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OZET

Periferik sinir yaralanmalar1 toplumda yiiksek insidansta goriilen genellikle etkilenen
uzuvda duyusal ve motor fonksiyon kayiplarina sebep olan onemli bir saglik sorunudur.
Yaralanma sonrasi sinir rejenerasyonunun optimal diizeyde olmasi i¢in giinlimiizde ¢alismalar
hala devam etmektedir. Eksozomlar, viicutta hemen hemen tiim hiicreler tarafindan salgilanan
hiicreler arasi iletisimde kilit rol oynayan nanovezikiillerdir. Sinir sisteminin fizyolojik ve
patolojik stireglerinde modiilator olarak bir¢ok asamada rol almaktadirlar.

Bu c¢alismada periferik sinir yaralanmasii takiben onarim alanina uygulanan
eksozomlarin sinir rejenerasyonun etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Caligmada
toplam 20 adet (10 adet erkek, 10 adet disi) Wistar cinsi rat kullanildi. Eksozom grubu (n=10)
ve Primer grubu (n=10) olmak tizere 2 grup olusturuldu. Uygun cilt insizyonu ve diseksiyon
ile ratlarin sag taraf siyatik sinirine ulasilip, mikrocerrahi makas ile tam kat sinir hasari
olusturuldu. Eksozom grubunda, siyatik sinir onarimi sonrasi koaptasyon bdlgesinin
proksimal ve distal uclarina 0.1ml eksozom soliisyonu epindral olarak enjekte edildi. Primer
grubunda ise koaptasyon bdlgesinin proksimal ve distal uglarina 0.1ml SF soliisyonu epindral
enjeksiyonu yapildi.

Sinir rejenerasyonunu degerlendirmek icin deneye baslamadan 6nce ve deney sonrasi
7., 14. 21. giinlerde yiiriiyiis yolu analizleri (‘walking track’) ve Siyatik Fonksiyonel indeks
Olciimleri yapildi.

Ratlarin operasyon Oncesi ve operasyon sonrasi 8. haftada intraperitoneal anestezi
altinda elektromiyografi degerlendirilmeleri yapildi. Siyatik sinir tarafindan inerve edilen kas
gruplarinin birlesik kas aksiyon potansiyelleri 6l¢iildii. Aksiyon potansiyelleri egrilerinde her
bir ratin EMG kayitlarinda Delta-T, aksiyon potansiyeli tepe-tepe amplitiidii (P.P), egri
altinda kalan alan (CMAP), P-max degerleri ve toplam siireler 6l¢iildii.

Histopatolojik degerlendirme i¢in ise deney sonrasi 8.haftada siyatik sinir onariminin
yapildig1 sinir bolgesinin yaklasik 1cm distal ve proksimalini igerecek sekilde normal sinir
segmentlerine de ulasilarak sinir biyopsileri alindi. Alman sinir ornekleri vaskiiler
proliferasyon, inflamasyon, fibrozis varlig1 ve sinir hasar derecesi acisindan 3 iizerinden
degerlendirildi ve skorlama yapildi.

Elde edilen verilerin istatiksel analizi sonucu eksozom enjeksiyonu yapilan grupta
sinir rejenerasyonu siirecinde inflamasyon ve fibrozisin daha az goriildiigii ayrica SFI indeks

verilerine bakildiginda eksozom enjeksiyonun sinir rejenerasyonunu hizlandirdig goriildii.

Anabhtar kelimeler: Eksozom, sinir rejenerasyonu, siyatik sinir
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SUMMARY

Peripheral nerve injuries are an important health problem that occurs at a high
incidence in society and usually causes loss of sensory and motor functions in the affected
limb. Today, studies are still on going to ensure optimal nerve regeneration after injury.
Exosomes are nanovesicles secreted by almost all cells in the body and play a key role in
intercellular communication. They are involved in many stages as modulators in physiological
and pathological processes of the nervous system.

This study aimed to evaluate the effects of exosomes applied to the repair area
following peripheral nerve injury on nerve regeneration. A total of 20 Wistar rats (10 male, 10
female) were used in the study. Two groups were created: Exosome group (n = 10) and
Primer group (n = 10). With appropriate skin incision and dissection, the right side sciatic
nerve of the rats was reached and full-thickness nerve damage was created with microsurgical
scissors. In the exosome group, 0.Iml of exosome solution was injected epineurally to the
proximal and distal ends of the coaptation area after sciatic nerve repair. In the primary group,
epineural injection of 0.1ml SF solution was made to the proximal and distal ends of the
coaptation area.

