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1.GIRIS VE AMAC

Periferik sinir cerrahisi sonrasinda epinoral fibrozis olusumu, klinik sonuclar ve cerrahinin
basarisinin degerlendirilmesinde onemli rol oynamaktadir. Epindral skar olusumu periferik
sinirlerde yapisiklik olusturmakta ve ekstremite hareketi sirasinda sinir mobilitesini
azaltmaktadir. Cerrahi sonrasinda uzun donemde olusan yapisiklar sinir dokusunda iskemi

olusturup sinirde hasara yol agmaktadir. Bu iskemi ve yapisikliklar duysal ve motor kayiplara

yol acabilmektedir. 1.2

Epindral skar olusumunu engellemek amaciyla mikroskobik, endoskopik, kas flebi ve yag

greftleri gibi bir ¢ok teknik gelistirilmis ancak bu tekniklerde cerrahi sonrasi epindral skar

olusumu tam anlamiyla éinlenememistir.3 Silikon membran benzeri maddeler sinir etrafina

yerlestirilmis ancak bu malzemeler emilmedigi i¢in yabanci cisim reaksiyonu ve sinirde

enflamasyon gibi komplikasyonlara neden oldugu gézlemlenmistir. ' Bu yilizden giliniimiizde
emilebilirligi olan maddelerin kullanilmasi stirekli aragtirma konusu olmustur. Naturel polimer

icerikli bioabsorble adezyon bariyerin sinir cerrahisi sonrasinda epindral skar olusumunu
engelledigine dair bir ¢ok klinik ¢calisma mevcuttur. 48 Ancak bazi klinik caligmalarda da bu

maddelerin etkili olmadig1 savunulmaktadir. ? Epindral fibrozisin engellenmesi ile hem
cerrahinin basaris1 artmakta olup hem de sonradan olusabilecek komplikasyonlarin da 6niine

gecilmektedir. Ayrica hastaya tekrar cerrahi girisim gerektiginde yapilacak cerrahi islemi daha

da kolay hale getirmektedir. 2

Bu calismada, Wistar Albino siganlarda siyatik sinir iki tarafli olarak ortaya konuldu ve steril
teknik ile ¢evre dokulardan diseksiyonu saglandi. Peroneal ve tibial komponentler kiint
diseksiyon ile ayrildi. Naylon fir¢a ile biseps femoris kasinda abrazyon hasar1 saglandi.
Cerrahiden 4 hafta sonra kor cerrahi diseksiyon ile deney kontrol ve karsilastirma gruplarinda
norolizis alanlar1 makroskopik skalalarla gross anatomik olarak ve histopatolojik yontemlerle
kalitatif ve kantitatif olarak degerlendirildi.’»!%!1

Bu caligma ile siganlarda deneysel olarak epinoral skar olusturulmasindan sonra, topikal ve
sistemik uygulanan etanercept’in postoperatif epindral skar gelisimine etkilerinin arastirilmasi

amagclandi.



2.GENEL BILGILER

2.1 TARIHCE

Tip tarihi incelendiginde, Galen (M.S. 2.YY) doneminde sinirlerde iyilesme olmadigini
diisiiniilmemekteydi. Sinir onarimi kavramu ile birlikte bir ¢ok cerrahi islem de gelistirilmistir.
Bu tekniklerden bazilari; epindral flep ile tamir ve side-to-side siitiirlemeydi. Daha sonra ise
1795°da Haighton, 1842’da Muller, 1906’da Sherren ve 1917°da Mayo- Rabson periferik sinir
cerrahisi alaninda bir ¢ok klinik arastirmalarda bulunmuslardir. Ancak sinir iyilesmesinde
beklenilen tiirde bir iyilesme olmamasi 19. Yiizyilda bilim insanlarin bu alanda ¢ok fazla
calisma yapmamasina sebep olmustur. Silas Weir Mitchell, “’Injuries of Nerves’’ isimli
kitabinda I. Diinya savasi sirasinda gdzlemledigi sinir yaralanmalarini, tecriibelerini ve
aragtirmalarin1 paylasmistir. Yine ayn1 donemde Tinel sinirin yenilenmesinin gdstergesi olarak
“’karincalanma’” bulgusunu tarif etmistir. II. Diinya savasi donemine bakildiginda ise Sir
Herbert Seddon ve Barnes Woodhall primer sinir iyilesmesi, sekonder sinir iyilesmesi, sinir
greftleme gibi bir¢ok alanda dnemli arastirmalarda bulunmuslardir. Sir Sydney Sunderland ise

periferik sinirlerin anatomisini ayrmtili gostererek gelecekteki sinir iyilesmesi ile ilgili

caligmalara bir ¢ok katki saglamistir. 12 Gecmiste yapilan onca ¢aligmalara arastirmalara ve
giintimiizde de gelistirilen bir ¢ok tibbi alet, materyallere ragmen epinoéral fibrosiz olusumu tam

anlamiyla ¢oziilebilmis degildir.
2.2. PERIFERIK SINiR SiSTEMIi YAPISI

Sinir hiicresi sinir sisteminin anatomik ve fonksiyonel iinitesini olustururlar. Sinir hiicreleri
arasinda yer alan destek tipindeki hiicreler ndrogliayr meydana getirirler. Noronlar
perikaryon,dentrit ve aksonlardan olugsmaktadir. Perikaryonun sitoplazmasina ndroplazma adi
verilmektedir. Ve burada Nissl cisimcikleri ve norofibriller bulunmaktadir.Nissl cisimcigi
dentritlerde de gdziikmesine ragmen aksonlarda géziikmemektedir. Nissl cisimcikleri motor

ndronlarda bolca bulunmakla beraber ndron hasarinda parcalara ayrilarak tiim ndroplazmaya

dagilir. Bu olay kromatozis olarak adlandirilir. 13,14

Noronlarin uzun uzantilarina akson denmektedir ve bu aksonlar sinir liflerini olugturmaktadir.
Aksonlar 6nce kilifsiz olarak seyreder daha sonrasinda bolgeye gore iizerlerine myelin ve

schwann kilif edinirler. Schwann periferik sinirleri sonlanacaklar1 yere kadar saran kiliftir.
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Schwann hiicreleri bu akson kilifinin yasamlarini idame ettirebilmeleri icin gereklilikleri

saglarlar ve ayrica sinir rejenerasyonunda gorev yaparlar. Sinir lifinin kesilmesi durumunda

13,14

akson santral ugtan baglayarak rejenere olur (Sekil 1).

% Dendrit

Hiicre Govdesi (Soma)

Nukleus
Schwann Hiicresi

Sekil 1: Sinir Hiicresi (Soma, Perikaryon). (© 2000 John Wiley Sons, Inc.)

2.3. PERIFERIK SiNiR SiISTEMi ANATOMISi VE FiZYOLOJiSi

Periferik sinir komplexinde ii¢ tane ortii bulunur. Epindryum, perinéryum ve endondryum.
Epindryum, periferik sinirin tiimiinii kusatan en distaki bag dokusu kilifidir. Bu kilifta elastik
ve kollajen lifler,fibroblastlar,arter ve venler bulunur. Perindryum, epindryum igersinde
binlerce sinir lifinin bir araya gelerek olusturdugu sinir liflerini saran bag dokudur. Perindryum,
epindéryuma gore daha ince ve diizensiz bag dokudur. Endondryum ise en ic¢te bulunan tek bir

sinir lifini saran bag dokudur. Endondryumda ise retikiiler lifler ve kollagen liflerle birlikte

fibroblastlar bulunmaktadir. 1314

11



Kan Damarlar
Epinéral Kihf
Epinériyum

Perinériyum

Endonériyum
Ranvier Diigiimii

Sekil 2: Periferik sinir anatomisi:)'2

Periferik sinirler epindral alandaki arter ve venlerin olusturdugu ekstrinsik sistem ve

endondryumdaki kilcallardan olusan intrinsik sistem ile beslenmektedir. 19-21

Intrinsik sistem gevresel varyasyonlardan etkilenmemekte olup,ekstrinsik sistem adrenalin ve

lokal anestezik maddelerin de kullanilmasindan etkilenir. 2223

Periferik sinir sistemleri santral sinir sistemi ile efektdr organ arasinda iletisimden
sorumludurlar.Afferent lifler c¢evreden aldiklar1 uyarilara santral sinir sistemine

iletirken,efferent lifler ise santral sinir sisteminden aldiklar1 uyarilar1 efektdr organlara tasir.

13,16

Periferik sinir lifleri myelinli ve myelinsiz lifler icerir, Myelinli liflerin kalinliklar1 farkliliklar

gostermekle birlikte myelin lif kalinlig1 arttik¢a uyarinin hizi da artis géstermektedir. 13

Periferik sinirler efektor organa yaklastikca once dallanir ve incelir sonrasinda da sinir
pleksuslar1 olusturur. Hedef bolgeye yaklastik¢a sinir lifleri birbirlerinden ayrilmaya baslarlar
ve daha kiigiik liflere boliiniirler ve giderek dallanarak en son myelin kilifi da sonlanarak organa

ulagir. 13

12



2.4. YARA IYILESMESI

Bir doku hasarlandiginda bag dokusuyla iyilesme baslar ve sonug olarak da skar olusur.ilk
once fibroblastlar bolgeye go¢ eder ve orada ¢ogalmaya baslarlar. Ardindan Ekstraseliiler
matrix birikimi olur. Sonrasinda anjiogenezis olarak adlandirilan vaskularizasyon baslar. En
son olarak da skar doku olusturulup olgunlasmasi tamamlanir. Hasarlanma olustuktan sonra
bolgede fibroblast ve endotel hiicreleri bolgede yogunlasmaya baglar ve graniilasyon dokusu

olusmaya bagslar (Sekil 2 ).

