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1. GIRIS

Periferik sinir yaralanmalar1 klinikte sik karsilasilan durumlardandir. Gelismis
ilkelerde periferik sinir yaralanmalar1 insidans1 100.000 de 13 ile 23 arasinda oldugu
tahmin edilmekte, ekstremite travmali hastalarda ise bu oran artmakta ve %1,64
civarinda goriilmektedir(1, 2). Giiniimiizde sinir onariminda standart tamir yontemi
olarak epindral onarim yapilmaktadir(3). Ancak yaralanma sahasinda defekt olmasi
u¢ uca onarima engel olabilmektedir. Boyle durumlarda sinirin devamliligimi
saglamak i¢in altin standart kabul edilen yontem sinir otogrefti kullanilarak onarim
yapilmasidir(4). Sinir greftinin hangi yonde yerlestirilmesi gerektigi ise tam olarak

aydinlatilamamstir.

Bu ¢alisma ile ratlarda defektif siyatik sinir onariminda sik¢a kullanilan metod
olan otogreft ile sinir koaptasyonu i¢in ideal yontemin bulunmasi amaglanmaktadir.
Literatiirde ratlarm siyatik siniri bircok defa sinir iyilesmesinde model olarak
kullanilmistir. Ancak bu ¢aligmalar incelendiginde sinir grefti ile onarim i¢in greftin
yOniine dair fikir birligi bulunmadigi gozlenmektedir. Sinir iyilesmesinin bu modelde
basarili bir sekilde incelenebilmesi adina onarimda optimal iyilesmenin gozlendigi
greft oryantasyonunun belirlenmesi ve diger ¢alismalarin bu standardizasyona gore
yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz. Dolayisiyla bu ¢alismanin ilerde yapilacak olan
sinir greftlemesi ¢alismalarina 1g1k tutacagina inanmaktayiz. Sinir greftlemesinde
ideal oryantasyonun bulunmasi ile ilerleyen ¢alismalar daha standardize sekilde

yapilabilecektir.

Ayrica bu ¢alisma ratlarda yapilmasina ragmen insan sinirlerinin greftlemesi
adma da 6nem tagimaktadir. Rat siyatik siniriyle benzer boyuttaki sinirler olan digital
sinirlerin defektif yaralanmalarina da greftleme yapilirken ideal yontem hakkinda

fikir sahibi olunabilecektir.
1.1. Periferik Sinir Sistemi Yapisi

Sinir sistemi; beyin, beyin sap1, beyincik ve omurilikten olusan merkezi sinir
sitemi (MSS) ve kranial sinirler ve spinal sinirlerden olusan periferik sinir sistemi
(PSS) olarak ikiye ayrilir. Periferik sinirler motor ve duyusal aksonlardan, Schwann
hiicrelerinden ve merkezi sinir sistemi dokulari ile devamlilik gosteren organize bag

dokusu katmanlarindan olusur(5). Mikroskobik diizeyde bakildiginda ise PSS’nin



fonksiyonel {initesinin akson ve onunla iligkili Schwann hiicreleri tarafindan

olusturulan sinir lifleri oldugu goériilmektedir.

Periferik sinirler ii¢ kat bag dokusu tarafindan desteklenir. En dis katmanda
periferik siniri cevreleyen ‘epindéryum’ adi verilen bag dokusu bulunur. Epinéryumun
baslica islevi sinir fasikiillerini beslemek ve korumaktir(3). Sinir fasikiillerini
cevreleyen bag dokusu ise ‘perindryum’ olarak adlandirilir. Perinéryum, sinir liflerine
zarar verebilecek dis gerilme kuvvetlerine kars1 koruyucu bag dokusu katmanidir(6).
En i¢ katmanda yer alan ve aksonlart cevreleyen bag dokusu katmani ise

‘endondryum’ olarak adlandirilir.

Periferik sinirlerin beslenmesi ekstrinsik vaskiiler ag ve intrinsik vaskiiler ag
ile saglanir. Bu iki sistem birlikte periferik sinirin vaskiiler beslenmesini saglayan
vasa nervorum sistemini olusturur. Ekstrinsik sistem periferik sinirin yilizeyi boyunca
seyreder ve esas olarak epinoral ve perinoral bolgelerin beslenmesinden sorumludur.
Intrinsik sistem ise ekstrinsik sitemden bagimsiz olarak ¢alisir ve endondral bolgenin

beslenmesini saglar(7).
1.2. Periferik Sinir Yaralanmalarmin Siniflamasi

Sinir yaralanmasi smiflamalarindan en sik kullanilanlar Seddon(8) ve
Sunderland(9) siniflamalaridir (Cizelgel.1).

Seddon siniflamasinda yaralanmanin siddetine gore lice ayrilir. Birincisi,
gecici kompresyon veya gerilmenin neden oldugu sinirin en hafif yaralanmasi olan
noropraksidir. Bu grup yaralanmada sinirin anatomisi saglam olup iletim blogundan
kaynaklanan bir fonksiyon kaybi vardir(10). Fonksiyon kaybi gecici olup tam
iyilesme goriiliir. Ikinci derece yaralanma ise aksonal biitiinliigiin bozuldugu
aksonotmezistir. Endondral kilif korundugu ic¢in aksonlarin distale dogru
rejenerasyona kilavuzluk eder ve prognoz ¢ok iyidir. Seddon siiflamasinda tigiincii
grup ise ndrotmezistir. Bu grupta sinirin biitlinliigii tamamen bozulmustur. Aksonal
rejenerasyonun ve uzuv fonksiyonlarmin geri kazanilabilmesi i¢in cerrahi miidahale
sarttir.

Sunderland smiflandirma sisteminde sinir hasarinin  bes derecesi
vardir(9)(Cizelgel.1). Bu siniflandirma sistemi sinir gévdesinde meydana gelen
anatomik bozulmanin derecesini baz alir ve epindryum, perindryum veya

endondryumda hasar olan yaralanmalar1 ayirt eder. Birinci derece yaralanma Seddon
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siniflamasindaki ndropraksiye, ikinci derece yaralanma ise aksonotmezise esittir.
Uciincii derece yaralanmada endonéral hasarlanma vardir. Dérdiincii derecede ise
perindral hasarlanma eklenir. Besinci ve son derece olan yaralanmada ise sinir
biitlinliigii bozulmus olup epindral kismi da igermektedir ve bu grup ndérotmezis

esdegeridir.

Cizelgel.1:Seddon ve Sunderland siniflandirmalarinin tablo lizerinde gosterilmesi

Tip Seddon Sunderland

1 noropraksi Noropraksi (iletim blogu)

2 aksonotmezis Aksonotmezis (aksonal hasar)

3 norotmezis Tip2 + endondral hasar

4 - Tip3 + perindral hasar

5 - Tip4 +  epindral  hasar
(Norotmezis)

1.3. Periferik Sinir Sistemi Cerrahisi ve Onarim Teknikleri
1.3.1. Siitiir ile Direkt Onarim

Periferik sinir dikislerine odaklanan cesitli teknikler tanimlanmistir. Genel
olarak tiim tekniklerde cerrahi loop veya mikroskop kullanilmasi, en az seviyede
yabanci cisim reaksiyonu, segmentler arasi oryantasyonun diizgiin bir sekilde
saglayacak kadar siitiir sayis1 kullanilmas1 dikkat edilmesi gereken ortak noktalardir.
En sik kullanilan mikrosiitiir teknikleri epindral, fasikiiler ve epi-perindral siitiir ile
onarim teknikleridir(11).

Epinoéral onarimda kesinin her iki ucunda epindryum katmanlarindan gecirilen
sttiir ile dikis atilir. Fasikiiler dizilimin saglanabilmesi i¢in epindral kan damarlari
kilavuz olarak kullanilir. Bu metodda siitiir materyalinin sadece epindryumdan

gecilmesine dikkat edilmeli fasikiillere zarar verilmemelidir. Bu teknigin en 6nemli



avantaji daha az siitiir materyali kullanilmas1 ve sinir dokusu igerisinde siitiir
materyali birakilmamis olmasidir(12).

Fasikiiler (perindral) onarimda perinéryum katmanlarindan gegen siitiir ile
onarim yapilir. Fasikiiller ayr1 ayr1 koapte edildigi i¢in daha dogru bir dizilim saglanir.
Dezavantaj olarak operasyon siiresinin epindral onarima gore daha uzun olmasi, daha
fazla siitiir kullanildigi i¢in doku reaksiyonunu daha fazla olmasi gosterilebilir(11).