Walking track analysis and Sciatic Functional Index measurements were performed
before and 7, 14, 21 days after the experiment to evaluate nerve regeneration.

Rats were evaluated by electromyography under intraperitoneal anesthesia before and
8 weeks after the operation. The combined muscle action potentials of muscle groups
innervated by the sciatic nerve were measured. Delta-T, peak-to-peak amplitude of action
potential (P.P), area under the curve (AUC), max values and total durations were measured in
the action potential curves of EMG recordings of each rat.

For histopathologic evaluation, nerve biopsies were taken at the 8th week after the
experiment by reaching the normal nerve segments, including approximately 1 cm distal and
proximal to the repaired sciatic nerve nerve region. The nerve samples were evaluated and
scored on a 3-point scale for vascular proliferation, inflammation, presence of fibrosis and
degree of nerve damage.

As a result of the statistical analysis of the data obtained, it was observed that
inflammation and fibrosis were observed less in the exosome injection group during the nerve
regeneration process and exosome injection accelerated nerve regeneration when SFI index

data were analyzed.

Keywords: Exosome, nerve regeneration, sciatic nerve
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1.GIRIS

Periferik sinir sistemi, viicudun i¢ ve dig ortamla etkilesimde bulunmasina yardimeci
olan, merkezi sinir sistemi disinda kalan tiim sinirleri ig¢erir. Travma, tiimor invazyonlari,
cerrahi girisimler gibi bir¢ok sebeple hasara ugrayabilir. Genellikle ezilme, penetran,
traksiyon veya doku iskemisi seklindeki yaralanmalar sonrasi periferik sinir hasari ortaya
cikmaktadir!. Periferik sinir yaralanmalari yiiksek insidansa sahiptir ve genellikle etkilenen
uzuvda ciddi duyusal ve motor fonksiyon kayiplarina yol agabilirler. Yaralanma sonrasi
periferik sinir rejenerasyonu, arastirmacilar i¢in 6nemli bir sorun olmaya devam etmektedir.

Travmatik periferik sinir yaralanmalari, birgok hastada fonksiyonel bozulmaya ve
kalic1 sakatliga yol agan 6nemli bir klinik ve halk saglig1 sorununu temsil eder. Modern tani
ve teshis prosediirlerine ve gelismis mikrocerrahi tekniklere ragmen periferik sinir onarimi
sonrast fonksiyonel iyilesme genellikle tatmin edici boyutlarda degildir. Bu nedenle, sinir
hasarinin goriildiigli hastalarda fonksiyonel iyilesmeyi daha iyi diizeye getirmek i¢in yeni
terapotik veya yardimer stratejilere yonelik karsilanmamis bir ihtiyag mevcuttur®. Periferik
sinir yaralanmalarini onarmak i¢in ¢ok sayida cerrahi prosediir uygulanmaktadir. Her iki sinir
ucu arasinda ¢ok fazla defekt olmayan sinir lezyonlar1 genellikle u¢ uca koaptasyon ile tedavi
edilir. Daha uzun sinir defektleri olan periferik sinir lezyonlariyla sonucglanan travmatik
yaralanmalar siklikla boslugu kapatmak icin bir greft gerektirir. Her ne kadar otolog sinir
greftleri rekonstriiksiyonlarda hala ilk tercih edilen strateji olsa da dondr dokusunun sinirl
olmasi, fonksiyonel bir sinirin feda edilmek zorunda olmasi ve potansiyel néroma olusumu
riski nedeniyle gesitli dezavantajlara sahip oldugu gériilmektedir*®.

Eksozomlar, mezenkimal kok hiicreler (MKH'ler), immiinositler, néronlar, kanserli
hiicreler, epitel hiicreleri, osteositler ve miyositler dahil olmak tizere hemen hemen tiim hiicre
tipleri tarafindan hiicre dis1 bosluga salgilanan membranéz nano boyutlu vezikiillerdir’-*. Buna
ek olarak eksozomlar kan, tiikiiriik, idrar, amniyotik sivi ve beyin omurilik sivis1 gibi farkli
viicut stvilarinda bulunurlar®!°,