A

Yara ’
biiziigmesi %

Graniilasyon l

4
4
dokusu .
; Kollajen
e birtkmesi
Yangi e Yeniden
/ .
’ sekillenme

GUNLER
1 T 1 1 T T
0.1 0.3 1 3 10 30 100

Sekil 3: Yara iyilesmesi.24

Doku hasarinin oldugu yere fibroblastlarin gogii bazi sitokinlerce saglanir;platelet tiirevi
biiytime faktorii(PTBF), fibroblast biiylime faktorii(FBF), TGF-beta,biliylime faktorleri gibi. Bu
faktorler kollajen ve bag dokusu yapimint tetikler. Fibroblastlar mezenkimal hiicreler olup yara

iyilesmesinde de etkili olan ekstraseliiler matrix iiretiminden sorumludurlar. Fibroblastar

fibrozise sebep olarak bir ¢ok hastalikta rol oynamaktadir. 13-31 Fibroblastlarm da devreye

13



girmesi ve kollajen olusumuyla birlikte graniilasyon dokusu olusmaktadir. Granulasyon dokusu
yogun kollagen iceriklidir ve igerisinde fibroblastlar,elastik doku pargalari, ESM ve az sayida

damar igerir. Olusan tiim bu kompleks yapiya da skar denmektedir. 13,24

Fibroblast ve fibrosit: Fibroblastlar,interstisyumda bulunan ve ESM yapimini saglayan
olgunlaginca da fibrosite doniisen yapilardir. ESM yapimini ¢ok yogun yaptiklarindan dolay1

Endoplazmik retikulumdan ve golgi organelleri gelismistir. Fibrositler fibroblastlara gére daha

koyu renkte,asidik sitoplazmali ve uzun niikleusludur. ( Sekil 4) 13,15

Fibrosit Fibroblast

W H S R
\.“‘v . | Q \{Jt"(i .h; ‘
."’( ,<:‘. { ‘- . W ,

a | )
AN { A b }-’/ AN
‘B, : (“\\3}
158 | , FAY A |
e 't.:- >’

Sekil 4: Fibrosit ve Fibroblast yapisi

Kollagen: Viicutta saglamlik ve elastikiyet saglayana proteinler bulunmakla birlikte bu

proteinlerin %30 u kollajen olusturur.

Kollajen liflerin en ¢ok bilinenleri:

Kollajen tip I: En fazla bulunan tiptir. Tendon, kemik, doku kapsiilii ve dentin de bulunur.
Kollajen tip II: Genellikle haylin ve kikirdak dokusunda bulunur. Ince fibriler yap1 olusturur.

Kollajen tip I1I: Siklikla tip I kollajen gibidir. Retiikiiler fibrillerin kollajen kismidir. Diger

kollajenlerle birlikte ¢oklu polimer yapis1 olustururlar.
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Kollajen  tip IV: Lif yapist olusturmaz ve bazal membranda yerlesir.

Kollajen tip IV: Vaskuler yapilarda, embriyonik zarlarda ve az oranda diger viicut yapilarinda
mevecuttur, 112

Ekstraseliiler kollagenler adezyondan ve rejenerasyondan sorumludurlar. Adhesif
glikoproteinler, ESM kisimlarin1 birbirlerine ve hiicre membranlarina birlestiren yap1
proteinleridir. Bu grubun baglicalari Laminin ve fibronektindir. Proteoglikanlar, gecirgenlik

dagilimi, bag dokusu yapimi ve morfogenez gibi 6zellikleriyle ESM nin tiglincii kismini yapan

ic membran proteinleridir. 16,25

Fibrozis: asir1 miktarda ESM birikmesiyle o dokunun islevini bozan bir olaydir. !

Fibroblastlar ve ESM sentezyleyen hiicreler aktiflestikce ve arttik¢a inflasmayon yayilmaya

baslar. Fetal yaralarda skarsiz iyilesmede organize matrix salgilanmasi rol oynarken erigkinde

organize olmayan kollajen sentezi olur. 28

Cerrahi islemden sonra insizyon yerindeki dikisler 7.giinden sonra ¢ikarilirsa yaranin

giicliniin artmaya baglayip 30 giin boyunca da artmaya devam edip 3.ayda da tamamlandig1

goriilmiistiir. Kollajen tipinin farkli olmasi bu gii¢ artisinda farkliliklar olugturmaktadar. 24

2.5. INFLAMATUAR YANITTA SiTOKINLER

Inflamasyon insanda cesitli hastaliklar veya travmalar sonrasinda dokudaki hasar sonucu
olusan mikroorganizmalar1 yok etmek i¢in gerceklesen olaydir. Ancak bu olay gergeklesirken

saglikli dokuda da hasar olusabilrmektedir. Bir ¢ok hastaligin patogenezinde bu inflamasyon

olay1 yer almaktadir. 33

Bu inflamatuar yanitta en ¢ok etkili olan yapilardan olan sitokinler;makrofaj ve intestinal

sistem gibi hiicrelerden salinan glikoproteinlerdir. Sitokinler 2 ye ayrilmaktadir.

Tip 1 Sitokinler: Interlokin-2 (IL-2), interlokin-3 ( IL-3), Interldkin-4 (IL-4), Interldkin-5 ( IL-
5), Interlokin-6 ( IL-6), Interlokin-7 ( IL-7) , Interlokin-9 (IL-9), Interldkin-11 (IL-11),
Interldkin-13 (IL-13), interlokin-15 (IL-15), graniilosit koloni stimiilan faktdr (G-CSF)

Tip 2 Sitokinler: Interferon (IFN)-a, IFN-B, IFN-y ve Interlokin-10"u (IL-10)
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Tiimor Nekroz Faktor(TNF): Retikiiloendotelyal sistemde bir¢ok hiicre tarafindan endotoksin,
inflamatuar mediatorler veya sitokinlerin uyarilmasi sonucu salinan bir polipeptittir. TNF-a ve
TNF-B olmak iizere iki formu vardir. TNF-a kasektin olarak da adlandirilir. Reseptorleri ve etki
yolaklar1 aynidir. Makrofajlar basta olmak iizere birgok hiicreden salgilanirlar ve genis

biyolojik etkileri mevcuttur. Koagiilasyon , septik sok, immun savunma, kagekside énemli role

sahiptir 34

Inflamatuar uyar1 sonrasinda TNF — alfanin etkisi 30 dakika iginde baslar ve 90-120 dakika
icinde maksimuma ulagir. Yaklasitk 4 saat sonra etkisi kaybolur. TNF ayni zamanda
indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentetaz (NOS)’1n regiilasyonunda rol oynar. TNF-o’nin aktif hale
gelmesi icin trimerik yap1 olusturmasi gerekir. Yapilan ¢aligmalarda, membran TNF-a’larinda
trimerik yap1 olusturdugu ve bu nedenle membrana bagli TNF-o’larda aktif formda olduklar
gosterilmistir. Sitokinlere bagli otoimmiin ve inflamatuar hastaliklarin patogenezinde hiicre dist
boslukta yer alan soluble sitokinden daha ¢ok hiicre-hiicre arasi iletisim ile aktivasyona sebep
olan membran sitokinlerinin daha 6nemli oldugu diistiniilmektedir. Bu nedenle bir hastaligin

anti-TNF ilaglar ile etkin tedavisi i¢cin membran TNF-a aktivitesininde baskilanmasi

gereklidi1‘.35

2.6. ETANERCEPT

Etanercept; psoriatik artrit tedavisinde FDA tarafindan onaylanan ilk rekombinant insan
protenidir. Etanercept ayrica romatoid artrit ve poliartrikiiler giden juvenil romatoid artrit
tedavilerinde de endikedir. Etanercept proinflamatuvar bir sitokin olan tiimdr nekrozis faktor-
alfa’nin yarigmali inhibitoriidiir. Dogustan gelen ve sonradan kazanilan bagisikligin
aktiflestirilmesinde tnf-alfa kritik rol oynar. Immun sistemin direngli olmas: ve uygunsuz tnf-
alfa iretimi kronik inflamasyona,doku hasarmma ve asir1 keratinosit proliferasyonuna yol
acmaktadir.

TNF-alfa aracili olaylarin baglamasi i¢in, TNF-alfanin homotrimerlerinde hiicre yiizey
reseptorlerine yapigmasi reseptorlerinde multimerizasyonu ve hiicer i¢i alanlar yoluyla sinyal
iletiminin gerceklesmesi gerekmektedir. TNF-alfa reseptorlerinin ¢6ziiniir formlarinin var
oldugu ve TNF-alfa’nin hiicre reseptorlerine baglanmasi i¢in yarigmali inhibitorler olarak da
gorev yaptiklar gosterilmistir.(Sekil 5) Buna ragmen dogal antagonist varligi enflamatuar

hastaliklarda goriilen artmig TNF-alfa protein aktivitesini antagonize etmeye yetmez.
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Etanercept, TNF-alfa reseptorlerinin aktivitesini taklit ederek TNF-alfalar1 baglar ve

reseptorlerine baglanmasini engeller3 6,

ENBREL

Sekil 5: Etanercept’in etki mekanizmasi

Etanercept, TNF-alfa ile indiiklenen biyolojik yanitlar1 kontrol eder.Bu nedenle etanercept ile

TNF-alfa’nin inhibe edilmesi inflamasyonun azalmasini saglayabilir. Gaspari ve ark. 37
tarafindan etanercept ile tedavinin inflasmasyon gostergelerini hatta biyopsi materyallerindeki

infiltre CD3 pozitif T hiicrelerinin sayisini azalttigin1 gosteren verilerle desteklenmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. HAZIRLIK

Bu ¢aligma, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu nun
31/03/2022 tarihli, 2022/04 proje numarast ve KOU HADYEK 2/3- 2022 kararli izni ile
Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Birimi Laboratuar1 (DETAB),
Histoloji ve Patoloji Anabilim Dallar1 laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir. Calismamizda
kullanilan sicanlar, Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Birimi’nden
elde edildi. Calisma Kocaeli Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklendi. Bu ¢alismada yirmi adet 250-300 gr agirliginda geng eriskin Wistar albino erkek
sicanlar kullanildi. Uygun oda sicakliginda 12 ser saatlik aydinlik ve karanlik ve uygun nemdeki
laboratuarlarda standart sigan yemi ve musluk suyu verilerek gézlemler yapildi. Deneysel
calisgmamizda, siganlar 5’er adetlik 3 gruba ayrilarak yiiriitiildii. Birinci grup kontrol grubu 1,
ikinci grup topikal etanercept ve li¢lincligrup sistemik etanercept uygulanmig tedavi gruplari
olarak degerlendirildi. Her {i¢ gruptan da 5’er adet sicandan olmak iizere 10’ar adet siyatik sinir

ornegi makroskopik ve histopatolojik inceleme i¢in gruplandi (Tablo 1).