Epi-perindral onarim ise ayni seansta hem epindral hem fasikiiler siitiirler

kullanilarak yapilir. Fazla siitiir sayis1 nedeniyle sik tercih edilen bir yontem degildir.
1.3.2. Sinir Otogrefti ile Kopriileme

Periferik sinir defektlerinin kdpriilemesinde sinir otogreftleri altin standart
kabul edilir. Otogreftler hem bazal laminaya sahip bir kanal saglayip hem de
aksonlarin rejenerasyonuna rehberlik ederken immiinolojik reaksiyona sebep
olmamalar1 da avantajdir. Periferik sinir cerrahisindeki en 6nemli prensiplerden birisi
de onarim hattinda gerginlik olmamasidir. Bu prensip g6z 6niinde bulunduruldugunda
defekt uzunlugundan daha uzun bir greft alinmasina 6zen gosterilmelidir. Klinikte en
yaygin kullanilan sinir otogrefti sural sinirdir. 30-40 cm ye kadar alinabilmesi ve
donor sahada en az fonksiyonel defisit yapmasi en 6nemli avantajlarindandir(13).
Medial antebrakial kiitandz sinir, lateral antebrakial kiitanoz sinir, dorsal antebrakial
sinir ve lateral femoral kiitandz sinir de otogreft olarak kullanilabilen diger

seceneklerdir(14).
1.3.3. Fibrin Yapistirici ile Onarim

Mikrosiitiirlere alternatif olarak sinir uglarimi bir arada tutmak icin fibrin
yapistiricilar kullanilabilir. Siitiir ile karsilastirildiginda daha az travmatik olmasi,
hizli ve kolay uygulanabilmesi avantajlaridir(15). Biyomekanik olarak siitiirden

dayaniksiz olmasi ise dezavantaj olarak gosterilebilir(16).
1.3.4. Konduitler ile Onarim

Kondiiitler; sinir kesisi sonrast aksonlarin distale uygun bir sekilde
ilerlemesini saglayan rehber niteligindeki kanalciklardir. Kondyiiitleri otojen biyolojik,
non-otojen biyolojik ve non-biyolojik olarak gruplara ayirabiliriz(14). Otojen

biyolojik kondiiit olarak ven greftleri kullanilabilir(17). Non-otojen biyolojik konddit
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olarak kolajenden yapilan sinir kondiiitleri 6rnek gosterilebilir(18). Non-biyolojik
kondiiit olarak ise en sik poliglikolik asit(PGA), polilaktik asit(PLA) ve polilaktid-co-
glikolik asit(PLGA) kullanilir(17).



2. GEREC VE YONTEM

Calisma 31.12.2021 tarih ve 2021-66 karar sayili Selguk Universitesi
Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan etik onay alinarak baslatildi (Bkz. EK-A). Calismanin cerrahi islemleri
ve fonksiyonel incelemeleri Selguk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve
Arastirma Merkezinde, histolojik incelemeleri Eskisehir MER-TER Medikal
firmasinda gerceklestirildi. Calisma Selguk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii tarafindan 22122004 proje numarasiyla desteklendi.

Calismaya Selguk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezinde
tiretilmis olan 350-400 gram agirliginda 30 adet Wistar Albino cinsi rat dahil edildi.
Ratlara cerrahi oncesi ve sonrasi sinirsiz(ad-libitum) besin ve su saglandi, cerrahi

sonrasi her bir rat ayr1 ayr1 kafeslerde barindirildi. Gruplar

Toplam 30 adet Wistar Albino rat iki cerrahi ve bir kontrol grubu olacak
sekilde ti¢c gruba randomize sekilde ayrildi. Kontrol grubuna herhangi bir cerrahi iglem
uygulanmadi. Cerrahi gruplardaki ratlarin sag siyatik sinirleri cerrahi islemle 10 mm
defekt olusturulacak sekilde kesildikten sonra ¢ikarilan segment her gruptaki ratin
sinirine reverse ve normal yonde proksimal ve distalden epinoral onarim uygulanarak
greftlendi (Tablo 2.1).

Tiim ratlar 12 haftalik takip siiresi sonrasinda fonksiyonel ve histolojik incelemeler

i¢in kullanildi.

Tablo 2.1.Calisma gruplarindaki ratlarin sayisi ve gruplara gore sinir greft yonleri



Gruplar Greftin Yonii Rat Sayisi

Kontrol grubu Onarim yapilmadi 10
A grubu Normal yonde greftleme 10
B grubu Reverse yonde greftleme 10

2.2. Cerrahi Islem

Anestezi Oncesi ratlarin agirliklar1 not edilerek kaydedildi ve 10 mg/kg
ksilazin (Xylazin Bio %2, Bioveta; Cek Cumhuriyeti) ve 50 mg/kg ketamin (Ketasol,
Richterfarma AG; Wels, Avusturya) kullanilarak anestezi gergeklestirildi. Anestezi
sonrast her iki alt ekstremite ve kal¢a bolgesi tiraslanarak cerrahi islemin
uygulanacag@i masaya prone pozisyonunda alindi. Ratlarin ayaklari flaster yardimu ile
sabitlendi ve sag uyluklarinin altina 5 cc hacimli enjektér ve ratin kuyrugu
yerlestirilerek bacag: yiikseltildi. Sag diz ve sag iskial tiiberkiilden gegen bir ¢izgi
cerrahi kalemle isaretlenerek cilt kesi hatt1 belirlendi (Sekil 2.1. a). Cerrahi sahanin
%10’luk povidon iyot ile boyanmasi ve steril ortiilmesi sonrasi, gluteus ve biseps
femoris kaslar1 arasindaki plandan girilerek siyatik sinire ulasildi ve sinir
eksplorasyonu yapildi. Siyatik sinirin trifurkasyona ayrildig: yerin 1 cm proksimali ve
2 cm proksimali kesi hatti olarak belirlendi. 10 mm olacak sekilde sinir segmenti
c¢ikarilmasi planlandi. Diizgiin bir kesi saglamak amaciyla sinirin altina steril edilmis
bir tahta abeslang, izotonik soliisyonla islatilarak yerlestirildi. 11 numara bistiiri
kullanilarak tek hamlede siyatik sinir iki seviyeden kesildi. Abeslang cerrahi sahadan
uzaklastirildi. Sinirin onarim hattinin altina steril edilmis renkli fon yerlestirilerek
epindral u¢ uca koaptasyon sathasina gegildi. Koaptasyon sirasinda mikrocerrahi
aletleri kullanildi. Koaptasyon cerrahi mikroskop altinda (World Precision
Instruments; Sarasota, Florida, ABD) 9-0 monofilament naylon siitiirle (Ethilon,
Ethicon; Somerville, New Jersey, ABD) saglandi. Kesinin proksimali ve distali bir
araya getirilirken fasikiillerin karsilikli gelmesine 6zen gosterildi. Kesi hatt1 proksimal
ve distalde 4 er adet siitiir kullanilarak koapte edildi. Tiim islemler esnasinda sinir
dokusuna zarar verecek sert manipiilasyonlardan kag¢inildi. Onarim hattinda gerginlik

olmamasi i¢in proksimal ve distalde mezondral gevsetme yapildi.



Sekil 2.1. Cerrahi isleme baglamadan 6nce rat platform {izerinde hazirlandi(a).
Siyatik sinir eksplore edilerek altina steril bir renkli fon yerlestirildi(b). 10 mm lik
segment belirlenerek kesi yapildi(c). Proksimal ve distalde 9/0 siitiirler kullanilarak

mikroskop altinda epinéral koaptasyon yapildi(d).

Siitiirlerin  pozisyonu belirlenitken 360° es parcalara boliinecek sekilde
planlama yapildi. 90° lik agilarla dorder adet siitiir greftin proksimal ve distalinde

mikrocerrahi tekniklere uygun olarak atildi (Sekil 2.2). A grubundaki ratlarin kesilen



10 mm’lik sinirleri normal yonde koapte edilirken B gubundakiler ise reverse yonde
koapte edildi (Sekil 2.2). Koaptasyon tamamlandiktan sonra cerrahi saha izotonik

mayi ile yikandi ve ciltalt1 2-0 emilebilen poliflament siitiirle, cilt ise 2-0 emilemeyen

monofilament siitlirle kapatildi.

Sekil 2.2. Normal yonelimde(a) ve reverse yonelimde(b) greftleme yapilan sinirlerin

mikroskop altinda alinan goriintiileri.

Cerrahi iglem sonrasi ratlar, anestezi etkisi gecene kadar hipotermiden
korumak amaciyla 1sitma platformu ilizerinde bekletildi. Anestezi etkisi gegtikten

sonra ratlar ayr1 ayr1 kafeslere yerlestirilerek takip edildi.

Ratlarin takip siiresi bittikten sonra fonksiyonel analizleri yapilarak yiiksek
doz anestezi ile sakrifikasyon uygulandi. Her iki bacak tiras edildikten sonra eski
insizyon yerlerinden girilerek siyatik sinire ulagildi. Greftleme yapilan alanin 1 cm
distali ve 1 cm proksimaline farkli renklerde isaret siitiirleri yerlestirilerek sinirler

cikartildu.



2.3. Degerlendirme Yontemleri
2.3.1. Fonksiyonel inceleme

Ratlarin 12 haftalik takip siireleri tamamlandiktan sonra fonksiyonel testler
gerceklestirildi. Itme kuvveti testi (extensor postural thrust), pinprick testi ve sicak
zemin testi ratlara sakrifikasyon oncesi yapildi. Sinirlerin toplanmasi igin ratlar
sakrifiye edildikten sonra bilateral gastroknemus kaslar1 ¢ikarilarak gastroknemus

agirlik oran ol¢timleri yapildi.
Itme kuvveti oram (extensor postural thrust)

Ratlarin test edilecek alt ekstremitesi agikta kalacak sekilde tiim viicudu havluya
sarildi. Havlu yardimiyla viicudu kavranan ratlarin sol ayagi tutan kiginin parmagiyla
desteklendikten sonra sag ayagi dijital teraziye (Kern&Sohn GmbH; Balingen,
Almanya) temas etmesi saglandi. Ratlarin hassas teraziye itme kuvveti uygulamasi
icin beklendi (Sekil 2.3.). Islem bes kere tekrarlandi ve en yiiksek olgiilen deger
hesaplama igin kullamldi. Ayni islem sol alt ekstremite icin de tekrarlandi. Itme
kuvveti oran1 hesaplanirken normal taraftaki itme kuvvetinden deneysel taraftaki itme
kuvveti ¢ikartilip, normal taraftaki degere boliinerek hesaplandi. Bu formiil Koka ve

Hadlock tarafindan(19) tariflenmistir.
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Sekil 2.3. itme kuvveti hesaplamasinin hassas terazi ile gerceklestirilmesi
Pinprick testi

Pinprick testi agr1 duyusunun degerlendirilmesi amaci ile kullanildi. Agrili uyaran
vermek icin tiim ratlarda ayni disli forseps kullanildi. Ratlarin parmaklarindan
dizlerine kadar ciltlerine agrili uyaran verilerek ayak ¢ekme refleksi yaniti incelendi.
Ayak ¢ekme refleksi yanit1 alinamamasina 0 puan verildi, ayak bilegi proksimalinden
yanit alinip distalinden alinamamasina 1 puan verildi, ayak bilegi distali ve topuktan

yanit alinmasina 2 puan ve metatars seviyesinden yanit alinmasina 3 puan verildi(20).