Eksozomlar organizmalarda oOnemli olan uzak veya yakin bolgelerdeki hedef
hiicrelerin biyolojik davraniglar arasindan baglant1 saglayarak homeostazin siirdiiriilmesi igin
modiilatdr gorevi gorebilirler!!. Hiicreler arasi iletisimin kilit oyuncular1 olarak eksozomlar,
sinir sisteminin fizyolojik ve patolojik siireglerinde temel bir rol oynarlar. Eksozomlarin tiim
hiicre tiplerinde bulunuyor olmasi ve literatiirde noroterapodtik etkilerinin gosterilmesi
periferik sinir hasarinda iyilesme silirecinde umut vermektedir. Bu ¢alismada eksozomlarin, rat
siyatik sinirinde olusturulan transeksiyon sonrasi sinirin direkt onarimi sirasinda bolgeye

implantasyonunun sinir iyilesmesindeki etkisinin degerlendirilmesi amaglanmaistir.

1
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2. GENEL BIiLGILER

2.1 Periferik Sinir Tarihcesi

Literatiirde periferik sinir sistemiyle ilgili yapilan ¢alismalara bakildiginda ilk
tanimlamalar Hipokrat zamanina kadar dayanmaktadir. Periferik sinir yaralanmalari
onarimiyla ilgili yapilan ilk calismalar ise Galen tarafinda yapildigi goriilmiistiir. Galen
yaptig1 caligmalarda sinir hasar1 sonrasi his duyusunda ve kas giiciinde azalma oldugunu
ortaya ¢ikarmis ve sinir iyilesmesinin miimkiin olmadigini dne siirmekteydi'>!3.

Periferik sinir onarimiyla ilgili yapilan ¢aligmalara bakildiginda ise ilk kez ibn-i Sina
(MS 980-1037) tarafindan gerceklestirilmis oldugu bulunmustur. Galvani ise kurbagalarda
yaptig1 ¢alismalarda sinir liflerinin elektrik stimiilasyonuna yanit verdigini gdstermistir'>.

Periferik sinirin siitiir ile onarimina ait ilk kalintilar ise 13. yiizyilda William
Saliceto’ya aittir. 16. ve 17.ylizyillardan sonra sinir sistemi ile ilgili daha detayli bilgiler
ortaya ¢ikmaya baslamistir. 1847 yilinda Paget bir hastada median sinir kesisini primer onarip
fonksiyonel déniisiin tam oldugunu belirtmistir'*.

Theodore Schwann 1839’ da Schwann hiicresini tanimlayip kendi adini vermistir.
Johannes Von Purkinje néron ve aksonlar arasindaki baglantilar1 tanimlamistir. Robert Remak
ise sinirlerde miyelinli ve miyelinsiz sinirleri tariflemigtir. 1850°de August Waller
kurbagalarda hipoglossal ve glossofaringeal sinirlerde yaptigi deneylerde Wallerian

dejenerasyonunu tanimlamistir'?.

Sinir kesisi sonrast periferik sinir onariminda epindral
onarimi1 1873 yilinda Hueter tarif etmistir. Perindral onarim teknigini ise Langley ve
Hashimato tanimlamislardir!®.

Golgi ve Cajal, sinir sistemi ile ilgili yaptig1 ¢alismalarda sinirlerin yapisi ve
fonksiyonel iliskilerini kesfederek 1906 yilinda Nobel Tip Odiilii'nii kazanmislardir. Erlenger
ve Gasser ise 1945°te sinir liflerinin fonksiyonlar1 ve elektrofizyolojik ozelliklerini ortaya
koyduklar1 caligmalari ile Nobel Tip Odiilii’ nii kazanmislardir. ilerleyen yillarda Sunderland,
Millesi ve Terzis’in sinir hiicreleri, Schwann hiicrelerinin rolii, sinirin yaralanmalari,
aksonlara ait tasima ve aksonal filizlenmeler konusundaki ¢alismalari ile periferik sinir

cerrahisinde 6nemli bir yer tutmaktadirlar '>16-17,

2.2 Periferik Sinir Anatomisi
Periferik sinir sistemi, merkezi sinir sistemi ile viicudun kalan ¢evre dokulari
arasindaki baglantiy1 saglayan sinir sistemi boliimiidiir. Periferik sinir dokusu, sinir lifleri ve

etrafinda bulunan destek dokudan olusmaktadir. (SEKIL 1)



En kiiclik fonksiyon birimleri néron hiicreleridir. Noronlar hiicre govdesi, dentritler ve
aksonlardan olugsmaktadir. Hiicre govdesi (soma, perikaryon) sinir hiicresinin besleyici ana
bolimiidiir. Bir akson ve bir veya daha fazla dentritik ¢ikintilardan olusabilir. Cekirdek ve
organel bu kisimdadir. Hiicre fonksiyonlar1 i¢in gerekli olan enzimler ve diger biyosentetik
sistemleri de icinde bulundurur'®.