Makroskopik inceleme Mikroskopik inceleme
Grup 1 : Kontrol 2 (Salin | 5 sigan (10 siyatik sinir ) 5 sigan (10 siyatik sinir )
uygulanmis 5 sigan)
Grup 2 : Etanercept 1 ((300 | 5 sigan (10 siyatik sinir ) 5 sigan (10 siyatik sinir )
pg/kg) topikal uygulanmis 5
sigan)
Grup 3 : Etanercept 2 ((300 | 5 sigan (10 siyatik sinir ) 5 sigan (10 siyatik sinir )
pg/kg) sistemik uygulanmig 5
sigan)

Tablo 1: Calismada kullanilan siganlarin gruplandirilmasi

3.2. CERRAHI iSLEM

Cerrahi iglem Oncesinde tiim gruplardaki hayvanlara genel anestezi maksadiyla
intraperitoneal olarak 40 mg/kg dozunda Ketamin (Keta-control, Doga, Istanbul) ve 10 mg/kg
dozunda Xylazaine (Control, Doga, Istanbul) uyguland.
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Steril sartlarda bilateral olarak cilt ve fasya insizyonlariyla siyatik sinirler ¢evre dokulardan
diseke edilerek gosterildi. Peroneal ve tibial dallar kiint diseksiyon ile ayrildi. Naylon mikro
firca ile biseps femoris kas yiizeyinde abrazyon hasar1 saglandi. Ardindan sinirler dikkatli bir
sekilde diseke edildi. Kontrol 1 grubundaki bes sicanin her iki taraf siyatik sinirleri ¢evresinde
salin emdirilmis pediler 5 dk. siire tutuldu. Etanercept 1 grubunda 300 pg/kg etanercept
emdirilmis pamuk pediler bilateral siyatik sinir etrafinda 5 dk siire boyunca bekletildi.
Etanercept 2 grubuda ise sicanlara 300 pg/kg etanercept intraperitoneal olarak enjekte edildi.

Sonrasinda cilt 4/0 ipek ile siitiire edilerek kapatildi.

4 hafta sonra her ii¢ gruptaki sicanlar, genel anestezi altinda eski insizyonlar1 iizerinden
acilarak makroskopik incelemeler yapildi. Daha sonra mikroskopik incelemeler yapilmak iizere
siyatik sinirler (toplam 30 siyatik sinir) ¢evre skar dokulariyla birlikte eksize edilerek %10

ndtral formaldehit soliisyonuna alindi ve incelenmek tizere histoloji laboratuarina iletildi.

3.3. INCELEME
Farelerden ornekler alindiktan sonra makroskobik,histopatolojik,immunohistokimyasal ve

elektron mikroskobu olmak iizere 4 sekilde degerlendirilmistir.

3.3.1. POSTOPERATIF DEGERLENDIRME

Cerrahi girisim sonrasinda sicanlar gilinliik  degerlendirilmeye baglandi.  Yara
iyilesmeleri,postiir bozuklugu olup olmadig1 ve siyatik sinir fonksiyon bozukluklarinin olup
olmadig: takip edildi.
3.3.2. MAKROSKOBIK DEGERLENDIRME

Cerrahi girisimden 4 hafta sonra sicanlar genel anestezi altinda tekrar cerrahiye alindi. Cerrahi
diseksiyon ile grup 1 (kontrol grubu),grup 2 (Topikal etanercept) ve grup 3 (Sistemik
etanercept) si¢anlarin cilt-kas fasyasi ve siyatik sinir ¢evresi yapisikliklar,iyilesme ve adezyon
dokular1 incelendi. Degerlendirmeler Peterson ve arkadaslarl8 tarafindan tanimlanan sayisal

gradeleme semasina gore yapildi. (Tablo 2)

19



DOKU GRADE TANIMLAMA
Cilt ve kas fasya 1 Cilt veya kas fasya tamamen
kapali
2 Cilt veya kas fasya kismen agik
3 Cilt veya kas fasya tamamen
acik
Sinir  adezyonu ve  sinir | 1 Diseksiyon yok veya hafif kiint
ayrilabilirligi diseksiyon
2 Bir miktar kiint disksiyon
3 Keskin diseksiyon gerekli

Tablo 2: Petersen ve ark tarafindan tanimlanan gross degerlendirme i¢in sayisal gradeleme semas1.8

3.3.3. HISTOPATOLOJIiK iNCELEME

3.3.3.1. HEMATOKSILEN EOSIN BOYASI iLE INCELEME

Sicanlardan alinan periferik sinir dokulari (her grupta 8 adet), tamponlanmis %10’luk

formaldehit sollisyonuna alinarak 3 giin fikse edildi. Fiksasyon sonrasinda periferik sinir

dokular1 kasetlere alinarak gesme suyunda yikandi ve artan dereceli etanol serilerinde (sirasiyla

%70, %90, %96 ve %100) 24 saat tutularak dehidrate edildi. Daha sonra %100 etanolde 2 kez

30 dakika siireyle tutuldu ve toluol igerisinde 30 dakika siireyle seffaflagtirma islemi yapildi.

Bunu takiben 56 °C’deki etiivde ilk olarak yumusak daha sonra sert siv1 parafin igerisinde 45’er

dk bekletilen periferik sinir dokular1 parafin bloklara gémiildii. Bu parafin bloklardan mikrotom

aracilifiyla lamlara 4 um kalinliginda seri kesitler alindi. Her bir periferik sinir dokusundan 10

kesit araliklarla alinan 10’ar kesit lizerinde hematoksilen-eozin (H-E) boyamas1 yapilarak

Olympus BH 50 151k mikroskobu ile incelendi.
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3.3.3.2. MASSON TRIKROM BOYASI ILE INCELEME

Parafin kesitler 1 gece boyunca 56°C’lik etiivde bekletildi. Ertesi giin toluol (2 saat) yardimi
ile kesitler tizerindeki parafin uzaklastirildi. Kesitler, azalan alkol serisinden (%100, %96, %90,
%70) gecirildi ve saf suya alindi. Kesitler daha sonra Weigert A ve Weigert B
hematoksileninden esit hacimde alinarak hazirlanmis karisimda 5 dakika bekletildi. Cesme
suyunda 2 dakika yikanan kesitler saf sudan gegcirilerek asit fuksin soliisyonunda 15 dakika
tutuldu ve ardindan saf sudan gecirildi. Daha sonra fosfotungstik asit soliisyonunda kollajen
liflerdeki kirmizi renk giderilene kadar 10-15 dakika bekletilen kesitler yikama olmadan anilin
mavisi sollisyonuna alindi ve bu soliisyonda 5 dakika bekletildi. Saf su ile yikamanin ardindan
%1°lik asetik asit soliisyonunda 3-5 dakika bekletilen kesitler hizlica iki kez %95 alkolden
gegirilerek toluenle seffaflastirildi ve entellan ile kapatildi. Preparatlar Leica DM 1000 151k
mikroskobu ile incelendi. Her sicanin bilateral sinir kesitleri fibroblast sayis1 ve fibrozis

kalinliginin sinir ¢apina orani agisindan ayr1 ayr1 incelendi.

3.3.4. IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME

3.3.4.1. Anti-TNF-0 IMMUNOHISTOKIMYASI

Parafin bloklardan poly-L-lysine ile kapli lamlar tizerine alinan 4 um kalinligindaki kesitler,
parafini gidermek amaciyla 1 gece boyunca 56 °C’lik etiivde bekletildi. Daha sonra toluolde 3
kez 5’er dakika bekletilerek parafinden iyice armndirildi. Kesitler, azalan dereceli etanol
serilerinden (sirasiyla %100, %96, %90, %70) gecirildi ve 2 kez 5’er dakika saf su icerisinde
bekletildi. Deparafinizasyon ve rehidratasyon islemlerinden sonra kesitler, membran
permeabilizasyonu i¢in PBS (Sigma, pH:7.4) ile hazirlanan % 0.3’liik Triton X100 ile 10 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra 3 kez 5’er dakika PBS ile yikanan kesitler, antijen iyilestirmesi i¢in
sitrat tamponu (Sigma, pH:6) icerisine alinarak mikrodalga firinda 700 Watt’ta 10 dakika
kaynatild1 ve sogumasi i¢in oda 1sisinda 20 dakika bekletildi. Kesitler soguduktan sonra 2 kez
5’er dakika PBS ile yikand1 ve lam iizerindeki doku kesitlerinin etrafi hidrofobik kalem (PAP-
Pen) ile ¢evrilerek endojen peroksidaz aktivitesini bloklamak i¢in metanolde hazirlanan %3 ik
H>0, (Hidrojen peroksit, abcam) soliisyonunda 10 dakika bekletildi. 2 kez 5’er dakika PBS ile
yikamanin ardindan, 6zgiil olmayan antikor baglanmalarini bloklamak {izere 10 dakika protein

bloklama soliisyonu (abcam) uygulandi. Ardindan kesitlere 1/100 diliisyon oraninda hazirlanan
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TNF-a primer antikoru (abcam [TNFA/1172] (ab220210) uygulandi ve +4 °C’de tiim gece
inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda 3 kez 5’er dakika PBS ile yikama sonrasinda kesitler, 15
dakika biyotinlenmis sekonder antikor soliisyonunda tutuldu ve tekrar 3 kez 5’er dakika PBS’de
yikandi. Daha sonra kesitlere 20 dakika streptavidin peroksidaz soliisyonu uygulandi. Son
yikama islemi yapildiktan sonra kesitlere 5 dakika kromojen olarak DAB (3,3'-
Diaminobenzidine) (abcam) soliisyonu uygulandi ve renk olusumu gozlemlendi. Kesitler distile
suya almarak reaksiyon durduruldu. Zit boyama amaciyla kesitler 45 saniye Mayer's
Hematoksilen soliisyonu (abcam) ile muamele edildi. Daha sonra kesitler akan ¢esme suyu
altinda 3-4 dakika yikandi. Artan derecelerdeki alkol serisinden gegirilerek (%70-%80-%90-
%100), toluolde 20 dakika bekletildi. Kapatma islemi icin su bazli seffaflagtirici soliisyon
(abcam) kullanildi. Kesitler inceleninceye kadar +4 °C’de saklandi. Leica DM 1000 1s1k
mikroskopu ile tiim gruplara ait sicanlarin periferik sinir dokusunda yer alan hiicrelerde
immiinohistokimyasal olarak gézlenen Anti-TNF-o boyanmasinin siddeti 0’dan +3’e kadar
semikantitatif olarak derecelendirildi ve H-skor yontemi ile degerlendirilerek elde edilen
sonuclar istatistiksel olarak karsilastirildi. H-skor hesaplamak i¢in asagida yer alan formiil
kullanild1. H-Skor= Y Pi(i+1). i: Boyanma yogunlugunun derecesini (0,1,2 ya da 3), Pi ise her
yogunluk i¢in boyanan hiicre yiizdesini (%0-100) gostermektedir.