Ratlarin ayak tabaninin duyu haritasi incelendiginde medial tarafindaki duyular safen
sinir (femoral sinirin dal) tarafindan alinirken, lateral tarafi sural sinir (Siyatik sinirin
dal1), santral kisimlari ise tibial sinir (siyatik sinirin dali) tarafindan alinir(21). Ayak
tabani duyu innervasyonu g6z oniinde bulundurularak medial tarafa agrili uyaran

verilmesinden kag¢inildi ve lateral tarafa agrili uyaran verilmesine dikkat edildi. (Sekil

2.4.).

Sekil 2.4. Pinprick testi esnasinda ayagin lateral bolgesine agrili uyaran verilmesi

Sicak zemin testi
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Sicakligr 56°C’ye ayarlanan platform hazirlanarak ratlarin sag ayaklarinin lateral
kism1 getirilecek sekilde temas ettirildi. Ayaklarini refleks olarak c¢ektikleri siire
kronometre kullanilarak kaydedildi. Bu islem bes dakika ara verilerek ii¢ kez

tekrarlandi. Olgiilen {i¢ degerin ortalamasi kaydedildi. 12 saniye iginde ayaklarini

¢cekmeyen ratlarda cilt hasarini1 6nlemek amaciyla islem sonlandirildi ve bu ratlar igin

12 saniye olarak kaydedildi(22). (Sekil 2.5.)

Sekil 2.5. Sicak zemin testi uygulanirken 56°C’ye ayarlanan zemine ayagin temas

ettirilmesi (a) ve ayak ¢ekme refleks yanitinin alinmasi (b)
Gastroknemius agirhik oram

Ratlarda gastroknemius kasi siyatik sinirin posterior tibial dali tarafindan inerve
olmaktadir. Siyatik sinir kesisi sonrasi gastroknemius kasinda kullanmamaya bagl
atrofi gelismesi beklenmektedir. Optimal sinir iyilesmesi sonrasinda tekrardan
innervasyona bagli olarak atrofiye ugrayan kas kitlesi yeniden kazanilabilmektedir ve
bu rejenerasyonun bir gostergesidir(23). Calismada kullanilan ratlara yiiksek doz
anestezi altinda sakrifikasyon uygulandi ve sag siyatik sinirleri histolojik
degerlendirme igin ¢ikartildi. Sinirler ¢ikarildiktan sonra her iki gastroknemius kaslari
proksimal ve distal yapisma yerlerinden ayrilarak hassas digital terazi (Ohaus
Explorer; ABD) ile agirliklar1 6l¢iildii ve degerler kaydedildi (Sekil 2.6.). Sinir
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greftlemesi yapilan taraftaki gastroknemiusun agirligi normal taraftaki gastroknemius

agirligina boliinerek bu oran hesaplandi.

Sekil 2.6. Gastroknemius kaslari bilateral ¢ikarildiktan sonra yaklasik olarak aym
boyutta olan kaslarin makroskobik goriintiisii (a), opere edilen tarafin atrofiye
ugramis gastroknemius kas1 makroskobik goriintiisii (b), kaslarin hassas dijital terazi

ile 6l¢iilmesi (c-d)

13



2.3.2. Histolojik inceleme

Postoperatif 12 haftalik takip sonrasi fonksiyonel incelemeler yapildiktan
sonra tiim ratlara yiiksek doz anestezi altinda sakrifikasyon uygulandi. Eski insizyon
yerinden girilerek siyatik sinir eksplorasyonu yapildi. Greftin bir santimetre
proksimali ve bir santimetre distalini igerecek sekilde sag siyatik sinirler ¢ikarildi.
Proksimale ve distale karismamasi amaciyla farkli renklerde isaret siitiirleri

yerlestirildi.

Diseke edilen sinir dokulart %10’luk formalin fiksatif soliisyonunda bir giin
boyunca bekletildi. Ardindan dokular bir gece boyunca akarsu altinda bekletildi,
ardindan %60, %70, %80, %100°liik alkol serilerinden sirasi ile gegirildi ve ksilene
alindi. Daha sonra parafine gomiilerek dokulardan ince kesitler alinmas1 amaglandi.
Parafine gomiilen preparatlardan mikrotom yardimi ile 5 pm’lik kesitler alindi.
Kesitler alinirken sinir otogreftinin 4 mm proksimalinden, greftin orta noktasindan ve
4 mm distalinden alinmaya ¢alisildi. Kesitlerden alinan 6rnekler 1 gece boyunca 600
°C’lik etiivde bekletildi ve deparafinizasyon yapildi. Ardindan morfolojik
degerlendirme i¢in ilk basamak olan rutin Hematoksilen-Eozin boyamasi yapildi.
Boyama islemi sonucunda elde edilen preparatalar 20, 40 ve 100°liik biiyiitmelerde

incelendi ve fotograflar ¢ekildi.

Kesitler toluidin mavisi (TM) ile boyand1 ve olympus tipi 151k mikroskobu ile
incelendi, bir dijital kamera ile fotograflandi. Akson ve myelin kilif degerlendirmeleri

yapildi.

Kesitler Luxol Hizli Mavisi (LFB) ile boyandi ve olympus tipi 151k
mikroskobu ile incelendi, bir dijital kamera ile fotograflandi. Myelin degisiklikleri ve
demyelinizasyon gozlemlendi. Bu 6zel boya myeline baglanip tek basina myelinin
derin mavi boyamasini vererek boyanmamis akson ve diger yapilari ortaya koyar. Bir
optik mikroskop altinda enine kesitte normal sinir, sinir liflerini ¢evreleyen myelinin
merkezi noktalt goriinlimiinii gosterir. Boyuna kesitte myelin yiginlar halinde goriiliir

ve bazal membranla ¢evrili uzun, diizgiin yapilardan olusur.

14



Morfometrik degerlendirmenin skorlanmasinda HE boyamalarinda noron
dejenerasyonu, nekroz, hiicresel infiltrasyon, glial hiicre reaktivitesi ve Odem
parametreleri lizerinden hi¢ yok veya en az +1 ile en ¢cok +5 araliginda kor olarak 2

histolog tarafindan degerlendirildi.

Akson ve myelin morfometrisinde veriler alinan TB goriintiiler iizerinde her 6rnekte
en biiylik sinir lifleri olmak tizere 10 6l¢iim yapilip ortalamalar1 alindi. Yapilan

Ol¢iimler um olarak ifade edildi. Myelin LFB ile degerlendirildi.
2.4 Istatistik

Tim calisma sonucunda elde edilen veriler kor bir ¢alismaci tarafindan
degerlendirilerek gruplar arasinda taraf tutmanin oniine gecildi. 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
ANOVA); analizin istatistiksel olarak anlamli ¢iktigi durumlarda LSD post-hoc
analizi ikili karsilagtirmalar icin kullanildi. Normalite sartlarinin saglanmadigi
durumlarda parametrik olmayan testlerden Kruskal-Wallis testi uygulandi ve
sonrasinda iKili karsilagtirmalar igin ise Mann-Whitney U testi kullanilarak

degerlendirme yapildi.
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3. BULGULAR
3.1. Makroskobik Bulgular

Ratlar sakrifiye edildikten sonra ¢ikartilan sinirlerin higbirinde riiptiir
olmadig1 gozlendi. Sinir onarim bdlgelerinde néroma formasyonu da izlenmedi.
Gastroknemius kaslarinin makroskobik olarak incelenmesinde ise saglam tarafa gore
genelde atrofik olduklar1 izlendi. Sinirlerin hi¢birisinde ise makroskobik anormallik

gbzlemlenmedi.

3.1.1. Fonksiyonel Bulgular
3.1.2. itme Kuvveti Oram (Extensor Postural Thrust) Bulgular

Tiim ratlarin itme kuvveti 6l¢iilerek kaydedildi (Tablo 3.1.). Ardindan itme
kuvveti oranlar1 hesaplanarak kaydedildi (Tablo 3.2.). Bu formiilasyona gore itme
kuvveti orani ne kadar diisiik saptanirsa fonksiyonel iyilesme daha iyi oldugu kabul

edilmektedir.