Dentritler ise hiicre govdesinden ¢ikan gevreden uyar1 almak i¢in 6zellesmis reseptor
fonksiyonu goriirler. Hiicre govdesinin sitoplazmik c¢ikintilaridir. Dentritler temel olarak
noronlar arasi iletisime destek saglarlar.

Aksonlar aksoplazma, aksolemma ve miyelinli veya miyelinsiz kiliflardan
olusmaktadir. Aksolemma aksonu c¢evreleyen plazma membranmna verilen addir'®.
Aksoplazma ise hiicre sitoplazmasinin aksondaki es degeridir. Aksoplazmada hiicre iskeletini
olusturan mikrotiibiiller ve norofilametler bulunur. Bu yapilar aksonun yapisal biitiinliiglin
devamliliginin saglanmasinda ve aksonal iletimde dnemli gorev alirlar.

Her periferik sinir, fasikiiller olarak bilinen aksonlarin ¢ok sayida uzunlamasina
diizenlenmesinden olusur ve her biri ii¢ katmandan olusan bag dokusuyla kaplanir. Bu
katmanlar fasikiillere ek bir destek saglar. Ayrica sinir liflerinin biiyiimesi ve gelismesi i¢in
gerekli olan kan damarlarini icinde bulundurur?®-2!-2,

Epindryum, tiim fasikiilleri iceren bu katmanlardan en distaki olanidir. Sinir
kasilmasmi ve genislemesini saglayan areolar bag dokusu epindryumun ana bilesenidir®?.
Periferik sinirlerin mekanik olarak korunmasi ve anatomik seklini belirleyen sinirin tamamini
kaplayan dis tabaka olan epindryum tarafindan saglanmaktadir?!. Orta katmanda ise her
fasikiilii tek tek saran ince ve yogun bag dokusu iceren perindryum bulunur. Bu sayede
yapidaki homeostazin ve endondral ortamin korunmasima yardimei olur?'?2, En i¢ tabakada
ise her bir fasikiildeki her aksonu ¢evreleyen ince bir kollajen lif tabakasi igeren endondryum
bulunmaktadir??>. Cok ince mikro damar ve kilcal damar ag1 iceren bu tabaka cok esnektir.
Ancak mekanik korumaya katkis1 ¢ok azdir.

Schwann hiicreleri her bir miyelinli aksonda bulunan aksonu izole eden yagli, ¢ok
katmanli laminin a¢isindan zengin miyelin tabakalar1 {iretme kapasitesine sahip olan
hiicrelerdir. Daha hizl1 bir uyari iletilmesini saglayan miyelinin asil iglevi hiicre zar1 boyunca
elektrik direncinin artirilmasint saglamaktir. Schwann hiicreleri ayrica periferik sinir
rejenerasyonun ekstrinsik mediyatorleridir®?. Periferik sinirlerde bulunan bir diger hiicreler ise
kasilabilen perisitlerdir. Perisitler ayrica kan akisini diizenler ve kan damari duvarlarinin
sizdirmazligint saglarlar. Bu hiicreler hem beyin-sinir bariyerinde hem de endondral

mikrogevrede homeostazin korunmasina yardimei olurlar®?,
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Sekil 1: Periferik sinirin anatomisi sematik ¢izimi'*°

2.3. Periferik Sinir Yaralanmalarinin Siniflandirilmasi

Periferik sinirler birgok degisik sekilde travmaya maruz kalabilirler. Bu travma
sekilleri ise kabaca gerilim tipi, laserasyonlar, kompresyon tipi seklinde siralanabilir. Gerilim
tipi yaralanmalarda sinirin esneme kapasitesinin iizerinde bir traksiyon kuvveti vardir.
Laserasyonlar ise ¢gogunlukla bigak gibi delici aletler sonrasi ortaya ¢ikar. Kompresyon tipi
yaralanmalar ise sinir baskiya maruz kalmasi sonrasi olusan sikisma ile meydana gelirler.