3.3.4.2. Anti-TGF-p1 IMMUNOHISTOKIMYASI

Parafin bloklardan poly-L-lysine ile kapli lamlar tizerine alinan 4 um kalinligindaki kesitler,
parafini gidermek amactyla 1 gece boyunca 56 °C’lik etiivde bekletildi. Daha sonra toluolde 3
kez 5’er dakika bekletilerek parafinden iyice armndirildi. Kesitler, azalan dereceli etanol
serilerinden (sirastyla %100, %96, %90, %70) gecirildi ve 2 kez 5’er dakika saf su icerisinde
bekletildi. Deparafinizasyon ve rehidratasyon islemlerinden sonra kesitler, membran
permeabilizasyonu i¢in PBS (Sigma, pH:7.4) ile hazirlanan % 0.3’liik Triton X100 ile 10 dakika
inkiibe edildi. Daha sonra 3 kez 5’er dakika PBS ile yikanan kesitler, antijen iyilestirmesi i¢in
sitrat tamponu (Sigma, pH:6) icerisine alinarak mikrodalga firinda 700 Watt’ta 10 dakika
kaynatild1 ve sogumasi i¢in oda 1sisinda 20 dakika bekletildi. Kesitler soguduktan sonra 2 kez
5’er dakika PBS ile yikand1 ve lam iizerindeki doku kesitlerinin etrafi hidrofobik kalem (PAP-
Pen) ile ¢evrilerek endojen peroksidaz aktivitesini bloklamak i¢in metanolde hazirlanan %3’ liik
H>0, (Hidrojen peroksit, abcam) soliisyonunda 10 dakika bekletildi. 2 kez 5’er dakika PBS ile
yikamanin ardindan, 6zgiil olmayan antikor baglanmalarini bloklamak {izere 10 dakika protein
bloklama soliisyonu (abcam) uygulandi. Ardindan kesitlere 1/250 diliisyon oraninda hazirlanan

TGF-B1 primer antikoru (santa cruz (3C11):sc-130348) uygulandi ve +4 °C’de tiim gece inkiibe
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edildi. Inkiibasyon sonrasinda 3 kez 5’er dakika PBS ile yikama sonrasinda kesitler, 15 dakika
biyotinlenmis sekonder antikor soliisyonunda tutuldu ve tekrar 3 kez 5’er dakika PBS’de
yikandi. Daha sonra kesitlere 20 dakika streptavidin peroksidaz soliisyonu uygulandi. Son
yikama islemi yapildiktan sonra kesitlere 5 dakika kromojen olarak DAB (3,3'-
Diaminobenzidine) (abcam) soliisyonu uygulandi ve renk olusumu gozlemlendi. Kesitler distile
suya almarak reaksiyon durduruldu. Zit boyama amaciyla kesitler 45 saniye Mayer's
Hematoksilen soliisyonu (abcam) ile muamele edildi. Daha sonra kesitler akan ¢esme suyu
altinda 3-4 dakika yikandi. Artan derecelerdeki alkol serisinden gegirilerek (%70-%80-%90-
%100), toluolde 20 dakika bekletildi. Kapatma islemi i¢in su bazli seffaflagtirici soliisyon
(abcam) kullanildi. Kesitler inceleninceye kadar +4 °C’de saklandi. Leica DM 1000 1s1k
mikroskopu ile tiim gruplara ait sicanlarin periferik sinir dokusunda yer alan hiicrelerde
immiinohistokimyasal olarak gézlenen Anti- TGF-B1 boyanmasinin siddeti 0’dan +3’e kadar
semikantitatif olarak derecelendirildi ve H-skor yontemi ile degerlendirilerek elde edilen
sonuclar istatistiksel olarak karsilastirildi. H-skor hesaplamak i¢in asagida yer alan formiil
kullanild1. H-Skor= ) Pi(i+1). i: Boyanma yogunlugunun derecesini (0,1,2 ya da 3), Pi ise her

yogunluk i¢in boyanan hiicre yiizdesini (%0-100) gostermektedir.

3.3.5. SEM(SCANNING ELECTRONE MICROSCOPE) INCELEMESI

Alman doku 6rneklerinin genel olarak morfolojik ylizey goriintiilerinin elde edilebilmesi igin
SEM ile goriintiileme yapildi. SEM ile inceleme i¢in periferik sinir dokular1 Millonig tamponlu
%4’liik soguk gluteraldehit soliisyonu igerisine konuldu ve +4 °C’de 2 giin tespit edildi. iki giin
boyunca sertlesen dokular, steril bistiiri ucu yardimi ile Imm?’liik pargalar haline getirildi. Daha
sonra dokular Millonig tamponu ile yikanarak 1,5 saat ayni tampon ile hazirlanmis olan %1°lik
Osmiyum tetraoksit (OsOys) ile ikinci tespit yapildi. 3 kez 15’er dakika. Millonig tamponu ile
tekrar yikanan dokular, dehidratasyon i¢in 10’ar dakika. sirastyla; %30, %50, %70, %80,
%96’lik etanollerden ve 15 dakika. %100 etanolden geg¢irildi. Daha sonra doku ylizeyleri
Sputter cihazi kullanilarak altin/paladyum (Au/Pd) iletken film ile kaplanarak yiizeylere
iletkenlik kazandirildi. Ilgili doku numunelerinden 5 kV akim altinda Taramali Elektron

Mikroskobu (SEM) ile goriintiileri alind1 ve gruplar aras1 farkliliklar degerlendirildi.
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3.3.6. TEM(TRANSMISSION ELECTRONE MICROSCOPE) INCELEMESI

TEM incelemeleri i¢in siganlardan alinan periferik sinir dokular1 Millonig tamponlu %4’ liik
soguk gluteraldehit soliisyonu icerisine konuldu ve +4 °C’de 2 giin tespit edildi. Iki giin
boyunca sertlesen dokular, steril bistiiri ucu yardimi ile Imm?’liik pargalar haline getirildi. Daha
sonra dokular Millonig tamponu ile yikandi ve 1,5 saat ayn1 tampon ile hazirlanmis olan %1°lik
Osmiyum tetraoksit (OsO4) ile ikinci tespit yapildi. 3 kez 15’er dk Millonig tamponu ile tekrar
yikanan dokular dehidratasyon i¢in 10’ar dakika sirastyla %30, %50, %70, %80, %96’lik
etanollerden ve 15 dakika %100 etanolden gegirildi. Bir sonraki asamada dokular 15 dakika
propilen oksitte bekletildi. Bunun ardindan sirasiyla 1:1 oraninda propilen oksit-araldit
karigiminda 45 dakika, 1:3 oraninda propilen oksit-araldit karigiminda 45 dakika ve saf aralditte
1 gece bekletildikten sonra yuvarlak plastik kaliplara dokiilmiis saf araldit icerisine gomiildii.
Kaliplar 24 saat boyunca 45°C’lik etiivde ve 48 saat boyunca 60°C’lik etiivde birakilarak
bloklarin polimerizasyonu saglandi. Araldit bloklardan, 6nce Reichert UM2 mikrotomla 0,5
um. kalinliginda yar1 ince kesitler alind1 ve toluidin mavisi ile boyanarak istenilen bolgenin
tespit edilmesi saglandi. Reichert UM3 mikrotomu ile de 40-50 nm. kalinliginda ince kesitler
alinarak bakir grid iizerine yapistirildi. Bakir gridlerdeki kesitler %70 etanol ile hazirlanmis
olan doymus uranil asetat soliisyonu ile 45 dakika, bunun ardindan da Reynol’un kursun sitrati
ile 15 dakika boyandi. Jeol Jem-1011 model elektron mikroskobunda incelen kesitlerin
fotograflar1 Olympus Veleta TEM CCD kamera ile ¢ekildi. Deney gruplarindaki siganlarin

periferik sinir dokularinda bulunan hiicrelerin ultrastriiktiirel 6zellikleri aragtirildi.

3.3.6 ISTATISTIKSEL iNCELEME

Gruplar arasindaki farkliliklar icin One way ANOVA post-hoc Tukey’s test ve Mann Witney
U test kullanildi. p<0,05 anlamli kabul edildi. Istatistiksel hesaplamalar bilgisayar ile Windows
10 altinda, GraphPad Prism 8.4.3 software kullanilarak yapilmstir.

24



4. BULGULAR

4.1. KLINIiK BULGULAR

Sicanlarin 4 hafta siiresince belirli araliklarla yara iyilesmesi ve norolojik muayeneleri
acisindan izlenmistir. Sonu¢ olarak deney ve kontrol grubu arasinda anlamli farklilik

saptanmamistir.
4.2. ANATOMIK BULGULAR

IIk operasyondan 4 hafta sonra eski insizyon yeri tekrar agildi ve gdzlemde bulunuldu.
Operasyon lojunda herhangi bir enfeksiyon bulgusuna rastlanmadi. Topikal ve sistemik
etanercept uygulunana deney gruplarindaki sinirin ¢evresindeki adezyonlar Kontrol grubuna

gore anlamli derecede azdi (Sekil 6-9)
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Sekil 8: Sistemik grup Sekil 9: Topikal grup

Petersen sayisal gradeleme semasina gore yapilan degerlendirmelerde cilt, kas ve derin fasya

kapanmasiyla ilgili gruplar arasinda anlamli farklilik saptanmamistir (p>0,05). Deney

.....



kontrol grubuna gore anlamli derecede azdi (p<0,001). Deney gruplar1 arasinda ise sistemik

.....

Tukey’s test P degeri
Kontrol vs Sistemik Etanercept >0,0001
Kontrol vs Topikal Etanercept >0,0001
Sistemik Etanercept vs Topikal Etanercept 0,0274

Tablo 3: Gruplarin adezyon yogunlugu ve sinir ayrilabilirligi agisindan One way ANOVA ile yapilmus istatistiksel
karsilastirmasi.

4.3. HISTOPATOLOJIiK BULGULAR

Kontrol grubunda band formundaki perindral bag dokusu ile Sistemik ve topikal etanercept

uygulanmis sinir ve ¢evre dokular 100x-200x biiylitmeler ile gosterilmistir. (Sekil 10, 11).



Sekil 10 : H&E ile boyanmis sicanlardan siyatik sinir boliimlerinin fotomikrograflari. (A) Kontrol grubu, (B)
Topikal grup, (C) Sistemik grubun siyatik sinir 151k mikroskopik goriintiileri.



Sekil 11: Mason trikrom ile boyanmis siganlardan siyatik sinir boliimlerinin fotomikrograflari. (A) Kontrol grubu,
(B) Topikal grup, (C) Sistemik grubun siyatik sinir 151k mikroskopik goriintiileri.

