢anlar ayr1 kafeslere konuldu ve takipleri yapildi.

Ratlar i¢in 12 haftalik takip siiresi planlandi. Ratlarin takipleri yapildi. Takip siireleri
dolan ratlarin fonksiyonel testlerinin yapilmasini takiben yiiksek doz anestezi altinda
servikal dislokasyon islemi uygulanarak sakrifiye edildi. Gerekli cilt sahasinin
traglanmasinin ardindan eski insizyon yerlerinden cilt kesisi yapildi. Gerekli
diseksiyonlarin ardindan sol taraf siyatik sinirlere ve A ve B grubunda sol siyatik sinire
koaptasyon yapilan sag siyatik sinir segmentine ulasildi. A grubunda sol siyatik sinir
ile koaptasyon alaninin 10 mm proksimalinden, sag siyatik sinirin koaptasyon alaninin
10 mm proksimalinden ve sol siyatik sinir u¢ uca onarim yapilan alanin 10 mm
distalinden kesiler yapilip sinir segmenti ¢ikarildi.(sekil 10) B grubunda sol siyatik
sinirin ucu uca koatasyon ile onarilan bolgesinin 10 mm proksimali

Sekil 8. Cerrahiye baslamadan Once rat prone pozisyonda platform iizerinde hazirlandi.
Gerekli isaretlemeler yapildi. Steril boyama ve ortiinme saglandi. Bilateral siyatik sinirler
disseke edildi. sag taraf siyatik sinir sol taraf siyatik sinire lezyon proksimalinden(prelezyoner)
epindral pencere olusturularak u¢ yan koaptasyonlari (supercharge) saglandi.
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Sekil 9 a.b.B grubu Sag taraf siyatik sinirin trifurkasyon seviyesinden kesilip cilt
altindan kars1 tarafa gecirilip sol siyatik sinir lezyon seviyesinin distaline
(postlezyoner) epindral pencere olusturulup ug yan koaptasyonu (supercharge) yapildi.
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c. C gubu supercharge olmaksizin sol siyatik sinir lezyonunun ug¢ uca koaptasyonu
yapildi.
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sag siyatik sinirin sol siyatik sinire koaptasyon yapilan alaninin 10 mm proksimali ve
sol siyatik sinirin sag siyatik sinire uc yan koaptasyon alanmin 10 mm distalinden
kesiler yapildi. Sinir segmenti ¢ikarildi. C grubunda ise sol siyatik sinirin uc uca
anatomoz yapilan segmenti 10 mm distalden ve 10 mm proksiamlden kesilerek sinir
segmenti cikarildi.sag ve sol siyatik sinirlerin proksimal kisimlarina karigiklik
olmamasi i¢in ayirict mikrosiitiirler atildi.

Sekil 10. Sakrifikasyon sonrasi sinirlerin diseke edilmesi ve histopatolojik incelemeler
icin sinir onarim ve supercharge bdlgelerinden drneklerin alinmasi

2.3. Degerlendirmede Kullanilan Yontemler
2.3.1. Fonksiyonel inceleme

Ratlarin cerrahi islemleri yapilmadan 6nce fonksiyonel testlerden pin prick testi ve
itme kuvveti Olclimleri yapildi. Sicak zemin testi ratlarin ayaklarinda hasar
olusturabilcegi icin cerrahi islem Oncesi yapilmadi. 12 haftalik takip siiresi sonrasi
sicanlarin fonksiyonel testleri yapildi. Sakrifikasyon islemi Oncesi siganlara sicak
zemin testi, itme kuvveti testi, pinprick testi yapildi. Sicanlarin sakrifikasyon islemi
yapildiktan sonra sinirler belirtilen teknikle alindiktan sonra sigcanlarin bilateral
gastrokinemiuslar1 disseke edilip agirlik Sl¢iimii icin ¢ikarildi. Agirlik Slgiimleri
yapildi.

2.3.1.1 Extensor Postural Thrust( itme kuvveti orani)

Ratlarin sadece test edilecek ekstremiteleri agikta kalacak geri kalan viicut bdliimleri
kapali olacak sekilde havlu ile sarildi. Ardindan test edilecek tarafta ratlarin ayagini
hassas digital teraziye(Kern&Sohn GmbH; Balingen, Almanya ) basmasi saglandi.
Ardindan ratin teraziye itme kuvveti uygulamasi beklendi. (sekil) islem 5 kez
tekrarland1 en yiiksek deger not edildi. Ayni islem karsi ekstremite igin de
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uygulandi.itme kuvveti 6l¢iimleri hem cerrahi 6ncesi hem de sakrifikasyon islemi
oncesi uygulandi. (sekil 11)[60]

Sekil 11 Extensor postural thrust testi

2.3.1.2 Pinprick testi

Agr1 duyusunun degerlendirilmesi i¢in pinprick testi hem cerrahi 6ncesi hem de
sakrifikasyon oncesi kullanildi. Ayni digli forseps agrili uyaran vermek icin tiim
ratlarda kullanildi. Ratlarin ciltlerine parmaklarindan dizlerine kadar agrili uyaran
verilerek ayak c¢ekme refleksi yaniti incelendi. Ayak c¢ekme refleksi metatars
seviyesinden yanit alinmasina 3 puan, ayak bilegi distali ve topuktan yanit alinmasina
2 puan, ayak bilegi proksimalinden yanit alinip distalinden alinamamasina 1 puan,
yanit alinamamasina 0 puan verildi [61].

Ayak tabani duyu innervasyonu incelendiginde medial taraf femoral sinir dalindan
uyar1 aldigi igin bu boélgeye agrili uyaran verilerek refleks yanit bakilmasindan
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Sekil 12 Pin Prick testi

2.3.1.3 Sicak zemin testi

Sicak zemin fonksiyonel testinde ratlarin 56 derece santigrad sicakliga ayarlanan bir
1s1tic1 zemin iizerine dnce sag ayak lateralleri temas ettirildi. Ratlarin ayaklarimi refleks
ile gektikleri siire kronometre ile dlgiilerek kaydedildi. Bu islem aralikli olarak 5 kez
uygulandi. Olgiilen degerlerin ortalamas alindi. Ratlarin ciltlerinde hasar olmasi icin
test tek seferde en fazla 12 saniye siirdiiriildii. Ayaklarini gekmeyen ratlar igin bu siire
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12 saniye olarak alindi[63].(sekil13)

/e

Sekil 13 Sicak zemin testi

2.3.1.4. Gastrokinemius agirhik orani

Gastrokinemius kasi innervasyonu ratlarda siyatik sinirin posterior tibial dali
tarafindan olmaktadir. Siyatik sinirde olusacak kesi, hasar sonucunda kullanmamaya
sekonder olarak atrofi gelisecektir. Atrofiye ugrayan kas kitlesinde optimal sinir
iyilesmesi gelismesi halinde kas kitlesinde yeniden kazanim olabilmekte bu da
rejenerasyon  olustugunu  gostermektedir[64]. Ratlarin  sakrifikasyon islemi
saglandiktan sonra gruplar i¢in belirtilen sekillerde sol siyatik sinirleri hem sinirin uc
uca hem de sag siyatik sinirler olusturulan Ug¢ yan koaptasyon alanlar1 dahil olacak
sekilde ( ¢ gubunda sadece sinir ucuca onarim alani) histopatolojik incelemeler i¢in
cikarildi. Siyatik sinirlerin ¢ikarilma isleminden sonra her iki taraf gastrokinemius
kaslar1 proksimalde ve distalde yapisma yerlerinden kaldirilarak hassas 6l¢iim yapan
terazi(Ohaus Explorer; ABD) ile agirlik 6l¢timleri yapildi ve kayit altina alindi. (sekil)

23



sinir transferi ve onarimi yapilan taraftaki gastrokinemius agirliklar1 gruplar arasinda
karsgilastirildi. (Sekil 14) -

Sekil 14 Bilateral gastrokinemius kas diseksiyonu ve agirliklarinin dlgiilmesi

2. 3. 2. Histopatolojik Inceleme

Sinir iyilesmesini tespit etmek i¢in sinir onarim hatlar1 ve slipercharge alanlari ve bu
alanlarin proksimal ve distal alanlarmi igeren Orneklerin alinmasini takiben
nekropsileri yapilan siganlarin siyatik sinirleri ve gastrokinemius kaslar1 %10’luk
formaldehit soliisyonunda tespit edildi. Tespiti gerceklestirilen dokulardan alinan
kesitler rutin yikama igleminden sonra otomatik doku takip cihazinda (Leica
ASP300S, Leica Microsystems, Germany) dereceli alkoller ve ksilol serilerinden
gegirilen dokular, parafinizasyona tabi tutuldu ve parafin bloklar elde edildi. Parafin
bloklardan mikrotomda 5 um kalinliginda alinan siyatik sinir ve gastrokinemius kas
kesitleri hematoksilen-cozin (HE) ve alinan sinir dokular1 ayrica toluidine blue ile
boyandi (Luna, 1968). Boyanmis kesitler binokiiler baglikli 151k mikroskobunda
(Olympus BX43F, Tokyo, Japan) incelendi ve mikroskobik fotograflar cekilerek
dijital ortama aktarild1 (Olympus Soft Imaging Solutions GMBH, Olympus EP50,
Miinster, Germany). Toluidine blue kullanilarak boyamalari yapilan sinirlerin A
grubunda proksimalde siipercharge proksimalindeki,distalde ise onarim alam
distalindeki; B grubunda distalde siipercharge distalindeki, proksimalde onarim hatti
proksimalindeki, C grubunda onarim hatt1i distal ve proksimalindeki(
immiinfloresan,IHC kesitlerini etkilemeyecek sekilde) enine kesitlerde total
aksonlarin sayimlar1 NIS-Elements yazilimi kullanilarak sinir 6rnekleri i¢in ayr1 ayr
hesaplanda.

Ardindan “her bir gruptaki sinir Ornekleri icin” distaldeki total akson sayisi,
proksimaldeki total akson sayisina boliinerek oranlama yapildi. Bu oranlama “akson
sayis1 degisim indeksi (ASDI)” olarak adlandirildi.