Tablo 3.1. itme kuvveti dl¢iimlerinin tablo ile gdsterilmesi

ITME KUVVETI TESTI SONUCLARI
NORMAL YONDE REVERSE YONDE
GREFTLEME GREFTLEME
(A GRUBU) (B GRUBU)
RAT DENEYSEL | SAGLAM RAT DENEYSEL | SAGLAM
TARAF TARAF TARAF TARAF
Al 76 132 B1 1100 1400
A2 24 240 B2 350 726
A3 82 145 B3 216 360
Ad 37 126 B4 110 284
A5 242 310 B5 346 630
A6 160 227 B6 140 205
A7 109 223 B7 139 213
A8 124 216 B8 60 109
A9 460 510 B9 42 75
A10 610 900 B10 34 156
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Tablo 3.2. itme kuvveti oran1 sonuglarmin tablo iizerinde gosterilmesi

ITME KUVVETiI ORANI SONUCLARI
RAT NORMAL YONDE RAT REVERSE YONDE
GREFTLEME GREFTLEME
(A GRUBU) (B GRUBU)
Al 0,42 B1 0,21
A2 0,90 B2 0,51
A3 0,43 B3 0,40
A4 0,70 B4 0,61
A5 0,21 B5 0,45
A6 0,29 B6 0,31
A7 0,51 B7 0,34
A8 0,42 B8 0,44
A9 0,08 B9 0,44
A10 0,32 B10 0,78

Ratlar itme kuvveti oran1 agisindan istatiksel olarak degerlendirildiklerinde kontrol

grubunun itme kuvveti oran1 A ve B gruplarina kiyasla anlamli olarak daha iyi

oldugu saptand1 (p<0,05). A ve B gruplar karsilastirildiginda ise (p:0,679) anlamli
bir fark gézlenmedi (Sekil3.1.).

0,60

0,50

0,40

0,30

itme kuvveti orani

0,20

0,10

0,00

I
KONTROL GRUBU

]
A GRUBU

)
B GRUEBU

Sekil 3.1. itme kuvveti oranlarmin grafik {izerinde gsterilmesi
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3.1.3. Pinprick Testi Bulgulan

Tiim ratlarda pinprick skorlar1 degerlendirilerek tablo tizerinde kaydedildi (Tablo
3.3.). Pinprick skorlar1 istatiksel olarak degerlendirildiginde kontrol grubu ile A
grubu arasinda anlamli fark izlenmedi. Kontrol grubu ile B (p:0,028) grubu arasinda
anlamli fark izlendi. A ve B gruplar1 arasinda ise anlamli fark izlendi (p:0,028).
Pinprick skorlarinin A grubunda (normal yonde greftleme yapilan) B grubuna
(reverse yonde greftleme yapilan) gore anlamli derecede iyi oldugu gozlendi (Sekil

3.2).

2=

Pinprick Skoru

T T T
KONTROL GRUBL A GRUBL B GRUBU

Sekil 3.2. Pinprick skorlarinin grafik tizerinde gosterilmesi
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Tablo 3.3. Pinprick testi sonuglarinin tablo lizerinde gosterilmesi

PINPRICK TESTI SONUCLARI
NORMAL YONDE REVERSE YONDE
GREFTLEME GREFTLEME
(A GRUBU) (B GRUBU)
RAT OPERE SAGLAM RAT OPERE SAGLAM

TARAF TARAF TARAF TARAF
Al 3 3 B1 1 3
A2 3 3 B2 3 3
A3 3 3 B3 3 3
A4 3 3 B4 3 3
A5 3 3 B5 3 3
A6 3 3 B6 1 3
A7 3 3 B7 3 3
A8 3 3 B8 3 3
A9 3 3 B9 2 3
A10 3 3 B10 3 3

3.1.4. Sicak Zemin Testi Bulgulari

Tiim ratlara bilateral sicak zemin testi yapilarak tablo ilizerinde kaydedildi (Tablo

3.4.). Gruplar karsilagtirildiginda sicak zeminden ayak ¢ekme siireleri agisindan

anlamli fark saptandi. Kontrol grubundaki ratlar A(p:0,007) ve B(p:0,001)

gruplarina kiyasla sicak zeminden ayaklarini1 daha kisa stirede cektiler. A ve B grubu

karsilagtirildiginda ise anlamli fark saptanmadi.
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Tablo 3.4. Sicak zemin testinin tiim ratlardaki sayisal degerlerinin tablo tizerinde

gosterilmesi

SICAK ZEMIN TESTi SONUCLARI

NORMAL YONDE REVERSE YONDE
GREFTLEME GREFTLEME
(A GRUBU) (B GRUBU)
RAT OPERE SAGLAM RAT OPERE SAGLAM
TARAF TARAF TARAF TARAF
Al 1,9 0,32 B1 12 0,49
A2 1,1 0,43 B2 12 0,36
A3 0,59 0,39 B3 0,44 0,40
A4 1.4 0,4 B4 0,43 0,40
A5 0,5 0,33 B5 0,40 0,39
A6 0,41 0,32 B6 0,38 0,32
A7 0,81 0,28 B7 12 0,49
A8 0,42 0,49 B8 0,50 0,28
A9 0,54 0,22 B9 12 0,92
A10 0,51 0,44 B10 0,45 0,40
6,00
5,00
B
'_g 4,00
%
= 3,004
E
N
E 2,00
1,00

0,00

I
KOMNTROL GRUBU

Ll
A GRUBL

I
B GRUBL

Sekil 3.3. Sicak zemin testi sonuglarinin grafik {izerinde gosterilmesi
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3.1.5 Gastroknemius Agirhik Orami Bulgular:

Tablo 3.5. Gastroknemius agirliklarinin tablo {izerinde gosterilmesi

GASTAROKNEMUS AGIRLIKLARI SONUCLARI

NORMAL YONDE REVERSE YONDE
GREFTLEME GREFTLEME
(A GRUBU) (B GRUBU)
RAT OPERE SAGLAM RAT OPERE SAGLAM

TARAF TARAF TARAF TARAF
Al 664 1623 B1 916 1519
A2 972 1733 B2 1122 1877
A3 932 1683 B3 933 1837
A4 1022 1789 B4 747 1456
A5 935 1932 B5 569 1780
A6 806 1590 B6 825 1757
A7 724 1573 B7 718 1811
A8 843 1830 B8 713 1839
A9 843 1619 B9 863 1696
A10 1017 1673 B10 806 1735

Tablo 3.6. Gastroknemius agirlik orani sonuglarinin tablo iizerinde gosterilmesi

GASTROKNEMIiUS AGIRLIK ORANI SONUCLARI

RAT NORMAL YONDE RAT REVERSE YONDE
GREFTLEME GREFTLEME
(A GRUBU) (B GRUBU)
Al 0,40 B1 0,60
A2 0,56 B2 0,59
A3 0,55 B3 0,50
Al 0,57 B4 0,51
A5 0,48 B5 0,31
A6 0,50 B6 0,47
A7 0,46 B7 0,39
A8 0,46 B8 0,38
A9 0,52 B9 0,50
A10 0,60 B10 0,46
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Ratlar sakrifiye edildikten sonra bilateral gastroknemius kaslar1 origo ve
insersiyolarindan ayrilarak hassas elektronik terazide agirliklar1 6l¢iildii ve tablo
tizerinde kaydedildi (Tablo 3.5.). Ardindan opere edilen taraf saglam tarafa boliinerek
gastroknemius agirlik oranlari kaydedildi (Tablo 3.6.). Gastroknemius agirlik oranlari
istatiksel olarak karsilastirildiginda kontrol grubu A ve B gruplarina gére anlamh
derecede fazla oldugu izlendi (p<0,005). A ve B gruplar1 arasinda ise gastroknemius

agirlik oran1 bakimindan anlamli fark saptanmadi.

1,20

1,009

0,804

0,604

Gastroknemius Agirlik Orani

0,40

0,20

I 1 [
KONTROL GRUBU A GRUBU B GRUBU

Sekil 3.4. Gastroknemius agrilik oranlar1 sonuglarinin grafik tizerinde gdsterilmesi
3.2. Histolojik Bulgular

Histolojik degerlendirmeler esnasinda HE boyamalar ile periferik sinirlerde
olusan hasarin skorlanmasinda dejenerasyon, nekroz, hiicresel infiltrasyon, glial hiicre
reaktivitesi ve 6dem parametreleri lizerinden hi¢ yok veya en az +1 ile en ¢ok +5

araliginda kor olarak 2 histolog tarafindan degerlendirme yapildi.
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Akson say1s1 ve myelin morfometrisi incelemeleri TB ile boyanan preparatlar
tizerinde her 6rnekte en biiytik sinir lifleri olmak tizere 10 6l¢iim yapilip ortalamalari

alindi. Yapilan dl¢limler ile pm olarak ifade edildi.

Myelin kilif kalinligi ise LFB ile boyanan preparatlar iizerinden
degerlendirildi.

Kontrol grubundan alinan 6rneklerde sinir liflerinin bag dokusu lifleri iginde
yer alan farkli biiytikliikteki demetleri goriildii. Miyelin kilifi farkli boyutlarda,
kalinliklarda ve yogunluklarda izlendi. Normal yogunluklu miyelinli lifler ve biiyiik
Schwann hiicrelerinin vezikiiler aktif ¢ekirdekleri ile sinir liflerinin normal Kesitleri

goriildii (Resim 3.1., Resim 3.2., Resim 3.3.).