Sinirlerin ¢evresindeki bag dokusu yogunlugu; granulasyon ve sinir ¢ap1 arasindaki farkin ve

perindral skar yogunlugu ( fibrosit/fibroblast yogunlugu) dikkate alinarak degerlendirilmistir.

Yapilan Mason trikrom ve H&E boyamalar sonucunda granulasyon/sinir ¢ap1 oraninda ve
perindral skar yogunlugunda kontrol grubu ve deney gruplari arasinda anlamli farkliliklar
gozledi. Kontrol grubunda granulasyon/sinir ¢ap orani yliksek bulunurken deney gruplarinda

bu oran daha diisiik saptanmaktadir. Ayrica deney gruplar1 arasinda da sistemik grupta



granulasyon/sinir ¢ap1 orani, topikal gruba gore daha diisiik cikmaktadir. Granulasyon/sinir ¢ap1
oraninin diisiik olmasi granulasyonun az oldugunu gostermektedir. Deney ve kontrol gruplarini
kiyasladigimizda da granulasyonun sistemik grupta digerlerine kiyasla anlamli derecede az

oldugu, topikal grupta da kontrol grubuna gore anlamli derecede az oldugu gézlemlenmistir.

Perinodral skar yogunlugu degerlendirildiginde kontrol grubunda deney gruplarina kiyasla bu
yogunlugun anlamli derecede fazla oldugunu goérmekteyiz. Topikal grup ve sistemik grup kendi
arasinda karsilastirildiginda ise topikal grupta perindral skar yogunlugunun daha fazla

oldugunu gozlemlemekteyiz.

Histopatolojik bulgular1 biitiin halinde inceledigimizde sistemik etanercept uygulamasinin
diger gruplara kiyasla epinoral fibrozisi belirgin azalttigini ve topikal etanercept uygulamasinin

da kontrol grubuna gore epindral fibrozisi anlamli derecede azalttigini saptadik.

4.5. IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME

Gruplarin Anti-TNF-a ve Anti-TGF-B1 H-SCORE diizeyleri karsilastirildiginda, gruplar
arasinda anlaml bir farklilik bulunmustur (p<0,001). En yiiksek Anti-TNF-a ve Anti-TGF-$1
H-SCORE diizeyi kontrol grubunda goriiliirken; en diisiik Anti-TNF-a ve Anti-TGF-f1 H-
SCORE diizeyi ise sistemik grubunda gozlendi. Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda;
kontrol grubu ile topikal ve sistemik gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriildii
(p<0,05). Topikal ile Sistemik grup karsilastirildiginda ise, istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriildii. Sistemik grubunda diger tiim gruplara gore Anti-TNF-o ve Anti-TGF-$1 H-SCORE
diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalis s6z konusudur (p<0,05).(Tablo:5-6-7)

Etanercept uygulanan gruplarin kontrol grubuna kiyasla TNF-a ve TGF-B1 tutulumlari
asagidaki sekillerde gosterilmistir. ( Sekil: 12)



Sekil 12: TNF-a ve TGF-1 ile boyanmis olan siganlardan siyatik sinir boliimlerinin fotomikrograflari. (A) TNF-
a kontrol grubu, (B) TGF-B1 kontrol grubu, (C) TNF-a topikal grup, (D) TGF-B1 topikal grup, (E) TNF-a sistemik
grup, (F) TGF-B1 sistemik grup



2664 + 8,19 226,7+ 16,34

_ 210,6 +21,20%%%*x* 198.,4 + 19,57%%*
_ 149,7 + 20,43 %% 123,7 £ 15,22%%%x

Tablo 4: Kontrol, Topikal ve Sistemik gruplarina ait TNF-a ve TGF-B1 H-SCORE diizeylerinin karsilastirilmast.

Gruplardaki degerler ortalama (X) + standart sapma (SD) olarak ifade edildi.
*, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda; P < 0,05
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Tablo 5: Kontrol, Topikal ve Sistemik gruplarinda Anti-TNF-a H-SCORE diizeylerinin karsilastiriimast.
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Tablo 6: Kontrol, Topikal ve Sistemik gruplarinda Anti-TGF-f1 H-SCORE diizeylerinin karsilastiriimasi.

4.6. SEM (TARAMALI ELEKTRON MiKROSKOBU) BULGULARI

Yaptigimiz SEM calismasinda sinir ylizeyinde etanercept’in kontrol grubuna kiyasla sistemik
ve topikal uygulamada ne kadar yapisiklik oldugunu inceledik. Kontrol grubunda sinir lifleri
birbirine ¢ok yapisik ve bir biitiin halde izlendi. Topikal grupta bu yapisikliklarin kontrol
grubuna kiyasla daha az olup ancak anlamli derecede azalmadigin1 gozlemliyoruz. Sistemik
gruba gelicek olursak sinir liflerinin ¢ok biiyiik oranda diizensiz bir sekilde birbirilerinden
ayrildigini ve yapisikligin son derece az oldugunu goriiyoruz. Periferik sinir cerrahisi sonrast
yapisiklig1 azaltmak i¢in uygulanan sistemik etanercept’in, topikal uygulamaya ve kontrol

grubuna gore daha etkili oldugunu SEM incelemesi bize gostermektedir.(Sekil 13-14-15)



5.0kV . x20,000 1pm 8.3 14 SEM_SEI 5.0kV | x20,000 Tam 8.2 14 SEM_SEI
Sekil 13: Kontrol grubu Sekil 14: Sistemik grup

5.0kV'_x20,000 1pm 8.2 14 SEM_SEI
Sekil 15: Topikal grup

4.7. TEM ( TARAMALI ELEKTRON MIiKROSKOBU) BULGULARI

Yaptigimiz TEM incelemesinde kontrol grubunda yogun kollajen lif olusumu ve buna bagl
olarak da olusan fibrozisin sistemik ve topikal etanercept uygulanan gruplara kiyasla daha
yogun oldugunu gézlemledik. Ayrica myelin kilif sinirlarinin topikal ve sistemik daha diizenli
ve intakt oldugunu ancak kontrol grubunda sinirlarin nisbeten daha diizensiz ve dejenerasyonun
daha yogun oldugunu gordiik. Sistemik ve topikal gruplarda belirgin bir fibrozis olusumu
gbzlenmemis olup, sistemik grupta myelin kilif ve schwann hiicrelerinin topikal gruba gore
daha diizenli ve hasarsiz oldugu gézlemlenmistir. Periferik sinir cerrahisi sonrasi fibrozisi ve
kollajen lif olusumunu azaltmak i¢in uygulanan sistemik ve topikal etanercept’in, kontrol

grubuna gore daha etkili oldugunu TEM incelemesi bize gostermektedir.( Sekil: 16)



7
Sekil 16: Etanercept uygulamasi sonrast siyatik sinir goriintiileri.(A) Kontrol grubu;(B) Sistemik etanercept
uygulanan grup; (C) Topikal etanercept uygulanan grup. Kalin myelin kilif igceren sinir lifleri ve myelin kilif
icermeyen schwann hiicreleri (Mavi daire igerisindekiler). A, aksoplazma; S, sitoplazma; N, nukleus; MK, myelin
kilif; KL, kollajen lifler; RB, ranvier bogumu.




5. TARTISMA

Adezyon dokulari, organ ve dokularin normal olmayan yapisikliklaridir. Cerrahi olmayan

travmalar, cerrahi sonrasi ve enfeksiyon gibi nedenler sonrasi olusan inflamatuvar siiregler
sonras1 meydana gelen fibroaktif bir yan1tt1r.64'67 Normalde de yara iyilesmesi benzer siiregle

ger(;eklesmektedir.68'72 Bu yiizden, adezyonlarda asil amag¢ hi¢ olusmamast degildir. Cok
yogun ve diseke edilmesi zor adezyonlar gelismesindense daha az miktarda, ince ve cerrahi

diseksiyonu kolay olan kabul edilebilir diizeyde olugsmasi olmalidir.

Periferik sinir operasyonu sonrasinda olusan yapisiklig1 azaltmak icin ¢esitli teknikler
denenmistir. Bunlarin arasinda mikrocerrahi yontemler, sekonder norolizis, endoskopik

teknikler, dermofasial yag greftleri, sinir transpozisyonu, ven paketlemesi ve kas flepleri gibi

operatif teknikler bulunmaktadur.”>7 Ayrica cis-hydroxyproline, hyaloid jel, aprotinin,

ADCON, antitransforming growth factor-§ antibody, amniotik sivilar, diisiik doz radyasyon ve

mitomycin C gibi birgok madde de adezyonlar1 engellemek i¢in denenmistir. 10,75-78 pakat tiim
bu yontemlerin yararli oldugunu gdsteren biiyiik klinik seriler yoktur. Adezyon olusumu, fibrin
matriksinin olusumu ile baslar, ardindan fibroblastlar, makrofajlar ve dev hiicreler igeren
dokularin kademeli olarak diizenlenmesi izler. Fibroblastik proliferasyonun inhibisyonu,
peritoneal adezyonlarin Onlenmesinde bir kilit tast olarak tanimlanmistir. Doku
oksijenasyonunda azalma ile iskemiye neden olan herhangi bir durum postoperatif adezyonlara
yol agabilir. Ozellikle iskeminin erken doneminde nemli miktarda serbest radikal iiretilir. Bu
maddeler oksijenle hizla reaksiyona girerek oksijen ag¢igini artirarak iskemiyi artirir.

Stiperoksitler,peroksitler ve hidroksil radikalleri gibi yerel olarak iiretilen serbest radikaller,

coklu doymamis yag asitlerinin potansiyel 0ksitleyicileridir.79’80

Kato ve ark; 10 Tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF), noropatik agrinin baslamasinda rol
oynayan proinflamatuar bir sitokindir. Lokal olarak uygulanan TNF antagonisti etanersept,

noropatik agriy1 hedeflemek i¢in umut verici yeni bir tedavi yaklagimi sunar.

Goofe ve ark:® caligmalarinda gostermisglerdir ki; TNF aracili olaylarin baslamasi, TNF
homotrimerlerinin  hiicre  yiizeyi reseptdrlerine  baglanmasini, bu  reseptdrlerin

multimerizasyonunu ve ardindan reseptdriin hiicre i¢i alanlar1 yoluyla sinyal iletimini gerektirir.