Hematoksilen-eozin (HE) ile boyali kesitlerin histopatolojik incelemelerinde siyatik
sinir hasar1 modelinin iyilesmesinde skar olusumu ve inflamatuar reaksiyon orani
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belirlendi. Gastrocnemius kaslarda ise dejenerasyon, nekroz ve yangisal reaksiyonlar
degerlendirildi. Histopatolojik degisikliklerin derecelendirilmesinde skar olusumu
siddetine gore; hafif siddette/az sayida lezyon 1, orta siddette/orta sayida lezyon 2,
siddetli/cok sayida lezyon 3 olarak skorlandi. Histopatolojik incelemeler calismaya
kor bir patolog tarafindan gergeklestirildi.

2. 3. 3. immunfloresan ve Inmunohistokimyasal inceleme

Immunfloresan incelemede, sinir doku drnekleri 10 um kalinhigindaki uzunlamasina
seri dondurulmus kesitleri bir kriyostat ile kesildi ve polilizinli lamlara alinarak 1 saat
kurutuldu. Kesitler aseton ile 10 dk fikse edildi. Kesitler %0,1 Triton-X (Sigma-
Aldrich) ve %]1°lik bovine serum albumin (BSA) igeren phosphate buffered saline
(PBS) icinde oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Nemli ortamda ve oda sicakliginda
her iki primer antikor, anti-68kDa Neurofilament/NF-L (ab223343, Abcam) 1:500
oraninda sulandirilarak ve anti-laminin (ab11575, Abcam) 1:100 oraninda
sulandirilarak kullanildi. Kesitler 3 kez 5 dakika boyunca PBS ile yikandi. Daha
sonraki boyama asamalar1 karanlik ortamda gerceklestirildi. Doku kesitlerine karanlik
ortamda goat anti-rabbit 1gG H&L (Alexa Fluor 488, Abcam, ab150077), 1:500
oraninda sulandirilarak uygulandi. PBS ile yine 3 kez 5 dakika boyunca kesitler
yikandi. Zit boyama islemi 0,1-1 pg/ml DAPI (D1306, Invitrogen) ile kesitler 1 dakika
inkiibe edildi. PBS ile yikama islemi gergeklestirildi. Kesitler durulandi ve su bazli
yapistirict  (Aqua-mount, Epredia, TA-125-AM) ile lameller kapatildi. Ayrica,
mikroskop altinda kurumay1 ve hareketi onlemek icin lamellerin kenarlarina oje
siiriildii. Immunofloresan boyama konfokal mikroskop (Nikon AIRI, Nikon)
kullanilarak figiirler elde edildi.

Immunohistokimyasal incelemede, sinir doku drnekleri %10’ luk formaldehit i¢inde
fikse edildi, alkolde dehidrate edildi, parafine gomiildii ve polilizinli lamlara 5 pm'lik
seri kesitler alindi. Alinan kesitler deparafinize ve rehidre edildi. Parafin bloklardan
elde edilen kesitler, DAKO Omnis autostainer (Agilent, Santa Clara, CA 95051, ABD)
kullanilarak  standart  prosediire = gdre neurofilament ve laminin i¢in
immunohistokimyasal olarak boyandi. Rehidrasyonu sonrasinda antijen retrieval,
Tris/EDTA buffer (pH= 9) ile gerceklestirildi. Sinir dokusu kesitler phosphate
buffered saline (PBS) ile yikandi. Kesitlerin %3 liik hidrojen peroksit soliisyonu ile 20
dakika endojen peroksidaz aktivitesi giderildikten sonra PBS ile yikandi. Spesifik
olmayan baglanmay1 engellemek i¢in 10 dakika boyunca bloke edici serum uygulandi
ve daha sonra kesitler PBS'de yikandi. Kesitler oda sicakliginda 45 dakika primer
antikorlar ile inkiibe edildi. 1:500 oraninda neurofilamente kars1 antikor (Anti-68kDa
Neurofilament/NF-L antibody, Abcam, ab223343) ve 1:200 oraninda laminine karsi
antikor (Anti-laminin antibody, Abcam, ab11575) kullanildi. Negatif kontroller de
primer antikor yerine PBS kullanildi. Kesitler 3 dakika siireyle DAB kromojen ile
inkiibe edildi. Daha sonra distile suyla yikandi. Harris’s hematoksilen ile zit boyama
yapildiktan sonra alkol ve ksilolden gecirildi ve entellan ile lamel kapatildi. Doku
ornekleri 151k mikroskobu ile incelendi.

2.4. istatistik

Tim c¢alisma sonucunda elde edilen veriler kor bir ¢alismaci tarafindan
degerlendirilerek gruplar arasinda taraf tutmanin 6niine gegcildi. Elde edilen veriler
normal dagilim ve varyansin homojenligi agisindan Kolmogorov-Smirnov ve Levene
testleriyle kontrol edildi. Bu testleri tek yonlii varyans analizi takip etti (One-way
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ANOVA); analizin istatistiksel olarak anlamli ¢iktig1 durumlarda LSD post-hoc analizi
ikili karsilastirmalar i¢in kullanildi. Normalite sartlarinin saglanmadigi durumlarda
parametrik olmayan testlerden Kruskal-Wallis testi uygulandi ve sonrasinda ikili
karsilastirmalar i¢in ise Mann-Whitney U testi kullanilarak degerlendirme yapildi.

3. BULGULAR

3.1. Makroskobik bulgular

Ratlarin  c¢aligmaya baslamadan Onceki ortalama agirliklarnt grup A igin
242,70+£21,229 ; grup B i¢in 241,10+£10,418 ; grup C igin 236,30%£19,259
gramdir.(sekil 15) Ratlarn sakrifikasyon isleminden 6nceki ortalama agirliklari A
grubu i¢in 318,5+16,588 ; B grubu i¢in 317,00+11,719; C grubu i¢in 307,8+ 14,958
gramdir.(sekil 16) Ratlarin hem baslangic hem sakrifikasyon Oncesi agirliklart
gruplararasi karsilastirildiginda gruplar arasi anlamli fark bulunmadi.(p>0.05)

Simple Bar Mean of RAT AGIRLIK iLK by GRUP

250

200

150

100

Mean RAT AGIRLIK ILK

50

A B C
GRUP

Sekil 15. Ratlarin deney baslangicinda agirliklar
Simple Bar Mean of RAT AGIRLIK SON by GRUP

400

300

200

RAT AGIRLIK SON

100

A B c
GRUP

Sekil 16 Ratlarin sakrifikasyon oncesi agirliklari
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Ratlarin sakrifiye edilmesini takiben disseke edilip ¢ikarilan sinirlerin higbirisinde
rliptlir izlenmedi. Sinir onarim ve supercharge bolgelerinde néroma formasyonu
izlenmedi. Cikarilan gastrokinemius kaslar1 incelendiginde makroskobik olarak
onarim ve supercharge islemi yapilan sol taraf gastrokinemiuslarin kesi yapilan ya da
siyatik sinirin siipercharge ile sol tarafa aktarildigi sag gastrokinemiuslara gore bariz
sekilde kas kiitlesinin fazla oldugu ve daha az atrofiye ugradigi tespit edildi.
Makroskobik olarak sinirlerin hi¢birisinde anormallik tespit edilmedi.

3.2. Fonksiyonel Test Bulgular
3.2.1.Itme kuvveti bulgular

Biitiin ratlarda itme kuvvetleri sol taraf icin deney baslangi¢ dncesi ve sakrifikasyon
oncesi olgiilerek kayit altina alindi. Itme kuvvetleri hesaplandi. (Tablo 2.2.) Tiim
gruplarda sag siyatik sinir kesileri yapildigi i¢in sag ve sol taraflar birbiriyle
karsilagtirilmak yerine gruplar aras1 deney baslangi¢c oncesi ve sakrifikasyon Oncesi
degerleri sol taraf itme kuvvetleri orani olarak karsilagtirildi. Bu formiilasyona goére
itme kuvveti orant ne kadar diisiik saptanirsa fonksiyonel iyilesme daha iyi oldugu
kabul edilmektedir.

Ratlar itme kuvveti orani agisindan istatiksel olarak degerlendirildiklerinde B grubu
itme kuvveti oran1 A ve C gruplarina kiyasla anlamli olarak daha iyi oldugu saptandi
(p<0,05). A ve C gruplari karsilastirildiginda A grubu itme kuvveti oraninin C grubuna
kiyasla anlamli olarak daha iyi oldugu saptand1. (p<0,05) (sekil 17)

Tablo 2 Ratlarin sol taraf ¢alisma 6ncesi ve sakrifikasyon ncesi itme kuvvetleri

rat no grup A grup B grup C
Sol ilk Sol son Sol ilk Sol son Sol ilk Sol son
1 135,30 75,4 147,90 83,7 140,70 69,4
2 132,40 72,4 164,30 103,8 124,80 48,3
3 145,80 84,3 160,20 98,4 133,60 62,7
4 129,70 67,8 155,70 93,2 122,70 53,3
5 125,30 59,7 122,30 65,3 128,20 62,4
6 151,20 87,3 121,80 67,2 132,30 48,3
7 142,30 78,3 110,10 62,7 124,10 51,4
8 121,30 59,9 132,70 69,7 138,90 67,2
9 157,60 85,2 136,40 75,2 122,70 51,7
10 115,80 56,3 134,90 72,9 129,30 57,2
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Sekil 17 Ratlarin sol taraf itme kuvvetlerinin deney oncesi ve sakrifikasyon oncesi
oranlanlari

3.2.2 Pin Prick Testi Bulgular:

Tiim ratlar i¢in pin prick skorlar1 bilateral degerlendirilip tablo ile kaydedildi.(tablo
2.3.) Tim gruplarda sag siyatik sinir kesileri yapildig1 igin sag ve sol taraflar birbiriyle
karsilastirilmak yerine gruplar arasi sakrifikasyon oncesi sol taraf pin prick testleri
karsilastirildi. Gruplar arasi yapilan karsilagtirmada gruplar arast anlamli fark
saptanmadi. (p>0,05) (Sekil 18)

Tablo 3 Ratlarin sol ve sag taraf pin prick testi sonuglari

rat no grup A grup B grup C

sag sol sag sol sag sol
1 0 3 1 3 3 2
2 1 3 1 3 2 2
3 1 3 1 3 0 2
4 0 2 0 3 1 3
5 1 3 1 3 3 3
6 1 3 1 2 2 3
7 1 3 0 3 1 3
8 0 2 3 3 2 3
9 1 3 0 3 1 2
10 0 2 1 3 1 3
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Simple Bar of SOL PIN PRICK by GRUP
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Sekil 18 Sol taraf pin prick testleri gruplar aras1 karsilastirilmasi