Resim 3.1. Kontrol kesitlerinde sinir liflerinin normal kesitleri, aksonlarinin

stirekliligi ve bunlarin ¢evreleyen miyelin kilifi gézlendi.
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Resim 3.2. Kontrol kesitlerinde sinir liflerinin normal kesitleri, aksonlarinin

stirekliligi ve bunlarin ¢evreleyen miyelin kilifi gézlendi.

Resim 3.3. Kontrol kesitlerinde sinir liflerinin normal kesitleri, aksonlarinin

stirekliligi ve bunlarin ¢evreleyen miyelin kilifi gézlendi.
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HE boyamas1 yapilan ornekler incelendiginde kontrol grubunda histolojik
olarak, sinir fasikiilleri ve epinéryum inflamasyon olmayan normal goriiniimde
izlendi. Perinérium benzer sekilde normal morfolojide gézlendi. A ve B grubundan
alinan ornekler incelendiginde ise sirali lameller yapi, aksonal biiziilme veya sisme,
endondral kapiller izlendi. Miyelinli sinirin miyelin kilifinda lifler ince, gevsek,
diizensizdi ve vakuolar benzeri bozukluklar saptandi. Bazi sinir lifleri miyelinsiz
goriinliyordu. Liflerde ayrilma ve aksonal atrofi belirtileri izlendi. Endonéral kapiller
duvar kalin ve diizensiz goriildii. Miyelin sinir liflerinde sisme, bozulma ve azalma

bulundu (Resim 3.4., Resim 3.5., Resim 3.6.).

Resim 3.4. A gurubu distalden alinan ve tiim guruplarda degisik diizeylerde goriilen
siyatik sinir histopatolojik bulgular1 olarak folikiil ve fibrozis olusumu ile

inflamasyon ve aksonlar arasinda bosluklar izlendi.
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Resim 3.5. A gurubu distalden alinan ve tiim guruplarda degisik diizeylerde goriilen
styatik sinir histopatolojik bulgulari olarak folikiil ve fibrozis olusumu ile

inflamasyon ve aksonlar arasinda bosluklar izlendi.

Resim 3.6. A gurubu distalden alinan ve tiim guruplarda degisik diizeylerde goriilen
siyatik sinir histopatolojik bulgulari olarak folikiil ve fibrozis olusumu ile

inflamasyon ve aksonlar arasinda bosluklar izlendi.
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Her grubun proksimal kesitleri, greft ortasindan alinan kesitler ve greft
distalinden alinan kesitleri hasar miktar1 ag¢isindan karsilastirildi (Resim 3.7., Resim

3.8., Resim 3.9.).
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Resim 3.7. Her ii¢ grup i¢in proksimalden alinan kesitlerin karsilagtirmasi

Orneklerde sinir liflerinin normal kesitleri, aksonlarinin siirekliligi ve bunlarin
cevreleyen myelin kilif gozlendi. Hasar olusan bolgelerde liflerin kalinlagmasi,

diizensizligi ve devamsizligl, ayrica yogunlugunun azalmasi saptandi.
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Resim 3.8. Her ii¢ grup i¢in greft ortasindan alinan kesitlerin karsilastirmasi

Orneklerde sinir liflerinin normal kesitleri, aksonlarmin siirekliligi ve
bunlarin ¢evreleyen myelin kilif gézlendi. Hasar olusan bolgelerde liflerin

kalinlagsmasi, diizensizligi ve devamsizligi, ayrica yogunlugunun azalmasi saptandi.
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Resim 3.9. Her ii¢ grup i¢in distalden alinan kesitlerin karsilagtirmasi

Omneklerde sinir liflerinin normal kesitleri, aksonlarinin siirekliligi ve bunlarin
cevreleyen myelin kilif gozlendi. Hasar olusan bolgelerde liflerin kalinlagmasi,

diizensizligi ve devamsizligl, ayrica yogunlugunun azalmasi saptandi.

HE ile boyama yapilan kesitlerde sinirde olusan hasar skorlamalar1 yapildi.
Her grubun proksimal, greft ve distal kisimlarindan alinan kesitlere noron
dejenerasyonu, nekroz, hiicresel infiltrasyon, glial hiicre reaktivitesi ve Odem
parametreleri lizerinden hi¢ yok veya en az +1 ile en ¢ok +5 araliginda kor olarak 2
histolog tarafindan degerlendirme yapildi. Daha sonra distal kesitlerin skorlari
proksimal kesitlerin skorlarina boliinerek bir oran olusturuldu. Hasar miktari ile bu
oran dogru orantili olarak artacagi i¢in kiigiik degerler iyilesmenin daha iyi oldugunu
gostermektedir. Veriler her grup i¢in hesaplanarak tablo iizerinde kaydedildi (Sekil
3.5.). Distal hasar skorunun proksimal hasar skoruna oranlari istatiksel olarak

degerlendirildiginde kontrol grubu ile A ve B gruplari arasinda anlamli fark saptandi
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(p<0,05). A grubu ile B grubu arasinda da anlamli fark izlendi (p:0,024). A grubunda

daha az hasar orani oldugu izlendi.

2,00
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Hasar Oram

1,00

0,50

KONTROL GRUBL

Sekil 3.5. Distalde olusan hasarin proksimale oraninin tablo {izerinde gdsterilmesi

30



Kesitler toluidin mavisi (TM) ile boyand: ve 1s1k mikroskobu ile incelendi,
bir dijital kamera ile fotograflandi. Akson ve myelin hasarinin varligi gézlendi. Sinir
hiicrelerinin sitoplazmasinda vakuolar dejenerasyon, enflamasyon, 6dem, fibroz
alanlar ve mavi lekeli sinir hiicresi fibroz alanlari izlendi (Resim 3.10., Resim 3.11.,
Resim 3.12.).

Resim 3.10. A gurubu distalden alinan ve biitiin 6rneklerde degisik diizeylerde

goriilen histopatolojik degisiklikler izlendi.
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Resim 3.11. B gurubu distalden alinan ve biitiin 6rneklerde degisik diizeylerde
goriilen histopatolojik degisiklikler izlendi.

Resim 3.12. A gurubu greft ortasindan alinan ve biitiin 6rneklerde degisik
diizeylerde goriilen histopatolojik degisiklikler izlendi.
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Her grubun proksimal kesitleri, greft ortasindan alinan kesitler ve greft
distalinden alinan kesitleri akson sayilar1 agisindan karsilagtirildi (Resim 3.13.,

Resim 3.14., Resim 3.15.).

Resim 3.13. TB kesitlerde her ii¢ grup i¢in proksimalden alinan kesitlerin

karsilastirmast

Akson sayilarinin her drnekte on alandan 6lgiimleri yapildi. Olgiimlerin

ortalama ve standart sapmalar1 bulunup istatistigi yapildi.
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Resim 3.14. TB kesitlerde her ii¢ grup i¢in greft ortasindan alinan kesitlerin

karsilastirmast

Akson sayilarmin her 6rnekte on alandan 6Slgiimleri yapildi. Olgiimlerin

ortalama ve standart sapmalar1 bulunup istatistigi yapildu.
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Resim 3.15. TB kesitlerde her ti¢ grup i¢in distalden alinan kesitlerin karsilagtirmasi

Akson sayilarmin her 6rnekte on alandan 6lgiimleri yapildi. Olgiimlerin

ortalama ve standart sapmalar1 bulunup istatistigi yapildi.

TB kesitler degerlendirilirken her grubun proksimal, orta ve distalinden alinan
kesitlerden akson sayimi yapildi. Ardindan distaldeki akson sayis1 proksimaldeki
akson sayisina oranlanarak akson sayist degisim indeksi olarak adlandirildi. Veriler
her kesit i¢in hesaplanarak tablo iizerinde kaydedildi (Sekil 3.6.). Akson sayisi
degisimleri istatiksel olarak degerlendirildiginde kontrol grubu ile A ve B gruplari
arasinda anlaml fark izlendi (p<0,05). A grubu ile B grubu arasinda ise anlaml1 fark

izlenmedi (p>0,05).
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Sekil 3.6. Akson sayis1 degisim indeksinin tablo iizerinde gosterilmesi

Kesitler Luxol Hizli Mavisi (LFB) ile boyandi1 ve myelin degisiklikleri ile
demiyelinizasyon degerlendirildi. Bu 6zel boya myeline baglanip tek bagina myelinin
derin mavi boyamasin1 vererek boyanmamis akson ve diger yapilari ortaya koyar. Bir
optik mikroskop altinda enine kesitte normal sinir, sinir liflerini ¢evreleyen myelinin
merkezi noktali gériinlimiinii gosterir. Boyuna kesitte myelin yiginlar halinde goriiliir
ve bazal membranla ¢evrili uzun, diizgiin yapilardan olusur (Resim 3.16, Resim 3.17.,

Resim 3.18.).
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Resim 3.16. A gurubu distalden alinan ve tiim guruplarda degisik diizeylerde
gozlenen LFB kesitlerinde sinir liflerinin biiziilmesi ve ¢aplarinin azalmasi, akson

atrofisi ve miyelin vakuolizasyon enine kesitlerde gozlendi.

-

Resim 3.17. A gurubu greft ortasindan alinan ve tiim guruplarda degisik diizeylerde
gbzlenen LFB kesitlerinde sinir liflerinin biiziilmesi ve ¢aplarinin azalmasi, akson

atrofisi ve myelin vakuolizasyon enine kesitlerde gézlendi.
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Resim 3.18. B gurubu distalden alinan ve tiim guruplarda degisik diizeylerde
gozlenen LFB kesitlerinde sinir liflerinin biiziilmesi ve ¢aplarinin azalmasi, akson

atrofisi ve miyelin vakuolizasyon enine kesitlerde gézlendi.