TNF-reseptorlerinin ¢ozilinlir formlarinin dogal olarak var oldugu ve TNF-'nin hiicre yiizeyi
reseptOrlerine baglanmasi i¢in rekabet¢i inhibitorler olarak hareket etme kabiliyetine sahip
oldugu gosterilmistir.Bununla birlikte, bu dogal antagonistlerin varligir yeterli degildir.
enflamatuar hastaliklarin cogunda gozlenen yiiksek TNF-alfa protein seviyelerinin aktivitesini
bloke etmek icin. Etanercept, bu proinflamatuar sitokine rekabet¢i bir sekilde baglanarak ve
hiicre ylizey reseptorleri ile etkilesimleri Onleyerek TNF- alfa aktivitesini inhibe eder.
Etanerseptin dimerik yapisi, proteinin TNF-'nin iki serbest veya reseptore bagli molekiiliine,
TNF-Reseptoriiniin  ¢ézlinlir monomerik formlarinin 50 ila 1000 kat1 bir afinite ile
baglanmasina izin verir.Artan baglanma afinitesi Etanersept'in, dogal olarak olusan tek
degerlikli formlara kiyasla rekombinant reseptoriin dimerik formlarinda gézlenen artmis TNF-
alfa inhibitor aktivitede anahtar bir rol oynamasit muhtemeldir.

Psoriatik deri lezyonlarinda, sinoviyal eksplantlarda ve sivi etanerceptte yiiksek TNF alfa
seviyeleri bulunmustur ve sivi etanersept, biyopsi plaklart i¢indeki infiltre CD3 pozitif T
hiicrelerinin sayisinin yani sira gesitli inflamasyon belirteglerini azaltmistir.Etanercept ve
infliximab ikisinin de hedef TNF-alfa’dir ; ancak birka¢ 6nemli fark vardir.Etanercept bir
fiizyon proteini iken infliksimab bir monoklonal kimerik antikordur. Etanercept, dogal olarak
olusan ¢oziiniir TNF-alfa reseptorlerinin aktivitesini taklit eder ve TNF-alfa'nin reseptdriine
baglanmasin1 6nler. Infliximab, zara bagh ve ¢oziiniir TNF-alfa'ye baglanir; ve ayrica

transmembran TNF-alfa ile hiicrelerin hiicre parcalanmasina neden olabilir.

Gorgiili ve ark.”’

yaptiklar1 ¢alismada periferik sinir cerrahisi sonrasi olusan yapisikligi
azaltmada yiiksek doz radyasyonun aksine; diisiik doz radyasyonun (700 cGy)
fibroblast/fibrosit sayisim1 azaltarak cilt ve kas/fasya iyilesmesini olumsuz etkilemeden
periferik sinir ¢evresi adezyonlar1 azalttigini tespit edilmistir. Ancak insanlarda radyoterapi
uygulanmasi karsinogenez olasilig1 nedeniyle endiselere neden olabilir. Bununla birlikte boyle

bir profilaktik tedavi ¢cocuklar ve hamile kadinlar i¢in uygun degildir.

Glinlimiizde periferik sinir cerrahisi sonras1 yapisikliklarin ¢ok biiylik bir sorun oldugundan
bahsetmistik. Hala bu sorun tam ¢oziilememekle birlikte bir ¢ok klinik deney yapilmaktadir.
Daha once bir ¢ok ajan ile ve farkli tekniklerle cerrahi sonrasi gelisen fibrozis azaltilmaya
calistlmistir ancak hala tam anlamryla etkili bir yontem ve teknik ortaya konulamamistir. Biz
bu ¢alismamizda fibrozis sonrasi ortaya ¢ikan motor ve duyu kayiplarini,néropatik agrilari ve
en Onemli meselelerden biri olan rekiirren cerrahideki zorluklari minimuma indirmeyi

hedefledik. Bu hedefe ulagmak icin psoriyatik artrit tedavisinde kullanim endikasyonu almis



olan Tnf-alfa inhibitorii etanercept’i kullandik. Hem topikal hem sistemik uygulamasinin
olmast bu caligmanin giiclii yanlarindandir. Ayrica patoloji Ornekleri iizerinde yapilan
SEM,TEM ve immunohistokimyasal calismalarin daha once bu ilacla yapilmis klinik

deneylerde olmamasi bu ¢aligmanin etkinligini daha da arttirmaktadir.



6. SONUC VE ONERILER

Perindral skar,sinir cerrahisi sonrasinda olusabilen ve cerrahinin klinik sonuglarini etkileyen
onemli bir unsurdur. Biz bu calisgmamizda tnf-alfa inhibitorii olan etanercept’i kullanarak
perindral inflamasyonu azaltmay1 hedefledik.ilacin avantaji uygulamasimin teknik olarak kolay
olup herhangi bir ek cerrahi islem gereksinime ihtiya¢ duyulmamasidir. Dezavantaji ise
maliyetinin yiiksek olup endikasyon sinirlarinin bulunmasidir. Yaptigimiz klinik ¢alismanin
neticesinde Sistemik Etanercept uygulamasinin,topikal uygulamaya ve kontrol grubuna kiyasla
perindral skar olusumunu ciddi bir sekilde engelledigini gdrmiis olup, ileride yapilacak olan

baska klinik ¢alismalarda da kullanilmaya deger bir ila¢ oldugunu diisiiniiyoruz.



7. OZET

Giris ve amag: Periferik sinir cerrahisinde post operative sik yasanan komplikasyonlardan bir
tanesi perindral adezyon ve skar olusumudur. Bu komplikasyon cerrahinin basarisini
etkileyerek uzun donemde hastada ciddi ndropatik agri, motor ve duyu defisitlerine neden
olabilmektedir. Bu ¢aligmada amag¢ perindral adezyonun ve inflamasyonun azaltilmasinda
topika ve sistemik Etanercept’in etkilerinin makroskobik,histopatolojik,immunohistokimyasal

ve elektron mikroskobik yonlerinden incelenmesidir.

Gereg¢ ve yontem: Bu calisma yirmi adet Wistar albino sicanlar ile iki deney ve bir kontrol
grubu olusturularak yapildi. Her gruptaki sicanlarin siyatik sinirleri iki tarafli olarak ortaya
konuldu. Bdylece her grup i¢in on adet siyatik sinir elde edilmis oldu. Siyatik sinirlere ¢evre
kas dokulariyla birlikte tekrarlayan fir¢a hareketiyle abrazyon yaralanmasi olusturuldu. Kontrol
grubunda salin, bir deney grubunda siganlara sistemik etanercept verildi. Diger deney grubunda
iste topikal etanercept 5 dakika boyunca uygulandi. Cerrahi islemlerden dort hafta sonra
sicanlara Hot plate testi yapildi. Sonrasinda sakrifiye edilen sicanlarda makroskopik ve

mikroskopik degerlendirimeler yapildi.

Bulgular: Her dort grupta da cilt ve fasya kavitesinin kapanmasinda anlaml farklilik yoktu.
Her dort grupta da norolojik defisit ya da yan etki saptanmadi. Makroskopik ve mikroskopik
degerlendirmelerde, perindral skar dokusunun sistemik etanercept gruplarinda, topikal gruba
gore anlamli derecede az oldugu goriildii. Ayrica yapilan makroskobik,mikroskobik ve diger
parametrelerde de sistemik ila¢ uygulanan grupta olusan yapisikliligin diger gruplara kiyasla

cok daha az oldugu tespit edildi.

Sonug: Periferik sinir cerrahisi sonrasi olusan perindral yapisikliklart azaltmak amaciyla
yapilan calismamiz, Etanercept’in perindral skar olusumunu ciddi bir sekilde azalttigini
ayriyetten sistemik Etanercept uygulamasinin topikal uygulamaya gore daha etkili oldugunu
gostermistir. Etanercept’in uygulama kolayligi ve kolay edilebilirligi sayesinde klinik
uygulamalarda kullanilabilirligi yiiksektir. Ancak, bu maddenin klinik kullanimi i¢in, farkl

dozlarla yapilacak ve doz-etki iliskisini gosterecek yeni calismalar gereklidir.

Anahtar kelimeler: Epinoral adezyon, Etanercept, Siyatik sinir



8.ABSTRACT

Introduction and purpose: Perineural adhesion and scar formation is one of the common post
operative complications in peripheral nerve surgery. This complication affects the success of
the surgery and may cause severe neuropathic pain, motor and sensory deficits in the long term.
The aim of this study was to investigate the effects of topical and systemic Etanercept on the
reduction of perineural adhesion and inflammation from macroscopic, histopathologic,

immunohistochemical and electron microscopic aspects.

Materials and methods: This study was performed with twenty Wistar albino rats in two
experimental and one control groups. The sciatic nerves of the rats in each group were exposed
bilaterally. Thus, ten sciatic nerves were obtained for each group. The sciatic nerves were
abrasion injured with repetitive brush movements together with the surrounding muscle tissues.
Saline was administered in the control group and systemic etanercept was given to rats in one
experimental group. In the other experimental group, topical etanercept was applied for 5 min.
Hot plate test was performed four weeks after the surgical procedures. Afterwards, macroscopic

and microscopic evaluations were performed in the sacrificed rats.

Results: There was no significant difference in closure of the skin and fascia cavity in all four
groups. No neurologic deficit or side effects were detected in all four groups. Macroscopic and
microscopic evaluations showed that perineural scar tissue was significantly less in the systemic
etanercept group compared to the topical group. In addition, macroscopic, microscopic and
other parameters showed that adhesions were significantly less in the systemic etanercept group

compared to the other groups.

Conclusion: Our study, which was conducted to reduce perineural adhesions after peripheral
nerve surgery, showed that Etanercept significantly reduced perineural scar formation and
systemic Etanercept application was more effective than topical application. Etanercept's ease
of administration and availability make it highly suitable for clinical applications. However,
further studies with different doses and dose-effect relationships are required for the clinical

use of this agent.

Key words: Epineural adhesion, Etanercept, Sciatic nerve



10. KAYNAKLAR

1. Dam-Hieu P, Lacroix C, Said G, Devanz P, Liu S, Tadie M. Reduction of postoperative perineural adhesions
by Hyaloglide gel: an experimental study in the rat sciatic nerve. Neurosurgery. 2005; 56(2 Suppl): 425-433

2. Smit X, van Neck JW, Afoke A, Hovius SE. Reduction of neural adhesions by biodegradable autocrosslinked
hyaluronic acid gel after injury of peripheral nerves: an experimental study. J Neurosurg. 2004; 101(4): 648- 652.

3. Shaw Wilgis EF: Clinical aspect of nerve gliding in the upper extremity, in Hunter JM, Schneider LH, Mackin
EJ (eds): Tendon and Nerve Surgery in the Hand. St. Louis, C.V. Mosby, Inc., 1997: 121-124.