3.2.3. Sicak Zemin Testi Bulgulari

Ratlarin her iki alt ekstremitelerine sicak zemin testi platform tlizerinde uygulandi.
Tablo iizerine kay1t altina alindi. Tiim gruplarda sag siyatik sinir kesileri yapildigi igin
sag ve sol taraflar birbiriyle karsilastirilmak yerine gruplar aras1 sakrifikasyon oncesi
sol taraf sicak zemin testi degerleri karsilastirildi.(Tablo2.4.) Sicak zemin testi
degerleri gruplar arasi karsilastirildiginda gruplararasi anlamli fark saptanmadi.
(p>0,05) (Sekil 19)
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Simple Bar Mean of SOL SICAK ZEMIN by GRUP
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Sekil 19 Sol sicak zemin degerleri gruplar arasi karsilastirmasi

Tablo 4 ratlarin sol ve sag taraf sicak zemin testi sonuglari

rat no grup A Enio g grupt

sag sol sag sol sag sol
1 3,28 1,09 12 12,00 2,55 1,33
2 11,97 1,60 1,61 0,90 12 1,69
3 12,00 1,52 8,56 0,94 7,32 1,16
4 12,00 3,55 5,46 2,07 12 1,07
5 4,86 2,33 6,27 2,81 1,88 0,84
7 9,93 0,86 7,75 0,62 12 2,12
8 3;76 0195 2,63 0'77 2,21 1118
9 7,90 0,62 2,56 1,15 3,04 1,33
10 8,01 0,96 3,63 1,01 2,13 1,14

3.2.4 Gastroknemius Agirhk Bulgular:

Ratlarin sakrifikasyonu takiben siyatik sinirleri belirtilen teknikle ¢ikarildiktan sonra
her iki alt ekstremite gastrokinemius kaslar1 proksimal ve distal yapisma yerlerinde
uygun diseksiyonla ayristirildiktan sonra hassas elektronik terazi ile agirliklar1 6l¢iildi
ve tabloya aktarildi.(tablo 2.5) . Tiim gruplarda sag siyatik sinir kesileri yapildigi i¢in
sag ve sol taraflar birbiriyle karsilastirilmak yerine gruplar arasi sakrifikasyon sonrasi
cikarilan sol gastrokinemius kas agirliklart karsilastirildi Sol gastrokinemius kaslarinin
oranlari karsilastirildiginda gruplararasi anlamli fark saptanmadi. (p>0,05) (sekil 20)
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Simple Bar Mean of SOL GASTROKINEMIUS AGIRLIK by GRUP

1.200

1.000

800

600

400

SOL GASTROKINEMIUS AGIRLIK

200

A B C
GRUP

Sekil 20 Sol gastrokinemius agirliklart Gruplar arasi karsilastirilmasi

Tablo 5 Ratlarin sakrifikasyon islemi sonrasi ¢ikarilan gastrokinemius kas agirliklar

rat no grup A grup B grup C
sag sol sag sol sag sol
1 319 1029 145 633 317 1114
2 329 1479 318 1215 1281 1354
3 170 1304 239 986 237 1242
4 233 1010 198 1107 | 308 1145
5 145 1060 213 1324|156 1011
6 221 1138 302 1443|197 1112
7 198 1260 218 1049 1714 1196
8 356 1278 188 1110 1267 865
9 348 1241 235 1114|204 1362
10 336 1149 340 964 245 925

3.3.Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik olarak sol siyatik sinir onarim alaninda tiim gruplarda iyilesme
alaninda hiperemi, 6dem, myelin kilifinda sisme ve basit lipidler, aksonun perifere
dogru uzanabilmesi i¢in iki sinir ucu arasinda Schwann hiicreleri ve zedelenen alanin
proksimalinde ve distalinde akson tomurcuklarinin olustugu gozlendi (sekil
26,27,29,31). 1yile$me alaninda olusan kanal i¢inde Schwann hiicreleri, makrofajlar,
fibroblastlar ve akson tomurcuklar1 goriildii (sekil 26,27,29,31). Ayrica bazi sinir
uclar1 arasinda ve ¢evresinde kollagen demetleri ve i¢lerinde de akson pargaciklar
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goriildi. Dikis iplikleri ¢evresinde mononiikleer hiicre infiltrasyonlari, makrofaj ve
yabanci cisim dev hiicreleri gozlendi (Sekil 28,29,32). Sinir dokularinda 6zellikle
iyilesme bolgesinde hipereminin daha belirgin oldugu goriildii. Akson yogunlugu
iyilesme bolgesinde yok ise 0, iyilesme alaninin %0-30’inde var ise hafif (1), %30-
60’inda varsa orta (2), %60-100’tinde varsa siddetli olarak degerlendirildi. Gruplara
gore sinir dokusu iyilesmesinde skar olusumunun ve skar dokusundaki akson
yogunlugu siddetinin si¢an sayilar1 Tablo2.6’da verilmistir.

Histolojik inceleme toluidin blue boyama ile akson sayilarinin her 6rnekte 6lgtimleri
yapildi. Olgiimlerdeki ortalama ve standart sapmalariyla istatistigi yapildi. Toluidine blue
boyama ile yapilan incelemede sol siyatik sinirin en proksimal ve en distal bolgesinde
alman enine kesitlerden akson saymmi yapildi.ardindan distaldeki akson sayisi
proksimaldeki akson sayisina oranlanarak akson sayisi degisim indeki hesapladi.
Hesaplanan veriler kaydedildi.(sekil 28,30,33). Akson say1 degisimleri istatistiksel olarak
gruplar aras1 karsilastirildiginda anlamli farklilik bulundu.(p<0,05) ASDI en yiiksek B
grubunda bulunurken, A grubunun ASDI C grubuna gére anlamli olarak yiiksek
bulundu.(p<0,05) (Sekil 21)

A gruplarinda sinir dokusun distal kesitlerdeki iyilesme bolgesinde skar olusumu alti
siganin sinir dokusunda siddetli, ii¢ sicanda orta siddette, bir sicanda ise hafif skar
olusumu gozlendi. B grubunda iyilesme bolgesinde skar olusumu yedi siganda siddetli,
ikisinde orta siddette, birinde hafif siddette goriildii. C grubunda ise bes siganda
siddetli, ti¢ siganda orta ve iki adet siganda ise hafif skar olusumu belirlendi. A, B ve
C gruplarinda goriilen hafif ve orta siddetteki skar olusumlarinda iki sinir uglar
arasindaki ag¢ikligin biraz daha uzun oldugu dikkati ¢ekti. Histopatolojik olarak B
grubunda iyilesme daha iyi iken, A grubundaki iyilesmenin C grubuna gore daha iyi
oldugu goriildii. Bununla birlikte, %1°lik toluidin ile boyanan kesitlerde de artan 1if
sayilar1 ve genislikleri ile sinir yogunlugunu iceren rejenerasyon kapasitesi en yliksek
B grubunda goriiliirken, rejenerasyon kapasitesinin A grubunda C grubuna gore daha
Iyi oldugu gozlendi . Yapilan istatistiksel incelemde ise skar doku ve skar doku akson
yogunlugunda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.(p>0,05) (Sekil 22,23,24,25)

1,0000
0,8000

0,5000

ASDI

0,4000

0,2000

0,0000

GRUP

Sekil 21 Ratlarin proksimal ve distal akson sayilar1 gruplararasi karsilastiriimasi
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Sekil 22 Ratlarin skar dokular1 karsilastirilmasi
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Sekil 23 Ratlarin skar bolgesi akson yogunlugu karsilastiriimasi
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Simple Bar of PROKSIMAL AKSON YOGUNLUK by GRUP
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Sekil 24 Ratlarin proksimal akson yogunluklari karsilastirilmasi
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Sekil 25 Ratlarin distal akson yogunluklari karsilagtiriimasi
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Sekil 26. A grubu hematoksilen eozin boyama preparati. Iyilesme alaninda hiperemi,
O6dem, myelin kilifinda sisme ve basit lipidler, aksonun perifere dogru uzanabilmesi
i¢in iki sinir ucu arasinda Schwann hiicreleri ve zedelenen alanin proksimalinde ve
distalinde akson tomurcuklarinin olustugu goézlendi
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Sekil 27. A grubu Hematoksilen Eozin boyama preparati. lyilesme alaninda olusan
kanal icinde Schwann hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar ve akson tomurcuklari
goriildi

Sekil 28. A grubu toluidine blue boyama preparati. Sinir uglari arasinda ve ¢evresinde
kollagen demetleri ve iglerinde de akson pargaciklart goriildi. Dikis iplikleri
cevresinde mononiikleer hiicre infiltrasyonlari, makrofaj ve yabanci cisim dev
hiicreleri gozlendi
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Sekil 29. B grubu HE . lyilesme alaninda hiperemi, 6dem, myelin kilifinda sisme ve
basit lipidler, aksonun perifere dogru uzanabilmesi i¢in iki sinir ucu arasinda Schwann
hiicreleri ve zedelenen alanin proksimalinde ve distalinde akson tomurcuklarinin
olustugu gozlendi

Sekil 30 B grubu toluidine blue boyama preparati. Sinir uglari arasinda ve ¢evresinde
kollagen demetleri ve iclerinde de akson parcaciklart goriildi. Dikis iplikleri
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cevresinde mononiikleer hiicre infiltrasyonlari, makrofaj ve yabanci cisim dev
hiicreleri gozlendi

Sekil 31. C grubu Hematoksilen eozin boyama preparati

Sekil 32. C grubu Hematoksilen Eozin boyama preparati
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Sekil 33. C grubu toluidine blue boyama preoparati.

Immunfloresan ve immunohistokimyasal olarak neurofilament ve laminin
boyamalarinda tiim gruplarda primer onarim yapilan iyilesme bdlgesinde ozellikle
kesilmis iki sinir u¢larinda akson tomurcuklarinda yogun, iyilesme bolgesinde ise
akson ipliklerinde pozitif ekspresyonlar goriildii . Siyatik sinirlerin iyilesme
bolgesinde hem proksimalde hem de distal bolgede pozitif reaksiyonlar gozlendi (sekil
34-46). lyilesme bolgesinde akson yogunlugu A grubunda bir siganda hafif siddette,
ii¢ siganda orta siddette ve 6 sicanda siddetli, B grubunda bir sicanda hafif, iki sicanda
orta ve 7 siganda siddetli goriiliirken, C grubunda iki siganda hafif, ii¢ sigcanda orta ve
bes sicanda siddetli oldugu belirlendi.