Her grubun proksimal kesitleri, greft ortasindan alinan kesitler ve greft
distalinden alinan kesitleri myelin kilif kalinlig1 agisindan karsilastirildi (Resim
3.19., Resim 3.20., Resim 3.21.).
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Resim 3.19. LFB kesitlerde her ti¢ grup i¢in proksimalden alinan kesitlerin

karsilastirmasi.

LFB ile boyanmis sinir. Myelin degisikliklerini izlemek i¢in kullanildi. LFB
kesitlerinde sinir liflerinin biiziilmesi ve ¢aplarinin azalmasi, akson atrofisi ve myelin

vakuolizasyon enine kesitlerde gozlendi.
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Resim 3.20. LFB kesitlerde her ii¢ grup i¢in greft ortasindan alinan kesitlerin

karsilastirmasi.

LFB ile boyanmis sinir. Myelin degisikliklerini izlemek i¢in kullanildi. LFB
kesitlerinde sinir liflerinin biiziilmesi ve ¢aplarinin azalmasi, akson atrofisi ve myelin

vakuolizasyon enine kesitlerde gozlendi.
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Resim 3.21. LFB kesitlerde her ti¢ grup i¢in distalden alinan kesitlerin

karsilastirmasi.

LFB ile boyanmuis sinir. Myelin degisikliklerini izlemek icin kullanildi. LFB
kesitlerinde sinir liflerinin biiziilmesi ve ¢aplarinin azalmasi, akson atrofisi ve myelin

vakuolizasyon enine kesitlerde gozlendi.

LFB kesitler degerlendirilirken her grubun proksimal, orta ve distalinden
alinan kesitlerden myelin kilif kalinliklart 6lgiildii. Ardindan distaldeki myelin kilif
kalinlig1 proksimaldeki myelin kilif kalinligina oranlanarak myelin kilif kalinlig
degisim indeksi olarak adlandirildi. Veriler her kesit i¢in hesaplanarak tablo tizerinde
kaydedildi (Sekil 3.7.). Myelin kilif kalinhigi degisim indeksi istatiksel olarak
incelendiginde kontrol grubu ile A grubu arasinda ve kontrol grubu ile B grubu
arasinda anlamh fark izlendi (p:0,024). A grubu ile B grubu arasinda ise istatiksel

olarak anlaml fark izlenmedi (p>0,05).
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Sekil 3.7. Myelin kilif kalinlig1 degisim indeksinin tablo iizerinde gosterilmesi
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4. TARTISMA

Bu calismada defektif sinirlerin sinir otogrefti ile tedavisinde greftin

oryantasyonunun fonksiyonel ve histolojik iyilesmeye etkisi arastirilmistir.

Calismada diger tiim parametreler standartize edilerek gruplar arasinda sadece
greft yonleri degistirildi ve greft yoniiniin sinir iyilesmesine etkisi arastirildi. Sonuglar
degerlendirilirken  fonksiyonel ve histolojik analiz yapildi. Fonksiyonel
degerlendirme icin hem duyusal hem de motor fonksiyonlar1 degerlendirmek
amactyla itme kuvveti testi, pinprick testi, sicak zemin testi ve gastroknemius kasi
agrilik miktarlar1 degerlendirilerek karsilastirma yapildi. Histolojik degerlendirmede
ise akson sayist degisim indeksi, myelin kilif kalinligi degisim indeksi ve sinir
greftinin distalinde olusan hasar miktar1 degerlendirildi ve gruplar arasi

karsilastirmalar yapildi.

Sonuglar degerlendirildiginde itme kuvveti orani agisindan normal ve reverse
yonde greftleme yapilan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli fark olmadigi
goriildii. Gastroknemius agirlik oranlart karsilagtirildiginda yine normal yonde
greftleme yapilan grup ile reverse yonde greftleme yapilan grup arasinda anlamli fark
olmadig1 goriildii. Itme kuvveti testinin ve gastroknemius agirlik oraninin motor
fonksiyonlar1 degerlendirdigi g6z Oniinde bulundurulursa motor fonksiyonlar

acisindan her iki grup benzer sonuglara sahipti.

Pinprick testi ve sicak zemin testi duyusal fonksiyonlar1 degerlendirmek i¢in
kullanildi. Pinprick testi skorlar1 karsilastirildiginda normal yonde greftleme yapilan
grup reverse yonde greftleme yapilan gruba fiistiin geldi. Herhangi bir islem
yapilmayan kontrol grubu ile normal yonde greftleme yapilan grubun ratlar1 pinprick
testi skorlar1 acisindan ayni degere sahip oldular. Sicak zemin testi skorlari
karsilastirildiginda normal yonde greftlenen grubun sicak zeminden ayaklarini cekme
siiresi reverse yonde greftlenen gruba kiyasla bariz bir sekilde daha kisa oldugu
goriildii. Reverse yonde greftleme yapilan gruptan dort rat sicak zeminden ayaklarini

12 saniye boyunca ¢ekmedi ve test sonlandirilarak termal hasar olusmasinin Gniine
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gecildi. Siireler karsilastirildiginda normal yonde greftleme yapan grup reverse yonde
greftleme yapilan gruba {stiin geldi. Fakat istatiksel olarak degerlendirme
yapildiginda anlamli fark ¢ikmadi. Bunun sebebi siirelerin normal dagilim
gostermemesi olarak degerlendirildi. Sonu¢ olarak duyusal fonksiyonlar agisindan
normal yonde greftleme yapilan grup reverse yonde greftleme yapilan gruba kiyasla

iistiin fonksiyonel skorlara sahip oldugu goriildii.

Histolojik sonuglar degerlendirilirken Hematoksilen-Eosin, Toluidin Mavisi
ve Luksol Fast Mavisi ile boyanan kesitler degerlendirildi. Kesitler greftin
proksimalinden, greftin ortasindan ve distalinden alinarak degerlendirildi. HE boyama
ile sinirin greft distalinden alinan kesitlerdeki hasar miktarina bakildi. Normal yonde
greftleme yapilan grupta reverse yonde greftlenen gruba kiyasla daha az hasar oldugu
goriildii. Toluidin Mavisi ile akson sayilar1 degerlendirildi. Distaldeki akson sayilari
greftin proksimalindeki akson sayilarina boliinerek akson sayisi degisim indeksi
olarak adlandirildi. Akson sayis1 degisim indeksi agisindan her iki grup arasinda
istatiksel olarak anlamli fark goriilmedi. Luksol Fast Blue ile myelin kilif kalinlig
degerlendirildi. Greftin distalindeki myelin kilif kalinlig1 greftin proksimalindeki
myelin kilif kalinligina boliinerek myelin kilif kalinlig1 degisim indeksi olarak
adlandirildi. Myelin kilif kalinlig1 degisim indeksi acisindan gruplar arasinda anlamh
fark saptanmadi. Tiim bu histolojik sonuglar degerlendirildiginde normal ydnde
greftleme yapilan grubun distalde daha az hasar skoruna sahip olmasi normal
fizyolojik dizilimin korunmasina bagl oldugu diisiiniildii. Distale ulasan akson sayis1
ve distalde olugsan myelinizasyon agisindan ise normal yonde greftleme ile reverse
yonde greftlemenin arasinda anlamli fark olmadigi yani histomorfometrik olarak

tyilesmenin greft yoniine baglh olmadigi goriildii.

Sinir kesisi sonrasinda kesinin proksimalinde sinir hiicreleri aksonal filizler
olusturur. Bu aksonal filizlerin hedef organa ulasabilmesi i¢in uygun bir onarim
gerekmektedir. Distal giidiige yonelim saglayamayan aksonal filizler hedef organa
ulasamaz ve néroma adi verilen bir yap1 olusturabilir(24). Kesi hattinin distalinde
kalan sinir dokusundaki akson ve myelin kilifta ‘walleryan dejenerasyon’ olusur(25).
Walleryan dejenerasyon siirecinde schwann hiicreleri ve makrofajlar rol almakla

birlikte hematojen fagositler de biiylik rol iistlenir(26). Schwann hiicrelerinin
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olusturdugu ‘biingner bantlar’’ olarak adlandirilan endonéral tiibiiler yapilar;
proksimalde olusan akson filizlerinin hedef organa ulasmasini saglayan rehber
niteligindeki yapilardir(27). Bu bilgiler 1s1ginda degerlendirme yaptigimizda periferik
sinir onariminda kesinin distalinde yer alan yapilar kilavuz gorevi {istlenerek

proksimaldeki aksonlarin hedef organa uygun bir sekilde ulasmasini saglarlar.