4. de Tribolet N, Porchet F, Lutz TW, Gratzl O, Brotchi J, van Alphen HA, van Acker RE, Benini A, Strommer
KN, Bernays RL, Goffin J, Beuls EA, Ross JS:Clinical assessment of a novel anti-adhesion barrier gel:
Prospective, randomized,multicenter, clinical trial of Adcon-L to inhibit postoperative peridural fibrosis and
related symptoms after lumbar discectomy. Am J Orthop 1998;27:111-120

5. Le AX, Rogers DE, Dawson EG, Kropf MA, De Grange DA, Delamarter RB: Unrecognized durotomy after
lumbar discectomy: A report of four cases associated with the use of Adcon-L. Spine 2001;26:115-118

6. McCall TD, Grant GA, Britz GW, Goodkin R, Kliot M: Treatment of recurrent peripheral nerve entrapment
problems: Role of scar formation and its possible treatment. Neurosurg Clin N Am 2001;12:329-339

7. Palatinsky EA, Maier KH, Touhalisky DK, Mock JL, Hingson MT, Coker GT:Adcon T/N reduces in vivo
perineural adhesions in a rat sciatic nevre reoperation model. J Hand Surg [Br] 1997;22B:331-335.

8. Petersen J, Russell L, Andrus K, MacKinnon M, Silver J, Kliot M. Reduction of extraneural scarring by
ADCON- T/N after surgical intervention. Neurosurgery. 1996; 38: 976-984.

9. Hieb LD, Stevens DL: Spontaneous postoperative cerebrospinal fluid leaks following application of anti-
adhesion barrier gel. Spine 2001;26:748-751

10. Ozgenel GY, Filiz G Effects of human amniotic fluid on peripheral nerve scarring and regeneration in rats. J
Neurosurg 2003; 98:371-317.

11. Ilbay K, Etus V, Yildiz K, Ilbay G, Ceylan S. Topical application of mitomycin C prevents epineural scar
formation in rats. Neurosurg Rev. 2005; 28(2): 148-153.

12. Payne SH Jr. Nerve repair and grafting in the upper extremity. Journal of the Southern Orthopaedic
Association. 2001 ;10(3):173-1809.

13. Toprak M. Periferik Noroanatomi Fonksiyonel Klinik. IU Basimevi ve Film Merkezi. Istanbul 1990.
14. Junqueira LC, Carneiro J, Kelley RO. Basic Histology. 6th Edition. Stamford, Conn: Appleton & Lange, 1998.

15. Kumar V, Contran S, ed. Uluoglu O. Patoloji Robbins & Kumar. 4. Baski. WB Saunders Company/ Giines
Kitabevi. 1990.

16. Chang HY, Chi JT, Dudoit S, Bondre C, van de Rijn M, Botstein D, Brown PO. Diversity, topographic
differentiation, and positional memory in human fibroblasts. Proc Natl Acad Sci USA. 2002; 99(20): 12877-
12882.

17. Gu YD, Wu MM, Zheng YL: Arterialized venous free sural nerve grafting. Ann Plast Surg 1985; 15:332-339

11



18. Belzberg A, Campbell J: Neurosurgical operative atlas, in Rengachary SS, Wilkins RH(eds): Peripheral nerve
repair. Williams and Wilkins 1993

19. Lundborg G: Ischemic nerve injury. Scand J Plastic Reconstr surg 1970;6: 30-38

20. Myers RR, Heckman HM: Effects of local anesthetics on nerve blood flow: Studies using lidocaine with and
without epinephrine. Anesthesiology 1989; 71: 757-762

21.Selander D, Mansson LG, Karlsson L, Svanvik J: Adrenerjic vasoconstriction in peripheral nerves of the rabbit.
Anesthesiology 1985; 62:6-10

22. Brushart T: Central course of digital axons within the median nerve of macaca mulatto. J Comp Neurol 1991;
311: 197-209 35

23. Jabaley ME, Wallace WH, Heckler FR: Internal topography of major nerves of the forearm and hand : Acurrent
view. J Hand Surg 1980; 5: 1-18

24. Vinay K, Ramzi C, Stanley R, Basic Pathology, Philadelphia: W.B. Saunders Company 1995

25. Majmudar PA, Forstot SL, Dennis RF, Nirankari VS, Damiano RE, Brenart R, Epstein RJ. Topical mitomycin-
C for subepithelial fibrosis after refractive corneal surgery. Ophthalmology. 2000; 107: 89-94.

26. Sunderland S. The nerve lesion in the carpal tunnel syndrome. J Neurol Neurosurg Psychiatry. 1976;39(7):615-
626.

27. Ivanov DF, Tikonov Al, Krivenchuk PE, Liurskaia FV. Propolis and its clinical usage. Oftolmol Zh 1973;
28(2): 104-7.

28. Krol W, Scheller S, Shani J, Pietsz G, Czubaz. Synergistic effect of ethanolic extract of propolis and antibiotics
on the growth of Staphylococcus aureus. Arzneimittelforschung 1993; 43(5): 607-9.

29. Pekmez H, Kus I, Colakoglu N, Zararsiz I, (")get_l'.irk M, Sarsilmaz M. Sicanlarda Sigara Inhalasyonu Sonucu
Prefrontal Kortekste Olusan Yapisal Degisiklikler Uzerine Kafeik Asit Fenetil Ester(Cape)’ in Etkisi. Erciyes
Universitesi Saghk Bilimleri Dergisi. 2004;13:18-25.

30. Persano Oddo L, Piro R. Main European unifloral honeys: Descriptive sheets. Apidologie 2004; 35: 38— 81.

31. Conti ME. Lazio region (Central Italy) honeys: a survey of mineral content and typical quality parameters.
Food Control 2000; 11: 459-63.

32. (Siemionow M, Brzezicki G. Current techniques and concepts in peripheral nerve repair. Int Rev Neurobiol.
2009;87:141-72.)

33. Neher MD, Weckbach S, Huber-Lang MS, Stahel PF. New insights into the role of peroxisome proliferator-
activated receptors in regulating the inflammatory response after tissue injury. PPAR Res 2012; 2012: 728461.)

34.Pergel A, Kanter M, Yucel AF, Aydin I, Erboga M, Guzel A. Anti-inflammatory and antioxidant effects of
infliximab in a rat model of intestinal ischemia/reperfusion injury. Toxicol Ind Health 2011

35.Guzel A, Kanter M, Pergel A, Erboga M. Anti-inflammatory and antioxidant effects of infliximab on acute
lung injury in a rat model of intestinal ischemia/reperfusion. J Mol Histol 2012. )

36. Ben Goffe !, Jennifer Clay Cather Etanercept: An overview 2003 10.1016/mjd.2003.55432. Iskander FY. Trace
and minor elements in four commercial honey brands. J Radioanalyt Nuclear Chem 1995; 201: 401-8.

12



37. Gaspari A, Gottlieb AB, Kang S, Gordon K, Feng A, Zitnik R, et al. Etanercept improves the clinical and
pathological features of psoriasis. Presented at: Society for Investigative Dermatology, 2002. Abstract in press,
Journal of Investigative Dermatology, 2003.

38. Rodriguez-Otero JL, Paseiro P, Simal J, Cepeda A. Mineral content of the honeys produced in Galicia (North-
west Spain). Food Chem 1994; 49: 169-71.

39. Deutsche Gesellschaft fu't Erna’hrung. “Referenzwerte fu't die Na hrstoffzufuhr”. Umschau/Braus. Frankfurt
am Main. 2000.

40. Al-Mamary M, Al-Meeri A, Al-Habori M. Antioxidant activities and total phenolics of different types of
honey. Nutr Res 2002; 22: 1041-47.

41. Yilmaz H, Yavuz O. Content of some trace metals in honey from South-Eastern Anatolia. Food Chem 1999;
65: 475-6.

42. Koltuksuz U, Irmak MK, Karaman A, et al. Testicular nitric oxide levels after unilateral testicular
torsion/detorsion in rats pretreated with caffeic acid phenethyl ester. Urol Res 2000; 28: 360-3.

43. Irmak MK, Koltuksuz U, Kutlu NO, et al. The effects of caffeic acid phenethyl ester on ischemia-reperfusion
injury in comparison with a-tocopherol in rat kidneys. Urol Res 2001; 29: 190-3.

44. Hepsen IF, Tilgen F, Er H. Propolis: Tibbi 6zellikleri ve oftalmolojik kullanimi. Turgut Ozal Tip Merkezi
Dergisi 1996; 3: 386-91.

45. Grunberger D, Banerjee R, Eisinger K, Oltz EM, Efras L, Coldwell M. Preferential cytotoxicity on tumor cells
by caffeic acid phenethyl ester isolated from propolis. Experientia 1988; 44: 230-2.

46. Sud'ina GF, Mirzoeva OK, Pushkareva MA, Korshunova GA, Sumbatyan NV, Varfolomeev SD. Caffeic acid
phenethyl ester as a lipoxygenase inhibitor with antioxidant properties. FEBS Lett 1993; 329: 21-4.

47. Michaluart P, Masferrer JL, Carothers AM, et al. Cancer Res 1999; 59, 2347-52.

48. Kimura Y, Okuda H, Okuda T, Hatano T, Agata I, Arichi S. Studies on the activities of tannins and related
compounds from medicinal plants and drugs. VII. Effects of extracts of leaves of Artemisia species, and caffeic
acid and chlorogenic acid on lipid metabolic injury in rats fed peroxidized oil. Chem Pharm Bull 1985; 33: 2028-
34.

49. Lee SK, Song L, Mata-Greenwood E, Kelloff GJ, Steele VE, Pezzuto JM. Modulation of in vitro biomarkers
of the carcinogenic process by chemopreventive agents. Anticancer Res 1999; 19: 35- 44

50. Russo A, Longo R, Vanella A. Antioxidant activity of propolis: role of caffeic acid phenethyl ester and
galangin. Fitoterapia. 2002;73:21-29.

51. Koltuksuz U, Ozen S, Uz E, Ayding M, Karaman A, Giiltek A, Akyol O, Giirsoy MH, Aydin E. Caffeic acid
phenethyl ester prevents intestinal reperfusion injury in rats. J Pediatr Surg. 1999;34:1458-1462.