Sinir iyilesmesinde distal ve proksimal ugtaki aksonlarin yogunlugu da degerlendirildi.
A, B ve C gruplarindaki distal ve proksimal uglardaki akson yogunluklari
degerlendirildiginde akson yogunluklarinin distal ve proksimal uglardaki siddetinin
sigan sayilar1 Tablo 2.6 da verilmistir. Yapilan istatistiksel incelemede longutidinal
kesitlerde proksimal ve distal akson yogunlugu ac¢isindan gruplar arast anlaml
farklilik saptanmamastir.(p<0,05)

A ve B gruplarinda immiinfloresan incelemelerde siipercharge yapilan bolgelerde sag
siyatik sinirlerden sol siyatik sinirlere immiin isaretli aksonlarin epinéral pencereden
sol siyatik sinir perindryumuna niifuz ettigi, aksonlarin distal yonde filizlendigi
gozlendi.
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Sekil 34 A grubu neurofilament immiinfloresan boyama materyali, akson
tomurcuklar1 pozitif ekskresyonlar.
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Sekil 35. A grubu neurofilament Immiinfloresan boyama. Siyatik sinirler arasi akson
filizleri
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Sekil 36. A grubu laminin Immiinfloresan boyama

Sekil 37. A grubu neurofilament immiinhistokimya boyama
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Sekil 38. A grubu laminin

Sekil 39. B grubu neurofilament Immiinfloresan boyama.
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Sekil 41 B grubu neurofilament immiinhistokimya boyama
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Sekil 42. B grubu laminin immiinhistokimya boyama

Sekil 43. C grubu neurofilament Immiinfloresan boyama
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Sekil 45. C grubu neurofilament immiinhistokimya
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Sekil 46. C grubu laminin immiinhistokimya boyama

Hematoksilen-eozin ile boyali Gastrocnemius kas Kesitlerinin histopatolojik
incelemelerinde hiyalin dejenerasyonlari (sekil 47-49) ve kas liflerinde bantlagmalarda
kopmalarin ya da ayrilmalarin olustugu (sekil 47-49) ayrica bazi kas lifleri arasinda
eozinofil graniilosit infiltrasyonlari, bazi kas lifleri arasinda ise mononiikleer hiicre
infiltrasyonlari goriildii (sekil 47-49). Kas liflerinde bantlagmalarda kopmalarin ya da
ayrilmalarin gruplar arasinda en siddetli C grubunda oldugu goriiliirken, A grubunun
ise B grubuna gore daha siddetli oldugu gozlendi.
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Sekil 47. A grubu Hematoksilen-eozin ile boyali Gastrokinemius kas kesitlerinin
histopatolojik incelemeleri. hiyalin dejenerasyonlari, kas liflerinde bantlagsmalarda
olusan kopma ve ayrilmalar ,kas lifleri arasinda eozinofil graniilosit infiltrasyonlari,
,bazi kas lifleri arasinda ise mononiikleer hiicre infiltrasyonlari

Sekil 48. B grubu Hematoksilen-eozin ile boyali Gastrokinemius kas kesitlerinin
histopatolojik incelemeleri.
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Sekil 49. C grubu Hematoksilen-cozin ile boyali Gastrokinemius kas Kkesitlerinin
histopatolojik incelemeleri.

Tablo 6 Skar olusumu ve akson yogunlugu siddetine gére sigan sayilari

Gruplar A B C
Skar Hafif(1) 1 1 2
olusumu Orta(2) 3 2 3

Siddetli(3) 6 7 5
Skar dokusu Hafif 1 1 2
akson Orta 3 2 4
yogunlugu Siddetli 6 7 4
Distal ugtaki Hafif 0 0 1
akson Orta 2 1 3
yogunlugu Siddetli 8 9 6
Proksimal Hafif 0 0 0
uctaki akson Orta 1 0 0
yogunlugu  Siddetli 9 10 10

4. TARTISMA

Periferik sinir yaralanmalarinda onarim standart bir prosediir kabul edilen uc uca
nororafi ile yapilmaktadir; ancak bu onarim tekniginde sonuglar her zaman yiiz
giildiiriici olmamaktadir. Proksimal tam sinir yaralanmalarinda (Sunderland IV ve V
derecesi), distal kasin yeniden sinirlendirilmesine kadar gecen siirenin uzamasi, atrofi
ve fibrozis ile sonuglanir ve kasin yeniden sinirlendirmeye yanit vermemesine neden
olur. Sonug olarak zayif fonksiyonel iyilesme meydana gelebilir. Rekonstriiktif amacg,
maksimum sayida akson-u¢ plaka baglantisin1 miimkiin olan en kisa siirede yeniden
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kurmaktir. Bu yaralanmalar i¢in ugtan uca (ETE) sinir transferleri son zamanlarda
primer onarim veya greftlemeye alternatif olarak popiiler hale gelmistir. Bununla
birlikte, tamamlanmamis yaralanmalar durumunda (Sunderland II ve III derece), ETE
transferi, dogal, yenilenen aksonlardan iyilesme olasiligini ortadan kaldiracaktir. ETE
transferinde duyusal iyilesme tipik olarak motor iyilesmeden daha basarilidir[65]. Bir
miktar iyilesme olasiligi bulunan bu siireklilik arz etmeyen yaralanmalar igin,
harcanabilir normal bir sinirin denerve sinirin oldugu tarafa transferi potansiyel olarak
fonksiyonu artirabilir.

Yenilenen aksonlarin biiylimesi c¢esitli faktorlerden etkilenir; 6rnegin cevresel
ortam[66], yaralanma noktasi ile hedef organ arasindaki mesafe, yeniden innervasyon
icin gereken siire[29, 67],sinirin kendi dogasi[68] diger drnekler olarak verilebilir.
Periferik sinir hasarindan sonra fonksiyonel iyilesme, agirlikli olarak yeniden
sinirlenme siiresinden ve yenilenen motor aksonlarin sayisindan etkilenir. Sinir
rejenerasyonunun istenen seviyede olmadigi durumlarda, hedef organlarin
reinnervasyonu gecikir ve yenilenen aksonlarin sayist sinirlanir, bu da fonksiyonel
iyilesmenin zayif olmasina neden olur. Denerve kaslarin atrofisini 6nlemek igin gesitli
yontemler tariflenmistir[66, 69, 70], ancak az sayida ¢alisma, baska bir sinirin donor
olarak kullanilmasiyla denerve hedeflerin fonksiyonel iyilesmesinin desteklenip
desteklenmedigini arastirmistir. Eksik rejenerasyonun beklendigi sinir yaralanmalari
icin, ters uctan uca (RETS) sinir transferi, yenilenen sinirin ek aksonlarla
giiclendirilmesi ve hedef kasin daha hizli yeniden sinirlendirilmesi i¢in yararli olabilir.
Teorik olarak RETS sinir transferi, yenilenen siniri giiglendirmek i¢in ek motor
aksonlar saglayabilir ve ayrica kasin orijinal motor sinirinden gelen dogal aksonlar
yenilenene kadar hedef kasa "bebek bakicilig1" (babysitting) yapmak i¢in daha erken
kas reinnervasyonu saglayabilir.

2011 yilinda yayimnlanan bir vaka raporunda daha once kubital tiinel sendromu
nedeniyle kiibital tiinel ve guyon kanali gevsetme yapilan ve cerrahi sonrasi ulnar sinir
duyu ve motor kayip gelismis oldugu tespit edilmistir. Ardindan baska bir merkezde
hastaya ikincil cerrahisi yapilmis olup hastanin kiibital tiinel ve guyon kanalinda
siddetli kompresyon alanlar1 goriilmiis. Gevsetmeler yapilmis intrinsik kaslarin
fonksiyonunun 1iyilesmesinin olmayacagi diislinlilerek ulnar sinire AIN siniri
siipercharge yontemiyle transferi yapilmistir. 12 aylik takipte ulnar sinir motor
fonksiyona kavusmustur. Bu g¢alisma deneysel silipercharge c¢alismalarinin klinik
kullanimina 6rnek olarak verilebilir.[55] Yiiksek ulnar sinir yaralanmasi olan klinik
vakalarda bazi intrinsik kas fonksiyonlarinin iyilesmesinde yararli oldugu
gosterilmistir[71].

Yaralanan sinirlerin fonksiyonel iyilesmesini iyilestirmek ve denerve kas atrofisini
onlemek icin, alici siniri ters ug yan nororafi siipercharge teknigi ile (baslangicta ugtan
uca nororafi kullanilarak onarilmis), ek bir donor sinir olarak yaralanma noktasina
kadar baska bir sinirden gelen aksonlar1 bir grupta lezyon proksimalinden diger grupta
lezyon distalinden yenileyerek giiglendirdik. Bu asir1 yiikkleme tekniginin amaci,
yenilenen aksonlar1 giiclendirmek ve hedef organlar1 daha erken yeniden
sinirlendirmekti.

Bu caligmada, sinir lezyonlarinda( Ozellikle kronik) bir onarim yontemi olan
supercharge isleminin lezyon proksimalinden uygulanmasi halinde lezyon distalinden
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yapilan supercharge islemine gore sonuglarini fonksiyonel ve histopatolojik olarak
karsilastirmak amaclanmistir. Dikkat edilmesi gereken nokta, bu prosediirlerin klinik
pratikte gergeklestirilme seklinden farkli olarak, koaptasyonu sinir hasarindan hemen
sonra gerceklestirdik. Kafa karistirici faktorlerden kaginmayi amaglayan gesitli teknik
nedenlerden dolayr deneyleri bu sekilde yiirlitmeyi tercih ettik. Sonuglart
etkileyebilecek herhangi bir potansiyel miidahaleden kag¢inmaya ¢alistik. Ayni
zamanda pratikte miimkiin oldugu kadar her adimda tutarli olmaya c¢alistik.