Yaralanmanin sekli, hastaya bagl faktorler ve cerrahi teknige bagl faktorler
gibi sinir iyilesmesine etki eden bir¢ok faktoér bulunmaktadir. Sinirin devamliliginin
korundugu kompresif yaralanmalar sonucu olusan néropraksi tarzinda yaralanmalarin
sonuglarmin 1yi oldugu, buna karsin sinirde defekt olusturan yiiksek enerjili ve ezilme
tarz1 yaralanmalarin sonuglarinin  kotii oldugu bilinmektedir. Hastaya baglh
faktorlerden ise en goze carpanin hastanin yasi oldugu bilinmektedir(28). Cerrahi
teknige bagli faktorlerden ise yaralanmadan sonra onarima kadar gegen siire ve
fasikiiler dizilim tlizerine daha ¢ok durulmustur. Devamliligi bozulan bir sinir,
fibrozisi azaltmak, retraksiyondan kaynaklanan gerilimi en aza indirmek ve
iyilesmeyi en iist diizeye ¢ikarmak i¢in yaralanmadan sonra miimkiin oldugunca kisa
stire igerisinde onarilmalidir(29, 30). Deneysel ¢alismamizda sinir kesisi ile greftleme
ayni seansta yapildig1 i¢in yaralanmadan sonra onarima kadar gecen siire optimize
edildi. Yine sinir onariminda fasikiillerin karsilikli gelmesine dikkat edilmesi
gerektigi bilinmektedir. Koaptasyon hattinda kuvvetsiz tekniklerin secilmesi sinirde
ayrisma ve bosluklarin olusmasi kotii sonuglara sebep olabilir ve néroma formasyonu
olusabilir(24, 31). Bizim ¢alismamizda sinir greftinin proksimal ve distalinde dérder
adet epinodral siitlir ile koaptasyon yapildi ve gap olugsmamasma dikkat edildi.

Makroskobik ve mikroskopik olarak da higbir sinirde néroma olusmada.

Bu ¢alismanin vurguladigi en 6nemli noktalardan birisi deneysel ¢aligmalarin
standartizasyonuna olan katkisidir. Literatiire bakildiginda daha o6nce sinir
greftlemesinde greft yoniinii inceleyen bazi ¢alismalar oldugu goriilmektedir(32-41).
Bu c¢aligmalar incelendiginde standartize bir onarimin olmadig1 ve secilen greftin
farkliliklar gbstermesidir. Sural sinir gibi duyusal sinirlerin greft olarak segilmesi
siyatik sinire nazaran ince olmasi nedeniyle ¢ap uyumsuzluguna sebep olmaktadir.
Boyle durumlarda birkag adet kablo greft olarak kullanilmaktadir. Yine koaptasyon

hattinda siitiir ile epindral onarim veya kondiiit ile onarim gibi farkli yontemlerin
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kullanildig1 goriilmektedir. Bizim ¢alismamizda siyatik sinir igin yine siyatik sinir
greft olarak kullanildi ve ¢ap uyumsuzlugunun oniine gecildi. Yine sinir onariminda
altin standart kabul edilen epindral onarim kullanilarak optimal sartlar elde edilmeye

calisildi.

Bu c¢alismanin bazi kisitlamalarmin oldugu da goéz ardi edilmemelidir.
Kisitlamalardan ilki takip siiresinin kisali§i olarak degerlendirilebilir. Sinir
iyilesmesinde aksonal rejenerasyon hizi 1 mm/giin olarak disiinilmektedir(42).
Ratlarda ise rejenerasyon hizinin daha fazla oldugu, giinde 2-3,5 mm’ye kadar
ulasabildigi bilinmektedir(43). Bu bilgiler g6z o6niinde bulunduruldugunda
calismamizdaki 12 haftalik takip siiresinin iyilesmeyi degerlendirme adina iyi bir siire

oldugu kanaatindeyiz.

Bir diger kisitlama ise sinir greftinin uzunlugu olarak degerlendirilebilir.
Periferik sinir greftlemesinde onarim hattinda gerilimi engellemek igin greft
uzunlugunun defekt uzunlugundan %10-20 daha uzun olmasi 6nerilmektedir(44). Bu
calismada greft ile defekt uzunlugunun ayni olmasi dezavantaj olarak
degerlendirilebilir. Ancak kesi ile onarim ayni seansta yapilarak, diizgiin kesi hatti
olusturularak ve mezonoral gevsetme yapilarak onarim hattinda gerilim olugmasinin

Oniine gegilmeye ¢alisildi.

Sinir iletim calismasi, elektron mikroskopisi ile degerlendirme ve yliiriime
analizi yapilmamas1 da kisitliliklardan diisiiniilebilir. Fonksiyonel degerlendirmede
duyu ve motor fonksiyonlar i¢in itme kuvveti testi, pinprick testi, sicak zemin testi ve
gastroknemius agirlilk  orani  gibi  degerlendirmelerin  yapilmasi, histolojik
degerlendirmede ise hasar miktari, akson sayisi degisim indeksi ve myelin kilif
kalinlig1 degisim indeksi gibi parametrelerin degerlendirilmesinin yeterli oldugu

distinildii.

Periferik sinir greftlemesi ile alakali bir¢ok ¢alisma yapilmasina ragmen greft
oryantasyonu hakkinda kisith ve tartigmali bilgilerin olmas1 bizi bu calismay1
yapmaya yoOnlendirmistir. Bu deneysel ¢alismanin planlanmasi ve standartize bir
sekilde yapilarak fonksiyonel ve histolojik olarak karsilagtirilmasinin literatiire katki

saglayacagina inanmaktayiz.
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5. SONUC ve ONERILER

Periferik sinirlerin defektif yaralanmalarinda sinir otogreftleri ile onarim
giiniimiizde altin standart olarak kabul edilmektedir. Mikrocerrahi tekniklere uygun
olarak yapilan sinir greftlemelerinden sonra tatmin edici sonuglara ulasilmaktadir.
Kullanilan cerrahi teknikler ise basari1 agisindan biiyiik onem arz etmektedir. Bu
tekniklerden siitiir ile epindral onarimin en iyi sonuglari verdigi bilinmektedir.
Kullanilan greft ile onarilan sinir arasinda da ¢ap uyumu olmasi énemli etkenlerden
birisidir. Fakat greft yoniiniin nasil olmasi gerektigi acisindan yeterli bilgi

bulunmamaktadir.

Bu bilgiler 1s18inda literatiire katki yapilmasi amaglanmig ve bu g¢alisma
planlanmistir. Deneysel ¢alismanin sonuglarina gore normal yonde sinir greftlemesi
yapilmasi; duyusal fonksiyonlar acisindan daha iyi greftleme teknigi oldugu
bulunmustur. Akson sayist ve myelin kilif kalinlig1 agisindan ise greft yoniiniin
iyilesmeye etkisinin olmadig tespit edilmistir. Yine koaptasyon hatlarina dort stitiir
ile epindral onarimin yapilmasinin néroma formasyonu gibi olumsuz sonuglar
olusturmadig: goriilmiistiir. Gelecekte yapilacak calismalar i¢in ayni1 ¢apta sinir grefti
kullanilmast ve epindral onarim yapilmasini Onermekteyiz. Bdylelikle yapilan
caligmalarda sinir iyilesmesini olumsuz etkileyebilecek parametreleri azaltarak

arastirilmasi istenen etken daha 1yi degerlendirilebilecektir.

47



KAYNAKLAR

1. Taylor CA, Braza D, Rice JB, Dillingham TJAjopm, rehabilitation. The
incidence of peripheral nerve injury in extremity trauma. 2008;87(5):381-5.

2. Li R, Liu Z, Pan Y, Chen L, Zhang Z, Lu LJCDb, et al. Peripheral nerve injuries
treatment: a systematic review. 2014;68(3):449-54.

3. Lee SK, Wolfe SWJJ-JotAA0OS. Peripheral nerve injury and repair.
2000;8(4):243-52.

4. Siemionow M, Brzezicki GJlron. Current techniques and concepts in
peripheral nerve repair. 2009;87:141-72.

5. Topp KS, Boyd BSJJoHT. Peripheral nerve: from the microscopic functional
unit of the axon to the biomechanically loaded macroscopic structure.
2012;25(2):142-52.

6. Pina-Oviedo S, Ortiz-Hidalgo C. The Normal and Neoplastic Perineurium: A
Review. 2008;15(3):147-64.

7. Muangsanit P, Shipley RJ, Phillips JBJTAR. Vascularization strategies for
peripheral nerve tissue engineering. 2018;301(10):1657-67.

8. Seddon HIBmj. A classification of nerve injuries. 1942;2(4260):237.

9. Sunderland SJB. A classification of peripheral nerve injuries producing loss
of function. 1951;74(4):491-516.

10.  Beris A, Gkiatas I, Gelalis I, Papadopoulos D, Kostas-Agnantis 1JEJOOS,
Traumatology. Current concepts in peripheral nerve surgery. 2019;29(2):263-9.

11. Hirasawa YJJoOS. Peripheral nerve suture. 1996;1(3):214-29.

12.  Kline DG, Hudson AR, Bratton BRJJON. Experimental study of fascicular
nerve repair with and without epineurial closure. 1981;54(4):513-20.

13.  Millesi HJHc. Techniques for nerve grafting. 2000;16(1):73-91, viii.

14.  Colen KL, Choi M, Chiu DTJP, surgery r. Nerve grafts and conduits.
2009;124(6S):e386-94.

15.  Sameem M, Wood TJ, Bain JRJP, Surgery R. A systematic review on the use
of fibrin glue for peripheral nerve repair. 2011;127(6):2381-90.

16.  Nishimura MT, Mazzer N, Barbieri CH, Moro CAJJorm. Mechanical
resistance of peripheral nerve repair with biological glue and with conventional suture
at different postoperative times. 2008;24(05):327-32.

17.  Konofaos P, Ver Halen JJJorm. Nerve repair by means of tubulization: past,
present, future. 2013;29(03):149-64.

18.  Keilhoff G, Stang F, Wolf G, Fansa HJB. Bio-compatibility of type I/1ll
collagen matrix for peripheral nerve reconstruction. 2003;24(16):2779-87.