52. S. Lieberman, Y.Y. Lin, Reflections on sterol sidechain clevage process catalyzed by cytochrome P450(scc),
J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 78 (2001) 1-14

53. Longaker M, Chiu ES, Harrison MR et al. Studies in fetal wound healing IV. Hyaluronic acid-stimulating
activity distinguishes fetal wound fluidfrom adult wound fluid. Ann Surg. Nov 1989;210:5

54. Chen WY]J, Abatangelo G. Functions of hyaluronan in wound repair. Wound Rep.R eg 1999;7:79—89.

13



55. Jiang D, Liang J, Noble PW. Hyaluronan in Tissue Injury and Repair. Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 2007.
23:435-61

56. Toole BP. Hyaluronan: From Extracellular Glue to Pericellular Cue. Nat Rev Cancer. 2004 Jul;4(7):528-39
57. Almond A. Hyaluronan. Cell Mol Life Sci. 2007 Jul;64(13):1591-6

58. Girish KS, Kemparaju K. The magic glue hyaluronan and its eraser hyaluronidase: a biological overview. Life
Sci. 2007 May 1;80(21):1921-43

59. Burns JW, Skinner K, Colt J, Burgess L, Rose R, Diamond MP: A hyaluronate based gel for the prevention of
postsurgical adhesions: Evaluation in two animal species. Fertil Steril 66:814—821, 1996.

60. Burns JW, Skinner K, Colt J, Sheidlin A, Bronson R, Yaacobi Y, Goldberg EP: Prevention of tissue injury and
postsurgical adhesions by precoating tissues with hyaluronic acid solutions. J Surg Res 59:644—652, 1995.

61. Hagberg L, Gerdin B: Sodium hyaluronate as an adjunct in adhesion prevention after flexor tendon surgery in
rabbits. J Hand Surg [Am] 17A:935-941, 1992.

62. Isik S, Ozturk S, Gurses S, Yetmez M, Guler MM, Selmanpakoglu N, Gunhan O: Prevention of restrictive
adhesions in primary tendon repair by HA membrane: Experimental research in chickens. Br J Plast Surg 52:373—
379, 1999.

63. Songer MN, Ghosh L, Spencer DL: Effects of sodium hyaluronate on peridural fibrosis after lumbar
laminotomy and discectomy. Spine 15:550-554, 1990.

64. Lucas PA. Stem cells for mesothelial repair: An understudied modality. Int J Artif Organs 2007; 30(6): 550-
556.

65.Ito T, Yeo Y, Highley CB, Bellas E, Kohane DS. Dextran-based in situ cross-linked injectable hydrogels to
prevent peritoneal adhesions. Biomaterials 2007; 28(23): 3418-3426.

66. Christen D, Buchmann P. Peritoneal adhesion after laparotomy: prophylactic measures.
Hepatogastroenterology 1991; 38(4): 283-286.

67. Avsar FM, Sahin M, Aksoy F, Avsar AF, Akoz M, Hengirmen S. Effects of diphenhydramine HCL and
methylprednisolone in the prevention of abdominal adhesions. Am J surg 2001; 181(6): 512-515.

68. Holmdalh L, Risberg B. Adhesions: prevention and complications in general surgery. Eur J Surg 1997; 163(3):
169-174.

69. Ellis H. The cause and prevention of postoperative intraperitonal adhesions. Surg Gynecol Obstet 1971; 133(3):
497-511

70. Holmdahl L, Risberg B, Beck DE, Burns JW, Chegini N, diZerega GS. Adhesions: pathogenesis and
prevention-panel discussion and summary. Eur J Surg Suppl 1997; 577: 56-62

71. Ellis H. The causes and prevention of intestinal adhesions. Br J Surg 1982; 69(5): 241-243

72. Holmdahl L, Marlier-Bannot S. The prevention of intestinal obstruction related to adhesions. Ann Chir 2006;
131(10): 647

73. Mastronardi L, Pappagallo M, Puzzilli F, Tatta C. Efficacy of the morphineAdcon-L compound in the
management of postoperative pain after lumbar microdiscectomy. Neurosurgery. 2002; 50(3): 518-525.

14



74. Turgut M, Uysal A, Pehlivan M, Oktem G, Yurtseven ME. Assessment of effects of pinealectomy and
exogenous melatonin administration on rat sciatic nerve suture repair: an electrophysiological, electron
microscopic, and immunohistochemical study. Acta Neurochir(Wien). 2005; 147(1): 67-77.

75. Gorgulu A, Imer M, Simsek O, Sencer A, Kutlu K, Cobanoglu S. The effect of aprotinin on extraneural scarring
in peripheral nerve surgery: an experimental study. Acta Neurochir (Wien) 1998; 140:1303-1307.

76. Gorgulu A, Uzal C, Doganay L, Imer M, Eliuz K, Cobanoglu S The effect of low-dose external beam radiation
on extraneural scarring after peripheral nerve surgery in rats. Neurosurgery 2003;3:1389-1395.

77. Nachemson AK, Lundborg G, Myrhage R, Rank F Nevre regeneration and pharmacological suppression of the
scar reaction at the suture site. An experimental study on the effect of estrogen—progesterone, methylprednisolone-
acetate and cis-hydroxyproline in rat sciatic nerve. Scand J Plast Reconstr Surg 1985; 19:255-260.

78. Nath RK, Kwon B, Mackinnon SE, Jensen JN, Reznik S, Boutros S Antibody to transforming growth factor
beta reduces collagen production in injured peripheral nerve. Plast Reconstr Surg 1998;102:1100—-1106

79. Hatipoglu A, Tiirkyilmaz Z, Mert S: The effects of melatonin on postoperative intraabdominal adhesion
formation. Yonsei Med J 2007;48:659—-664

80.Leach RE, Burns JW, Dawe EJ, Smith Barbour MD: Diamond MP: Reduction of postsurgical adhesion
formation in the rabbit uterine horn model with use of hyaluronate/carboxymethylcellulose gel. Fertil Steril
1998;69:415-418.

81. Raso GM, Meli R, Di Carlo G, Pacilio M, Di Carlo R. Inhibition of inducible nitric oxide synthase and
cyclooxygenase-2 expression by flavonoids in macrophage J774A.1. Life Sci. 2001;68(8):921-931.

82. Abdel-Latif MM, Windle HJ, Homasany BS, Sabra K, Kelleher D. Caffeic acid phenethyl ester modulates
Helicobacter pylori-induced nuclear factor-kappa B and activator protein-1 expression in gastric epithelial cells.
Br J Pharmacol. 2005;146(8):1139-1147.

83.Song,J. J., Lim, H. W., Kim, K., Kim, K. M., Cho, S., et al. 2012, Effect of caffeic acid phenethyl ester (CAPE)
on H(2)O(2) induced oxidative and inflammatory responses in human middle ear epithelial cells. Int. J. Pediatr.
Otorhinolaryngol. 76, 675-679

84. Kumar M, Kaur D, Bansal N (2017). Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) prevents development of STZ-ICV
induced dementia in rats. Pharmacogn Mag, 13(49): 10-5

85. Wei X, Ma Z, Fontanilla CV, Zhao L, Xu ZC, Taggliabraci V, et al. (2008). Cafteic acid phenethyl ester
prevents cerebellar granule neurons (CGNs) against glutamate-induced neurotoxicity. Neuroscience, 155(4):
1098-105

86. Barros Silva R, Santos NA, Martins NM, Ferreira DA, Barbosa F Jr, Oliveira Souza VC, et al. (2013). Caffeic
acid phenethyl ester protects against the dopaminergic neuronal loss induced by 6-hydroxydopamine in rats.
Neuroscience, 233: 86-94.

87. Turgut A.> Sak M.E.,Turkcu G.” Ozler A., Soydinc H.E.” Evsen M.S.> Evliyaoglu O.> Akdemir F. Gynecol
Obstet Invest 2013;75:281-288

88. Weigel PH, Fuller GM, LeBoeuf RD. A model for the role of hyaluronic acid and fibrin in the early events
during the inflammatory response and wound healing. Journal of theoretical biology. 1986;119(2):219-34. 67

89. Hiro D, Ito A, Matsuta K, Mori Y. Hyaluronic acid is an endogenous inducer of interleukin-1 production by
human monocytes and rabbit macrophages. Biochemical and biophysical research communications.
1986;140(2):715-22.

15



90. Goldberg RL, Toole BP. Hyaluronate inhibition of cell proliferation. Arthritis and rheumatism.
1987;30(7):769-78.

91. Tkeda K, Yamauchi D, Osamura N, Hagiwara N, Tomita K. Hyaluronic acid prevents peripheral nerve
adhesion. British journal of plastic surgery. 2003;56(4):342-7.

92. Lew DH, Yoon JH, Hong JW, Tark KC. Efficacy of antiadhesion barrier solution on periimplant capsule
formation in a white rat model. Annals of plastic surgery. 2010;65(2):254-8.

93. Li R, Liu H, Huang H, Bi W, Yan R, Tan X, et al. Chitosan conduit combined with hyaluronic acid prevent
sciatic nerve scar in a rat model of peripheral nerve crush injury. Molecular medicine reports. 2018;17(3):4360-8

94. Park JS, Lee JH, Han CS, Chung DW, Kim GY. Effect of hyaluronic acidcarboxymethylcellulose solution on
perineural scar formation after sciatic nerve repair in rats. Clinics in orthopedic surgery. 2011;3(4):315-24.

95. Burns JW, Colt MJ, Burgees LS, Skinner KC. Preclinical evaluation of Seprafilm bioresorbable membrane.
The European journal of surgery Supplement : = Acta chirurgica Supplement. 1997(577):40-8.

96. Burd DAR, Greco RM, Regaver S, Longaker MT, Siebert JW, Garg HG. Hyaluronan and wound healing: a
new perspective. Br J Plast Surg 1991;4:579584.

97. Gérgiilii, A. Uzal, C., Doganay, L., imer, M., Eliuz, K., & Cobanoglu, S. (2003). The Effect of Low-dose
External Beam Radiation on Extraneural Scarring after Peripheral Nerve Surgery in Rats. Neurosurgery, 53(6),
1389-1396.

98. Schultes RE. Random thoughts and Queries on the Botany of Cannabis. In: Joyce CRB, Curry SH (ed). The
Botany and Chemistry of Cannabis. London: J & A Churchill, 11-38, 1970.

99. Taskale P, Topaloglu I. The Healing Effects of Vitamin E with Corticosteroid and Vitamin E Alone on Nevre
Healing in Rats with Travmatic Facial Palsy KBB Thtis Derg 20(5):255-259,2010

100. K Kato !, S Kikuchi, V I Shubayev, R R Myers Distribution and tumor necrosis factor-alpha isoform binding
specificity of locally administered etanercept into injured and uninjured rat sciatic nerve 2009
10.1016/j.neuroscience.2009.02.038

16