Calismada kullanilan parametreler standart hale getirilerek sadece supercharge
yonleri(lezyon distal/proksimal) degistirildi. ~Supercharge seviyesinin sinir
tyilesmesine etkisi arastirildi. Histopatolojik ve fonksiyonel analizlerle sonuglar
degerlendirildi. Fonksiyonel degerlendirmede hem duyusal hem motor fonksiyonlarin
degerlendirilmesi amag¢lanmis olup bunun i¢in itme kuvveti testi, sicak zemin testi,
pinprick testi, gastrokinemius agirlik oranlar1 degerlendirilip karsilastirma yapildi.
Histopatolojik degerlendirmede &zellikle sinir iyilesmesindeki skar dokusu
siddeti,akson yogunlugu,proksimal ve distal akson sayilar1 oran1 degerlendirildi ve
gruplar arasi karsilagtirmalar yapildu.

Sonuglar  degerlendirildiginde  itme kuvveti oran1 agisindan  gruplar
karsilastirildiginda distal ve proksimal siipercharge yapilan gruplarinin degerlerinin uc
uca onarim yapilan gruba gore anlamli sekilde yiiksek oldugu gorildii. Distal ve
proksimal siiperchargelar kendi arasinda degerlendirildiginde distal siipercharge in
proksimale gdére anlamli olarak yiiksek oldugu bulundu. Itme kuvvetinin motor
fonksiyonu gosterdigi goz Oniline alindiginda motor fonksiyon agisindan yapilan
siipercharge islemlerinin ucuca onarima gore anlamli olarak motor fonksiyon
iyilesmesine ~ katkis1  oldugu  saptanmustir.  Gastrokinemius  agirliklar
karsilastirildiginda gruplar aras1 anlamli farklilik saptanmamustir.

Sicak zemin testi ve pin prick testi duyu fonksiyonlarim1 degerlendirmek i¢in
kullanildi. Sicak zemin testi sonuglart karsilastirildiginda gruplar arasi istatistiksel
olarak anlamli farklilik olmadig1 saptandi. Pin prick testi skorlari karsilastirildiginda
gruplararast istatistiksel farklilik olmadig: saptandi. Bunun sebebi sicak zemin testinde
stirelerin normal dagilim gostermemesi, nonparametrik degerlendirme yapilmasi,pin
prick testinde nominal veriler kullanilmasi, denek azligi olarak degerlendirildi. Sonug
olarak duyusal fonksiyon acisindan gruplar aras1 anlamli farklilik saptanmada.

Histolojik olarak siyatik sinir ve gastrokinemius kas kesitleri hematoksilen-eozin
(HE) ve alinan sinir dokular1 ayrica toluidine blue ile boyandi. Toluidine blue
kullanilarak boyamalar1 yapilan sinirlerin A grubunda proksimalde siipercharge
proksimalindeki,distalde ise onarim alan1 distalindeki; B grubunda distalde
siipercharge distalindeki, proksimalde onarim hatti proksimalindeki, C grubunda
onarmm hatt1 distal ve proksimalindeki( immiinfloresan,iIHC kesitlerini etkilemeyecek
sekilde) enine kesitlerde total aksonlarin sayimlar1 NIS-Elements yazilim1 kullanilarak
sinir 6rnekleri i¢in ayr1 ayri hesaplandi. Ardindan “her bir gruptaki sinir 6rnekleri i¢in”
distaldeki total akson sayisi, proksimaldeki total akson sayisina boliinerek oranlama
yapildi. Bu oranlama “akson sayisi degisim indeksi (ASDI)” olarak adlandirildi. ASDI
karsilastirildiginda B grubunda diger gruplara gore iyilesmenin istatistiksel olarak
anlaml yiliksek oldugu; A grubunda ise iyilesmenin C grubuna gore anlamli olarak
daha yiiksek oldugu bulundu.
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Hematoksilen-eozin (HE) ile boyali kesitlerin histopatolojik incelemelerinde siyatik
sinir hasar1 modelinin iyilesmesinde skar olusumu ve yangisal reaksiyon orani
belirlendi. Gastrocnemius kaslarda ise dejenerasyon, nekroz ve yangisal reaksiyonlar
degerlendirildi. Histopatolojik degisikliklerin derecelendirilmesinde skar olusumu
siddetine gore; hafif siddette/az sayida lezyon 1, orta siddette/orta sayida lezyon 2,
siddetli/cok sayida lezyon 3 olarak skorlandi. Histolojik boyamalardan elde edilen
bulgularda skar olsumu, skar dokusu akson yogunlugu, proksimal ve distal akson
yogunluklar1 degerlendirildiginde gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmasa dahi deger olarak B grubunda degerlerin daha yiiksek oldugu bunu A
grubunun takip ettigi goriildii. Istatistiksel olarak anlamli verilerin ¢ikmamasi
parametre olarak nominal degerlerin kullanilmas1 gosterilebilir.

Immunfloresan ve immunohistokimyasal olarak neurofilament ve laminin
boyamalarinda onarim bdlgeinde akson yogunluklari ve sinirler arasi lif gecisleri
degerlerndirildi. Akson yogunluklari gruplararas: anlamli fark géstermedi, ancak B ve
A grubunda yogunluklar C grubuna gore daha yiliksek oldugu goriildi. Akson
yogunluklari,skar olusumu, skar dokusu akson yogunlugu degerleri arasinda
gruplararast anlamli farkliligin olusmamasi nominal bir degerlendirilme yapilmasina
baglanabilir. Yapilan immiinfloresan incelemelerde siipercharge yapilan A ve B
grubunda sag siyatik sinirlerden sol siyatik sinirlere epindral pencere araciligiyla akson
aktariminin oldugu gosterilmistir. Floresan boya etiketleme kullanarak aksonlarin hem
donor hem de alict (yenilenen) sinirlerden asagi gegisini gosterdik. Elde edilen veriler,
yenilenen bir sinirin yan tarafina implante edilen aksonlarin fonksiyonel innervasyon
saglayacagi kavramini desteklemektedir..Histopatolojik incelemeler ¢alismaya kor bir
patolog tarafindan gergeklestirildi.

Standart uctan uca nororafi teknigine ek olarak ters ugtan yan nororafi kullanilarak
yapilan sinir onariminin, denerve kas ve duyu fonksiyonunun iyilesmesini
destekledigini ortaya koydu. Verici sinirden gelen yenilenen aksonlar, epindral
pencereden yarali alict sinirin perindryumuna niifuz etti ve toplam sayilar1 nispeten az
olmasina ragmen erken asamada distal yonde uzadi. Bu penetrasyon, hedef organlarin
erken asamada hem dondr hem de alict sinir tarafindan iki kez innerve edildigini
gosterdi. Ayrica, alici sinirin ug-yan koaptasyonunun distalinde, bu teknik kullanilarak
yenilenen aksonlar gili¢lendirildi. Bu bulgular Grup A ve B deki daha iyi fonksiyonel
iyilesmeyi aciklayabilir. Ratlar itme kuvveti orani agisindan istatiksel olarak
degerlendirildiklerinde B grubu itme kuvveti oran1 A ve C gruplarina kiyasla anlaml
olarak daha iyi oldugu saptandi (p<0,05). A ve C gruplari karsilastirildiginda A grubu
itme kuvveti oraninin C grubuna kiyasla anlamli olarak daha iyi oldugu saptandi.
(p<0,05)

Epinoral pencereli veya epindral penceresiz ugtan-yana nororafi (ilk olarak Viterbo
ve ark. tarafindan tanimlanmistir[72], dondr sinir fonksiyonunda bozulma olmaksizin
onemli fonksiyonel yeniden sinirlenme elde etmek i¢in distal yarali sinirin saglam bir
sinirin lateral yiizeyine transferini ifade eder. . Ters uctan uca transfer (veya
norotizasyon) ilk olarak Isaacs ve ark. tarafindan tanimlandi ve artik "siiper sarj" ugtan
uca transfer olarak biliniyor[73]: yakindaki saglam bir sinir (motor, duyusal veya
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karisik sinir) kesilir ve yarali sinirin distal boliimiiniin yan ylizeyine aktarilir. SETS
transferlerinin dogal olarak onarilan sinirden yenilenen aksonlar1 potansiyel olarak
arttirdig1 ve bdylece daha iyi bir fonksiyonel iyilesme sagladigi kanitlanmistir.

Ters u¢ yan nororafiyi( supercharge) kullanan sinir rekonstriiksiyon konsepti bazi
yazarlar tarafindan rapor edilmistir. Isaacs ve arkadaslari[2], alic1 sinirin yaralanmasi
ve alic1 kasin denerve olmasi durumunda, dondr aksonlarmin hasarli alici sinirin
epindral penceresine girebilecegini ve basarili bir sekilde kasin yeniden sinirlenmesini
saglayabilecegini belirtti. Alic1 sinir yaralanmasaydi ve alici kas denerve olmasaydi ek
bir innervasyon olusmazdi. Sundine ve arkadaslari[74], u¢ yan koaptasyonun, klinik
olarak anlamli biiyiik hayvan modelinde kontralateral eszamanli g6z kirpmasina neden
olabilecegini gosterdi. Bu arastirmacilar, ayni taraftaki fasiyal sinir yerine
kontralateralin palpebral (zigomatik) dalin1 kullanarak ug-yan koaptasyon kullanarak
sinir onarim1 gergeklestirdiler. Yamamoto ve meslektaglari[75] yiiz felcinin yeniden
canlandirilmas i¢in sinir ¢aprazlama ve capraz sinir greftlemenin kombine teknigini
kullanarak sinir rekonstriiksiyonunu igeren bir vakayr bildirdiler. Frey ve
arkadaslar[76] glilimsemeyi etkileyen geri doniisiimsiiz inkomplet yiiz felci olan
hastalar icin ¢apraz yiiz sinir grefti ve distal ug-yan nororafiyi onermislerdir. Bu
supercharge teknigi, geri doniisii olmayan inkomplet felg igin yararl olabilir. Birgok
arastirmaci, ters ug-yan nororafi kullanilarak daha etkili ve daha erken noral
rejenerasyonun beklendigini belirtmis ve ters ug-yan koaptasyondan yenilenen
aksonlarin epindral pencereden alict sinire girerek hedef kaslar1 yeniden
sinirlendirdigini bildirmistir.