19. Koka R, Hadlock TAJEN. Quantification of functional recovery following rat
sciatic nerve transection. 2001;168(1):192-5.

20.  Siemionow M, Duggan W, Brzezicki G, Klimczak A, Grykien C,
Gatherwright J, et al. Peripheral nerve defect repair with epineural tubes supported
with bone marrow stromal cells: a preliminary report. 2011;67(1):73-84.

21.  Devor M, Schonfeld D, Seltzer Z, Wall PJJoCN. Two modes of cutaneous
reinnervation following peripheral nerve injury. 1979;185(1):211-20.

22. Varejao AS, Cabrita AM, Meek MF, Bulas-Cruz J, Melo-Pinto P, Raimondo
S, et al. Functional and morphological assessment of a standardized rat sciatic nerve
crush injury with a non-serrated clamp. 2004;21(11):1652-70.

23. Evans G, Brandt K, Widmer M, Lu L, Meszlenyi R, Gupta P, et al. In vivo
evaluation of poly (L-lactic acid) porous conduits for peripheral nerve regeneration.
1999;20(12):1109-15.

48



24, Foltan R, Klima K, gpaékové J, Sedy JIMh. Mechanism of traumatic neuroma
development. 2008;71(4):572-6.

25.  Coleman MP, Freeman MRJAron. Wallerian degeneration, wlds, and nmnat.
2010;33:245.

26.  Briick WJBp. The role of macrophages in Wallerian degeneration.
1997;7(2):741-52.

27.  Ribeiro-Resende VT, Koenig B, Nichterwitz S, Oberhoffner S, Schlosshauer
BJB. Strategies for inducing the formation of bands of Biingner in peripheral nerve
regeneration. 2009;30(29):5251-9.

28.  Apel PJ, Garrett JP, Sierpinski P, Ma J, Atala A, Smith TL, et al. Peripheral
nerve regeneration using a Kkeratin-based scaffold: long-term functional and
histological outcomes in a mouse model. 2008;33(9):1541-7.

29.  Lundborg G, Rosén BJAp. Hand function after nerve repair. 2007;189(2):207-
17.

30.  Dahlin LJSJoS. Techniques of peripheral nerve repair. 2008;97(4):310-6.

31.  Temple C, Ross D, Dunning C, Johnson JJJorm. Resistance to disruption and
gapping of peripheral nerve repairs: an in vitro biomechanical assessment of
techniques. 2004;20(08):645-50.

32.  Stromberg BV, Vlastou C, Earle ASJTJoHS. Effect of nerve graft polarity on
nerve regeneration and function. 1979;4(5):444-5.

33.  Ansselin AD, Davey DFJM. Axonal regeneration through peripheral nerve
grafts: The effect of proximo-distal orientation. 1988;9(2):103-10.

34.  Ansselin AD, Davey DFJRn, neuroscience. The regeneration of axons through
normal and reversed peripheral nerve grafts. 1993;5(3):225-40.

35.  Sotereanos DG, Seaber AV, Urbaniak JR, Spiegel DA, Sotereanos D, Anthony
DCJJorm. Reversing nerve-graft polarity in a rat model: the effect on function.
1992;8(04):303-7.

36.  Nakatsuka H, Takamatsu K, Koshimune M, Imai Y, Enomoto M, Yamano
YJJorm. Experimental study of polarity in reversing cable nerve grafts.
2002;18(06):509-16.

37.  Sanders F, Young JJJOA. The degeneration and re-innervation of grafted
nerves. 1942;76(Pt 2):143.

38.  Roberts S, Thibaudeau S, Burrell J, Zager E, Cullen D, Levin LIM. To reverse
or not to reverse? A systematic review of autograft polarity on functional outcomes
following peripheral nerve repair surgery. 2017;37(2):169-74.

39.  Afshari A, Nguyen L, Kelm ND, Kim JS, Cardwell NL, Pollins AC, et al.
Assessment of the effect of autograft orientation on peripheral nerve regeneration
using diffusion tensor imaging. 2018;80(4):384.

40. Kim J, Choi YE, Kim JH, Lee SH, Oh S, Kim SHJBRI. Nerve repair and
orthodromic and antidromic nerve grafts: an experimental comparative study in
rabbit. 2020;2020.

41.  Lee DH, You J, Jung JW, Park JW, Lee JIJM. Comparison between normal
and reverse orientation of graft in functional and histomorphological outcomes after
autologous nerve grafting: An experimental study in the mouse model.
2021;41(7):645-54.

42. Burnett MG, Zager ELJINf. Pathophysiology of peripheral nerve injury: a brief
review. 2004;16(5):1-7.

43. Lundborg GJAOS. Nerve regenration and repair: a review. 1987;58(2):145-
69.

49



44,  Griffin JW, Hogan MV, Chhabra AB, Deal DNJJ. Peripheral nerve repair and
reconstruction. 2013;95(23):2144-51.

50



OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
SiNiR GREFTLEMESINDE GREFT YONUNUN iYiLESMEYE ETKIiSi
Musa Ergin
Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dah

TIPTA UZMANLIK TEZI / Konya, 2022

Periferik sinir yaralanmalar1 klinikte sik karsilagilan durumlardandir. Yaralanma sahasinda defekt
olmas1 u¢ uca onarima engel olabilmektedir. Boyle durumlarda sinirin devamliligini saglamak i¢in altin
standart kabul edilen yontem sinir otogrefti kullanilarak onarim yapilmasidir. Ancak sinir otogreftinin
uygulanirken greft yoniiniin nasil olmasi gerektigi tam olarak aydinlatilamamistir. Bu durumun detayli
bir sekilde irdelenmesi ve literatiire katki yapilmasi amaciyla bu ¢alisma planlanmustir.

Toplam 30 adet Wistar Albino rat randomize sekilde ii¢ gruba ayrildi. Gruplardan birisi kontrol grubu
olarak belirlendi ve cerrahi islem yapilmadi. Diger iki gruptan birisine sag siyatik sinirde 10 mm defekt
olusturularak normal yonde sinir otogrefti uygulanirken diger gruba ise reverse yonde sinir otogrefti
uygulandi. Biitiin ratlar 12 haftalik takip sonrasinda fonksiyonel testlere tabi tutuldu. Sakrifikasyon
sonrasi sinirler histolojik olarak incelendi.

Itme kuvveti agisindan kontrol grubu diger iki gruptan iistiin gelirken normal yénde ve reverse yonde
greftleme yapilan gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi. Pinprick testi skorlari incelendiginde
normal yonde greftleme yapilan grubun reverse yonde greftleme yapilan gruba kiyasla tstiinliik
sagladig1 goriildii. Sicak zemin testi bulgular1 ve gastroknemius agirlik oranlart kontrol grubu digindaki
iki grup arasinda kargsilagtirildiginda anlamli fark olmadigi goézlendi. Histolojik degerlendirmeler
sonucunda normal yonde greftlenen grupta distalde olusan sinir hasar miktarinin reverse yonde
greftlenen gruba gore daha az oldugu yani daha fazla iyilesme oldugu izlendi. Akson sayisi degisim
indeksi ve myelin kilif kalinlig1 degisim indeksi agisindan kontrol grubu disindaki iki grup arasinda
anlamli fark izlenmedi.

Bu sonuglara gore greftin fizyolojik yonelimi g6z Oniine alindiginda normal yonde greftleme
yapilmasinin daha iyi fonksiyonel ve histolojik sonuglari oldugu diigiiniilmiistiir. Bu bulgular hem

klinik olarak benzer boyuttaki insan sinirlerinin greftlenmesinde hem de daha sonra yapilacak deneysel
calismalar i¢in yol gosterici olacaktir.

Anahtar Kelimeler: sinir greftlemesi; rat modeli; greft yonii
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SUMMARY

THE EFFECT OF GRAFT DIRECTION ON HEALING IN NERVE GRAFTING

Peripheral nerve injuries are among the most common clinical presentations. Defects at the
injury site may prevent end-to-end repair. In such cases, the gold standard method to ensure the
continuity of the nerve is repairing the nerve using autograft. However, it has not been fully clarified
which the graft direction should be when applying the nerve autograft. This study was planned in order

to examine this situation in detail and to contribute to the literature.

A total of 30 Wistar Albino rats were randomly divided into three groups. One of the groups
was determined as the control group and no surgical procedure was performed. While a 10 mm defect
was created in the right sciatic nerve to one of the other two groups, nerve autograft was applied in the
normal direction, while nerve autograft was applied in the reverse direction to the other group. All rats
were subjected to functional tests after 12 weeks of follow-up. After sacrification, the nerves were

examined histologically.

While the control group was superior to the other two groups in terms of thrust force, there
was no significant difference between the normal and reverse grafting groups. When the Pinprick test
scores were examined, it was seen that the group with normal grafting was superior to the group with
reverse grafting. When the warm floor test findings and gastrocnemius weight ratios were compared
between the two groups except the control group, no significant difference was observed. As a result
of histological evaluations, it was observed that the amount of nerve damage in the distal grafted group
was less than the reverse grafted group, that is, there was more healing. There was no significant
difference between the two groups except the control group in terms of axon number change index and

myelin sheath thickness change index.

According to these results, considering the physiological orientation of the graft, it was
thought that grafting in the normal direction had better functional and histological results. These

findings will guide both clinically similar sized human nerve grafting and further experimental studies.

Keywords: nerve grafting; rat model; graft direction
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