Alicr sinirin proksimal giidiigii mevcut degilse, siklikla ug uca nororafi kullanilarak
geleneksel sinir transferi  gergeklestirilir. Erken reinnervasyon agisindan,
calismamizda gosterdigimiz aksonal siipersarj teknikleri ile karsilagtirildiginda,
geleneksel sinir transfer teknigi hedefi daha erken reinnerve edebilir. Ancak,
geleneksel sinir transferinde, hedef organlar orijinal sinir tarafindan degil, donér sinir
tarafindan innerve edilir ve siklikla dondr ve alict sinirler arasindaki fonksiyonel
farkliliklar nedeniyle fonksiyonel iyilesmenin zayif olmasina neden olur.yakin
zamanda yapilan bir calismada uzun sinir grefti kullanilarak yapilan bir sinir
onariminda sinir greftinin proksimal ve distal bolgelerine ayri1 ayr1 supercharge
yontemi ile ters u¢ yan norografi uygulanmis olup, proksimal ve distal transferler
karsilagtirildiginda histomorfometrik analizde anlamli bir fark goriilmezken, kas
aksiyon potansiyeli ve tetanik kontraksiyon sonuglari transferin proksimalden
yapilmasinda avantaj sagladigimi gosterdi[77]. Nitekim yaptigimiz ¢alismada
histopatolojik olarak akson sayilar1 hem distal hem proksimal siipercharge gruplarinda
anlamli sonuglar vermis, skar ve lezyon bolgesi akson yogunluklar1 gruplar arasi
benzer ¢ikmistir. Fonksiyonellik gostergesi olan itme kuvveti oran1 da siipercharge
gruplarinda anlamli ¢ikmistir. Bu calismanin amaci, standart onarim prosediiriiniin
(u¢ uca nororafi) sagladigr zayif fonksiyonel iyilesmeyi artirmak ve bdylece hem
proksimal hem distal supercharge ile sinirin fonksiyonunu korumak ve artirmaktir.

Klinik pratikte donér sinir se¢imini iki faktor belirler: Dondr sinir, alici sinire
fonksiyonel olarak antagonist olmamalidir ve daha Onemlisi, dondr sinirinin
kesilmesinden kaynaklanan fonksiyonel eksiklik g6z oniinde bulundurulmalidir. Aday
dondr sinirin siklikla alict sinir transferi i¢in kullanilan bir sinir olmasi arzu edilir;
ornegin rekiirren laringeal sinir rekonstriiksiyonu igin dondr sinir olarak ansa
servikalis[78], fasiyal sinir rekonstriiksiyonu i¢in hipoglossal sinir[79], ve yaralanan
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muskulokutan6éz sinir i¢in frenik sinir[80]. Literatiirde antagonist[81] sinir kullanan
caligmalar olmasina ragmen calismamizda agonist etkide sinir transferi yapmamiz
fonksiyonellik agisindan olumlu degerlendirilebilir. Gergek anlamda antagonistik bir
sinir transferi durumunda, uygun dogal aksonlarin yenilenmesi i¢in zaman bulduktan
sonra, RETS'in baglantisi kesilebilir, bdylece antagonist motor aksonlar, dogal motor
aksonlara kars1 u¢ plakayr isgal eden bir blok olarak hareket etmeyecektir (6rn. ,
proksimal frenik sinir onarimindan sonra diyaframi korumak i¢in frenik sinire RETS
interkostal sinir transferi)[82].

Ayrica ¢aligmamizda sinir transferinde kullanilan dondr sinir alici sinirle ayni
bliytikliikte, ayn1 fonksiyona sahipti. Donér sinirin alici sinire gére daha kiigiik ve
antagonist etkide oldugu diger c¢aligmalara gore c¢aligmamizdaki avantaj olarak
degerlendirilebilir[83, 84].

SETS transferinin (siipercharge) denerve kasa yakinligi nedeniyle, baz1 yazarlar
SETS'in motor aksonlar1 hedef u¢ plakaya NIC araciligiyla rejenere aksonlardan daha
erken sagladigina inanmaktadir[84]. Calismamizda da distal supercharge yapilan B
grubunun fonksiyonel ve histolojik bulgularda anlamli {istiinlik bulunmasi buna
baglanabilir. Zamaninda motor son plak reinervasyonu, orijinal motor iinite sayisinin
yarisindan daha az1 tarafindan saglansa bile O©nemli kas iyilesmesini
saglayabilir[85]. Distal SETS koaptasyonunun varligi, NIC segmentindeki ndronal
rejenerasyon lizerinde olumsuz bir etkiye sahip olabilir ve daha fazla arastirma
gerektirir[86].

Bu calismada, yaralanan sinirin distalinde ve proksimalinde ters ug-yan nérorafinin
eklenmesinin etkisini arastirdik. Bu supercharge teknigi, hedef kasin kasilma kuvvetini
arttirdi ve histopatolojik olarak anlamli sonuglar ortaya ¢ikardi. Bildigimiz kadariyla
bu asir1 yiikleme teknigini kullanan bir néronal kaynagin sinir grefti kullanmaksizin
hem proksimal ve hem distalden eklenmesinin, sinirleri bozulmus hedef organlarin
tyilesmesini destekledigini gosteren ilk rapordur. Bu calismamizin fonksiyonel ve
histolojik olarak yapilan inceleme ve karsilagtirilmalarinin literatiire katki
saglayacagini diistinmekteyiz.

Calismamizda bazi1 kisithliklar bulunmaktadir. Yaptigimiz calismada 30 adet rat
kullanilmis olup yapilan benzer siipercharge calismalarinda daha fazla rat kullanildig:
goriilmiistiir[87]. Bu durum bazi sonuglarin istatistiksel olarak anlamli ¢gitkmamasina
neden olmus olabilir. Periferik sinir hasarlarindan sonra rejenerasyon hizi Imm/giin
olarak kabul edilmektedir[88]. Ratlarda rejenerasyon hizi 2-3mm/giin olarak tahmin
edilmektedir[89].12 haftalik takip siiresi siyatik sinir hedef organ aras1 mesafe hesaba
katildiginda iyilesme i¢in yeterli goriilebilmektedir. Ancak rejenerasyon ve duyusal
fonksiyonel iyilesme daha uzun siire alabildigi ve bazi testlerde anlamli farklilik
goriilmemesi  takip siiresi agisindan kisithliklar arasinda degerlendirilebilir.
Elektrofizyolojik incelemelerin fonksiyonel sonuglar ile korelasyonu ile ilgili
tartismal1 diisiinceler [90] olmasina ragmen ¢alismanin basarisini gostermesi agisindan
aydinlatici1 olabilecek  elektromiyografi incelemesi ¢alismamizda yapilmadi.
Fonksiyonel testler baslangic ve sakrifikasyon oncesi yapilmak yerine haftalik olarak
yapilabilirdi. Calismamizin bir kisitliligi da, yalnizca acil proksimal ve distal SETS
transferini ¢alismis olmamizdir, oysa klinik durumlarda SETS genellikle gecikmis bir
sekilde gerceklestirilir, bu nedenle gelecekte gecikmis SETS'deki motor ndron
kaynagini deneysel olarak degerlendirmek ilgi ¢ekici olacaktir.
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5.SONUC ve ONERILER

Daha 6nceki calismalarda denerve hedeflerin fonksiyonel iyilesmesinin, ters ug-
yan nororafi kullanilarak distalden yapilan aksonal giiclendirme yoluyla
desteklendigini gostermistir. Bu calismanin sonucunda aksonal gliclendirmede
proksimalden yapilan ters u¢ yan nororafi(siipersarjin) distalde bulunan sinir
yaralanmalarinda kullaniminin yararli oldugunu diisiindiirmektedir, ancak Klinik
uygulanabilirligi heniiz arastirllmamustir.

Acknowledge

Immunfloresan resimlerin konfokal mikroskopta ¢ekimi icin Selguk Universitesi leri

Teknoloji Miidiirliigii ILTEK calisanlarina tesekkiir ederiz.

55



Kaynaklar

1.

10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Li, R., et al., Peripheral nerve injuries treatment: a systematic review. Cell Biochem
Biophys, 2014. 68(3): p. 449-54.

Isaacs, J., et al., Reverse end-to-side neurotization. ) Reconstr Microsurg, 2005.
21(1): p. 43-8; discussion 49-50.

Goldstein, B., Anatomy of the peripheral nervous system. Phys Med Rehabil Clin N
Am, 2001. 12(2): p. 207-36.

Wang, M.L., et al., Peripheral nerve injury, scarring, and recovery. Connective Tissue
Research, 2019. 60(1): p. 3-9.

Kim, H.A., T. Mindos, and D.B. Parkinson, Plastic fantastic: Schwann cells and repair
of the peripheral nervous system. Stem Cells Transl Med, 2013. 2(8): p. 553-7.
Brosius Lutz, A. and B.A. Barres, Contrasting the Glial Response to Axon Injury in the
Central and Peripheral Nervous Systems. Developmental Cell, 2014. 28(1): p. 7-17.
Chen, B., et al., Analysis of Schwann Cell Migration and Axon Regeneration
Following Nerve Injury in the Sciatic Nerve Bridge. Frontiers in Molecular
Neuroscience, 2019. 12.

Geuna, S, et al., Chapter 3 Histology of the Peripheral Nerve and Changes Occurring
During Nerve Regeneration, in International Review of Neurobiology. 2009,
Academic Press. p. 27-46.

Tona, A,, et al., Extracellular matrix in regenerating rat sciatic nerve: a comparative
study on the localization of laminin, hyaluronic acid, and chondroitin sulfate
proteoglycans, including versican. Journal of Histochemistry & Cytochemistry, 1993.
41(4): p. 593-599.

Kristensson, K. and Y. Olsson, The perineurium as a diffusion barrier to protein
tracers. Acta Neuropathologica, 1971. 17(2): p. 127-138.

Reina, M.A., et al. Ultrastructure of the Endoneurium. 2015.

Gao, Y., C. Weng, and X. Wang, Changes in nerve microcirculation following
peripheral nerve compression. Neural Regen Res, 2013. 8(11): p. 1041-7.
Boissaud-Cooke, M., T.E. Pidgeon, and R. Tunstall, Chapter 37 - The Microcirculation
of Peripheral Nerves: The Vasa Nervorum, in Nerves and Nerve Injuries, R.S. Tubbs,
et al., Editors. 2015, Academic Press: San Diego. p. 507-523.

Deumens, R., et al., Repairing injured peripheral nerves: Bridging the gap. Prog
Neurobiol, 2010. 92(3): p. 245-76.

Fu, S.Y. and T. Gordon, The cellular and molecular basis of peripheral nerve
regeneration. Mol Neurobiol, 1997. 14(1-2): p. 67-116.

Alexander, E., <i>Peripheral Nerve Injuries</i>. Medical Research Council Special
Rept. Ser. No. 282. H. J. Seddon, Ed. Her Majesty's Stationery Office, London, 1954.
xvi + 451 pp. lllus. &#xa3;2 1Ss. Science, 1955. 122(3162): p. 250-250.

Sunderland, S., Rate of regeneration of sensory nerve fibers. Arch Neurol Psychiatry,
1947.58(1): p. 1-6.

Ni, L., et al., Electrical stimulation therapy for peripheral nerve injury. Frontiers in
Neurology, 2023. 14.

Slutsky, D.J. and V.R. Hentz, Peripheral nerve surgery: Practical applications in the
upper extremity. 2006: Churchill Livingstone Elsevier Philadelphia.

Brown, P.W., Factors influencing the success of the surgical repair of peripheral
nerves. Surg Clin North Am, 1972. 52(5): p. 1137-55.

Kline, D.G., Physiological and clinical factors contributing to the timing of nerve
repair. Clin Neurosurg, 1977. 24: p. 425-55.

Kline, D.G. and E.R. Hackett, Reappraisal of timing for exploration of civilian
peripheral nerve injuries. Surgery, 1975. 78(1): p. 54-65.

Mackinnon, S.E. and A.L. Dellon. Surgery of the Peripheral Nerve. 1988.

56



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.
37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Young, L.V., R.C. Wray, and P.M. Weeks, A Randomized Prospective Comparison of
Fascicular and Epineural Digital Nerve Repairs. Plastic and Reconstructive Surgery,
1981. 68: p. 89-92.

Lundborg, G., A. Bjorkman, and D. Slutsky, Cortical effects of nerve injury. Upper
extremity nerve repair—Tips and techniques: A master skills publication, 2008: p.
29-37.

Rosen, B. and G. Lundborg, Sensory re-education following nerve repair. Upper
extremity nerve repair—tips and techniques: A master skills publication. Slutsky D,
Ed. ASSH, 2008: p. 159-78.

Rosén, B., et al., Nerve repair: correlation of restitution of functional sensibility with
specific cognitive capacities. ) Hand Surg Br, 1994. 19(4): p. 452-8.

Bontioti, E., et al., End-to-side nerve repair in the upper extremity of rat. ) Peripher
Nerv Syst, 2005. 10(1): p. 58-68.

Fu, S.Y. and T. Gordon, Contributing factors to poor functional recovery after
delayed nerve repair: prolonged denervation. J Neurosci, 1995. 15(5 Pt 2): p. 3886-
95.

Eggers, R., et al., A spatio-temporal analysis of motoneuron survival, axonal
regeneration and neurotrophic factor expression after lumbar ventral root avulsion
and implantation. Exp Neurol, 2010. 223(1): p. 207-20.

Hoke, A., et al., Schwann cells express motor and sensory phenotypes that regulate
axon regeneration. ) Neurosci, 2006. 26(38): p. 9646-55.

McDonald, D., et al., Early events of peripheral nerve regeneration. Neuron Glia
Biol, 2006. 2(2): p. 139-47.

Madison, R.D., et al., Factors contributing to preferential motor reinnervation in the
primate peripheral nervous system. ) Neurosci, 1999. 19(24): p. 11007-16.
ljkema-Paassen, J., M.F. Meek, and A. Gramsbergen, Reinnervation of muscles after
transection of the sciatic nerve in adult rats. Muscle Nerve, 2002. 25(6): p. 891-7.
Matsuyama, T., M. Mackay, and R. Midha, Peripheral Nerve Repair and Grafting
Techniques: A Review. Neurologia medico-chirurgica, 2000. 40(4): p. 187-199.
Millesi, H., Nerve grafting. Clin Plast Surg, 1984. 11(1): p. 105-13.

Dellon, A.L. and S.E. Mackinnon, Basic scientific and clinical applications of
peripheral nerve regeneration. Surg Annu, 1988. 20: p. 59-100.

Lee, S.K. and S.W. Wolfe, Peripheral nerve injury and repair. } Am Acad Orthop Surg,
2000. 8(4): p. 243-52.

Boyd, J.G. and T. Gordon, Glial cell line-derived neurotrophic factor and brain-
derived neurotrophic factor sustain the axonal regeneration of chronically
axotomized motoneurons in vivo. Exp Neurol, 2003. 183(2): p. 610-9.

Ahlborn, P., M. Schachner, and A. Irintchev, One hour electrical stimulation
accelerates functional recovery after femoral nerve repair. Exp Neurol, 2007.
208(1): p. 137-44.

Irintchev, A., D.N. Angelov, and O. Guntinas-Lichius, [Regeneration of the facial
nerve in comparison to other peripheral nerves : from bench to bedside]. Hno, 2010.
58(5): p. 426-32.

Van Breugel, H.H. and P.R. Bar, He-Ne laser irradiation affects proliferation of
cultured rat Schwann cells in a dose-dependent manner. J Neurocytol, 1993. 22(3):
p. 185-90.

Chiu, D.T., et al., Autogenous vein graft as a conduit for nerve regeneration.
Surgery, 1982. 91(2): p. 226-33.

Meek, M.F., A.S. Varejao, and S. Geuna, Use of skeletal muscle tissue in peripheral
nerve repair: review of the literature. Tissue Eng, 2004. 10(7-8): p. 1027-36.
Marmor, L., REGENERATION OF PERIPHERAL NERVES BY IRRADIATED
HOMOGRAFTS. J Bone Joint Surg Am, 1964. 46: p. 383-94.

57



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Whitlock, E.L., et al., Processed allografts and type I collagen conduits for repair of
peripheral nerve gaps. Muscle Nerve, 2009. 39(6): p. 787-99.

Nath, R.K. and S.E. Mackinnon, Nerve transfers in the upper extremity. Hand Clin,
2000. 16(1): p. 131-9, ix.

Dvali, L. and S. Mackinnon, Nerve repair, grafting, and nerve transfers. Clinics in
plastic surgery, 2003. 30: p. 203-21.

Mackinnon, S.E. and C.B. Novak, Nerve transfers. New options for reconstruction
following nerve injury. Hand Clin, 1999. 15(4): p. 643-66, ix.

Kozin, S.H., Nerve transfers in brachial plexus birth palsies: indications, techniques,
and outcomes. Hand Clin, 2008. 24(4): p. 363-76, v.

Tung, T.H., Nerve transfers. Clin Plast Surg, 2014. 41(3): p. 551-9.

Fujiwara, T., et al., Axonal supercharging technique using reverse end-to-side
neurorrhaphy in peripheral nerve repair: an experimental study in the rat model. )
Neurosurg, 2007. 107(4): p. 821-9.

Isaacs, J., Reverse End-to-Side (Supercharging) Nerve Transfer: Conceptualization,
Validation, and Translation. Hand (N Y), 2022. 17(6): p. 1017-1023.

Isaacs, J.E., et al., Reverse end-to-side neurotization in a regenerating nerve.
Reconstr Microsurg, 2008. 24(7): p. 489-96.

Kale, S.S., et al., Reverse End-to-Side Nerve Transfer: From Animal Model to Clinical
Use. The Journal of Hand Surgery, 2011. 36(10): p. 1631-1639.e2.

Hoyng, S.A., et al., Nerve surgery and gene therapy: a neurobiological and clinical
perspective. ) Hand Surg Eur Vol, 2011. 36(9): p. 735-46.

Hu, X., et al., Sensory axon targeting is increased by NGF gene therapy within the
lesioned adult femoral nerve. Exp Neurol, 2010. 223(1): p. 153-65.

Haastert, K. and C. Grothe, Gene therapy in peripheral nerve reconstruction
approaches. Curr Gene Ther, 2007. 7(3): p. 221-8.

Tannemaat, M.R., J. Verhaagen, and M. Malessy, The application of viral vectors to
enhance regeneration after peripheral nerve repair. Neurol Res, 2008. 30(10): p.
1039-46.

Koka, R. and T.A. Hadlock, Quantification of functional recovery following rat sciatic
nerve transection. Exp Neurol, 2001. 168(1): p. 192-5.

Siemionow, M., et al., Peripheral nerve defect repair with epineural tubes supported
with bone marrow stromal cells: a preliminary report. Ann Plast Surg, 2011. 67(1):
p. 73-84.

Devor, M., et al., Two modes of cutaneous reinnervation following peripheral nerve
injury. J Comp Neurol, 1979. 185(1): p. 211-20.

Varejdo, A.S., et al., Functional and morphological assessment of a standardized rat
sciatic nerve crush injury with a non-serrated clamp. ) Neurotrauma, 2004. 21(11):
p. 1652-70.

Evans, G.R., et al., In vivo evaluation of poly(L-lactic acid) porous conduits for
peripheral nerve regeneration. Biomaterials, 1999. 20(12): p. 1109-15.

Tos, P., et al., Chapter 14: End-to-side nerve regeneration: from the laboratory
bench to clinical applications. Int Rev Neurobiol, 2009. 87: p. 281-94.

Rydevik, B., G. Lundborg, and C. Nordborg, Intraneural tissue reactions induced by
internal neurolysis. An experimental study on the blood-nerve barrier, connective
tissues and nerve fibres of rabbit tibial nerve. Scand J Plast Reconstr Surg, 1976.
10(1): p. 3-8.

Gordon, T. and S.Y. Fu, Long-term response to nerve injury. Adv Neurol, 1997. 72: p.
185-99.

Sulaiman, 0.A.R., et al., Chronic Schwann Cell Denervation and the Presence of a
Sensory Nerve Reduce Motor Axonal Regeneration. Experimental Neurology, 2002.
176(2): p. 342-354.

58



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

Day, C.S., et al., Insulin growth factor-1 decreases muscle atrophy following
denervation. Microsurgery, 2002. 22(4): p. 144-51.

Williams, H.B., A clinical pilot study to assess functional return following continuous
muscle stimulation after nerve injury and repair in the upper extremity using a
completely implantable electrical system. Microsurgery, 1996. 17(11): p. 597-605.
Novak, C.B. and S.E. Mackinnon, Distal Anterior Interosseous Nerve Transfer to the
Deep Motor Branch of the Ulnar Nerve for Reconstruction of High Ulnar Nerve
Injuries. ) Reconstr Microsurg, 2002. 18(06): p. 459-464.

Viterbo, F., et al., End-to-side neurorrhaphy with removal of the epineurial sheath:
an experimental study in rats. Plast Reconstr Surg, 1994. 94(7): p. 1038-47.

Isaacs, J., et al., Reverse End-to-Side Neurotization. ) Reconstr Microsurg, 2005.
21(01): p. 43-48.

Sundine, M.J,, et al., The use of end-to-side nerve grafts to reinnervate the
paralyzed orbicularis oculi muscle. Plastic and reconstructive surgery, 2003. 111(7):
p. 2255-2264.

Yamamoto, Y., et al., Alternative approach using the combined technique of nerve
crossover and cross-nerve grafting for reanimation of facial palsy. Microsurgery,
2003. 23(3): p. 251-256.

Frey, M., P. Giovanoli, and M. Michaelidou, Functional upgrading of partially
recovered facial palsy by cross-face nerve grafting with distal end-to-side
neurorrhaphy. Plast Reconstr Surg, 2006. 117(2): p. 597-608.

Zavala, A, et al., Supercharge End-to-Side Motor Transfer to a Long Nerve Graft to
Enhance Motor Regeneration: An Experimental Rat Study. Plast Reconstr Surg,
2023.152(1): p. 85e-95e.

Gockel, ., et al., Recurrent laryngeal nerve paralysis (RLNP) following
esophagectomy for carcinoma. Eur J Surg Oncol, 2005. 31(3): p. 277-81.

Kukwa, A., et al., Reanimation of the face after facial nerve palsy resulting from
resection of a cerebellopontine angle tumour. Br J Neurosurg, 1994. 8(3): p. 327-32.
Xu, W.D., J.G. Xu, and Y.D. Gu, Comparative clinic study on vascularized and
nonvascularized full-length phrenic nerve transfer. Microsurgery, 2005. 25(1): p. 16-
20.

Nadi, M., et al., Testing the effectiveness and the contribution of experimental
supercharge (reversed) end-to-side nerve transfer. ) Neurosurg, 2018. 130(3): p.
702-711.

Krieger, L.M. and A.J. Krieger, The intercostal to phrenic nerve transfer: an effective
means of reanimating the diaphragm in patients with high cervical spine injury.
Plast Reconstr Surg, 2000. 105(4): p. 1255-61.

Gordon, T., N. Tyreman, and M.A. Raji, The Basis for Diminished Functional
Recovery after Delayed Peripheral Nerve Repair. The Journal of Neuroscience, 2011.
31(14): p. 5325-5334.

Farber, S.J., et al., Supercharge nerve transfer to enhance motor recovery: a
laboratory study. ) Hand Surg Am, 2013. 38(3): p. 466-77.

Gordon, T., N. Tyreman, and M.A. Raji, The basis for diminished functional recovery
after delayed peripheral nerve repair. ) Neurosci, 2011. 31(14): p. 5325-34.

Nadi, M., et al., Testing the effectiveness and the contribution of experimental
supercharge (reversed) end-to-side nerve transfer. Journal of Neurosurgery JNS,
2019. 130(3): p. 702-711.

Daniel, B.W., et al., Supercharge End-to-Side Sensory Transfer to A Long Nerve Graft
to Enhance Motor Regeneration in A Brachial Plexus Model-An Experimental Rat
Study. ) Reconstr Microsurg, 2023. 39(6): p. 435-443.

Burnett, M.G. and E.L. Zager, Pathophysiology of peripheral nerve injury: a brief
review. Neurosurg Focus, 2004. 16(5): p. E1.

59



89.

90.

Lundborg, G., Nerve regeneration and repair. A review. Acta Orthop Scand, 1987.
58(2): p. 145-69.

Munro, C.A., et al., Lack of association between outcome measures of nerve
regeneration. Muscle Nerve, 1998. 21(8): p. 1095-7.

60



OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

SINIR IYILESMESINDE LEZYON PROKSIMAL VE DISTALINDEN YAPILAN SINiR
SUPERCHARGE’ININ SINIR IYILESMESINE ETKISI

“’Samed Giirses”’
Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dali

TIPTA UZMANLIK TEZI/ Konya 2023

Amag: Yaralanma sahasinda defekt olmasi,yaralanmanin kronik olmasi vs durumlarda ug
uca onarima engel olabilmektedir. Bdyle durumlarda sinirin devamliligin1 saglamak icin bir
baska sinirden u¢ yan onarim teknigiyle(supercharge) reinnervasyon saglanmaya
calisilmaktadir. Supercharge islemi defektin distalinden uygulanmaktadir. Ancak bazi u¢ yan
onarimlarda donor sinir alici sinir distaline uzanamamaktadir..Calismanin birinci amaci rat
modellerinde siyatik sinir kesisi sonrasi diger siyatik sinirden supercharge yontemiyle bir
grupta lezyon proksimali diger grupta lezyon distali koaptasyon yapilarak sonuglari
karsilastirmak. Calismanin ikinci amaci ise benzer boyutlardaki insan sinirlerine yapilan
supercharge uygulamalar1 adina fikir sahibi olmaktir. Boylece hem ideal supercharge yontemi
bulunacak hem de literatiire katkida bulunulacaktir.

Gere¢ ve yontem: Toplam 30 adet Wistar Albino rat {i¢ adet cerrahi grubu olusturacak
sekilde 3 gruba randomize olarak ayrildi. Tim gruplarda ratlarin bilateral siyatik sinirleri
kesildi. Ardindan a grubunda sol taraf siyatik sinirleri mikrocerrahi tekniklere uygun olarak
primer onarim yapildiktan sonra sag taraf siyatik sinir kesi proksimalinden ters ug yan transfer
edildi. Ikinci grupta (B) sol taraf siyatik sinir kesi seviyesinden mikrocerrahi tekniklere uygun
olarak primer onarimi gerceklestirildi. Ardindan sag taraf siyatik distaline(postlezyoner)
olacak sekilde alic1 sinirde ug¢ yan koaptasyon ile transfer edildi. Ugiincii grupta sag taraf
siyatik sinirleri iyilesmeye olanak tanimamasi i¢in 10 mm defekt olusturuldu. Sol taraf siyatik
sinirler mikrocerrahi tekniklere uygun olarak onarildi. 12 hafta takip sonrasi ratlara
fonksiyonel testler, gastrokinemius agirlik dlgiimleri, histopatolojik,limiinfloresan, immiin
histokimyasal incelemeleri yapildi.

Bulgular: itme kuvveti acisindan distal siipercharge iistiin gelirken proksimal siipercharge
uc uca onarima lstiin geldi. Pinprick, sicak zemin testi, gastrokinemius agirliklar1 agisindan
gruplar arasi anlamli farklilik saptanmadi. Histolojik incelemelerde akson sayisi degisim
indeksi distal siipercharge da en iistiin gelirken, proksimal siipercharge’in uc uca onarima gore
anlamhi farkli olduu goriildii. Diger histolojik,immiinfloresan, immiinhistokimya
incelemelerde gruplar arasi farklilik gézlenmedi.

Sonuc¢: Daha dnceki ¢alismalarda denerve hedeflerin fonksiyonel iyilesmesinin, ters ug-
yan nororafi kullanilarak distalden yapilan aksonal giiglendirme yoluyla desteklendigini
gostermistir. Bu ¢alismanin sonucunda aksonal giiglendirmede proksimalden yapilan ters ug
yan nororafi(siipersarjin) distalde bulunan sinir yaralanmalarinda kullaniminin yararl
oldugunu diisiindiirmektedir, ancak klinik uygulanabilirligi heniiz aragtirilmamstir.

Anahtar kelimeler: supercharge, sinir transferi, periferik sinir iyilesmesi
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SUMMARY

The Effect of Nerve Supercharge from Proximal and Distal Lesions on Nerve
Regeneration

Aim: In cases of defects or chronicity in injury sites, it may impede end-to-end repair. In
such instances, to ensure nerve continuity, a technique called supercharge, involving
innervation from another nerve, is attempted using a side-to-side repair method. The
supercharge process is applied distally to the defect. However, in some side-to-side repairs,
the donor nerve may not reach the distal recipient nerve. The primary aim of this study is to
compare the outcomes of proximal lesion coaptation with the use of the supercharge
technique from another sciatic nerve after sciatic nerve injury in rat models. The secondary
aim is to gain insights into supercharge applications on human nerves of similar sizes,
thereby potentially finding an ideal supercharge method and contributing to the literature.

Materials and Methods: Thirty Wistar Albino rats were divided randomly into three
surgical groups. All groups underwent bilateral sciatic nerve transection. In Group A, after
microsurgical primary repair of the left side sciatic nerves, the right side sciatic nerve was
transferred in a reversed end-to-side manner proximally. In Group B, microsurgical primary
repair was performed on the left side sciatic nerve transection, followed by end-to-side
transfer to the distal (post-lesion) side of the recipient nerve. In Group C, a 10 mm defect
was created in the right side sciatic nerves to prevent healing, while the left side sciatic
nerves were repaired using microsurgical techniques. Functional tests, gastrocnemius weight
measurements, histopathological, immunofluorescence, and immunohistochemical
examinations were conducted after a 12-week follow-up.

Results: In terms of pushing force, distal supercharge was superior, whereas proximal
supercharge prevailed in end-to-end repair. No significant differences were observed among
the groups in pinprick, hotplate tests, or gastrocnemius weights. Regarding histological
examinations, the axon count change index was superior in distal supercharge, showing
significant differences compared to proximal supercharge in end-to-end repair. No
differences were observed among groups in other histological, immunofluorescence, or
immunohistochemical examinations.

Conclusion: Previous studies have shown that functional recovery of denervated targets is
supported through distal axonal reinforcement using reverse end-to-side neurorrhaphy. This
study suggests that using proximal reverse end-to-side neurorrhaphy (supercharge) for
axonal reinforcement in distal nerve injuries might be beneficial. However, its clinical
applicability remains unexplored.

Keywords: supercharge, nerve transfer, peripheral nerve regeneration
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