Siiflandirmalar, periferik sinir yaralanmalarinin daha iyi bir sekilde anlasilmasi ve
tedavi modalitesinin gelistirilmesi i¢in ¢ok biiylik bir 6nem arz etmektedir. Literatiirde 1943
yilinda Seddon, periferik sinir yaralanmalarini ii¢ farkli dereceye ayiran bir siniflandirmay1
onermistir. Bunlar; néropraksi, aksonotmezis ve nérotmezistir.

Periferik sinir yaralanmalarina yonelik bir diger siniflandirma ise 1951 yilinda

Sunderland tarafindan tanimlanmistir. Sunderland yaralanmalar1 5 dereceye ayirmustir.



Mackinnon ve Dellon bu siiflamanin ¢oklu sinir liflerinde olusan ve kombine yaralanmalari

kapsamadigini diisiindiikleri icin Sunderland siniflamasina 6. Dereceyi eklemislerdir?’.

2.3.1. Seddon Siniflamasi

Noropraksi: Sinirde gegici segmental iletim blogu olup, anatomik biitiinlik
bozulmamis ve aksonun devamliligi korunmustur?®. Sinir yaralanmalarinin en hafif dereceli
olanidir. Gegici bir blok s6z konusudur. Yaralanma bolgesinde lokal miyelin onarimi
tamamlandigi zaman spontan iyilesme gorilir ve iyilesme tam olur. Cerrahi tedavi
gerektirmez. lyilesme siireci 5 giin ile 3 ay arasinda degismektedir. Bu yaralanmalarda
makroskopik olarak sinir normal iken histolojik olarak demiyelinizasyon goriiliir?®>. Hasar
bolgesinin distalindeki kaslarin uyarilabilirligi devam ettigi icin Wallerian dejenerasyon
goriilmez?®.

Aksonotmezis: Bu yaralanmalarda Schwann hiicre membrani, endondryum,
perindryum ve epindryumda hasar olmayip, miyelin kilif ve akson devamliliginda hasar
mevcuttur. Lezyon bolgesinin distalinde Wallerian dejenerasyon goriiliir. Proksimalinde ise
aksonal tomurcaklanma olugsmaya baglar. Endondral tiip biitiinliigii korunmustur. Bag doku
biitiinliigli devam ettigi i¢in prognozu iyidir ve fonksiyonel geri doniis orami tamdir.
Rejenerasyon giinde yaklasik 1-2mm hizla olur>*?7-2%,

Norotmezis: Periferik sinir yaralanmalarinda goriilmekte olan en siddetli yaralanma
tirtidiir. Sinirin anatomik biitiinliglinde kayip vardir. Endondryum, perinéryum ve
epindryumda hasar vardir. Sinirin hem proksimalinde hem de distal segmentinde
dejenerasyon goriiliir. Endondéral kilif biitiinliigii de c¢esitli derecelerde bozulur. Bunlara ek
olarak kanama, 6dem, siddetli bir enfektif reaksiyon mevcuttur ve bu yiizden fibrozis
kaginilmaz sondur®®. Bu tiir yaralanmada néroma olusma ihtimali yiiksektir. Cerrahi girisim
yapilmadan spontan rejenerasyon miimkiin olmadigi icin cerrahi onarim sarttir’®>"%,

Norotmezis tarzinda yaralanan bir periferik sinirde, tam bir fonksiyonel iyilesme olmasi

beklenen bir durum degildir.

2.3.2. Sunderland Siiflamasi
1.derece hasar
Aksonal devamlilik korunmus olup sinir iletiminde gegici blok mevcuttur. Seddon

siiflamasindaki noropraksinin karsiligidir.

2.derece hasar



Sinir liflerinin  kilifindaki endondral devamlilik korunur. Lezyonun distalinde
Wallerian dejenerasyon meydana gelir ve perifer ile aksonal devamlilik kaybolur. Seddon
siniflamasindaki aksotmezise esdegerdir.

3.derece hasar

Aksonal devamlilik, endondryum ve Schwann hiicre kilifi hasarlanmistir. Epinéryum
ve perindryum intakttir, fasikiil devamliligi korunmustur.

4.derece hasar

Epindryum saglam olmakla birlikte, aksonal devamlilik, endondéryum ve perinéryum
hasarlanmistir. Motor, duyu dallarinda ciddi hasar meydana gelme riskinden dolay1 cerrahi
onarim gerektirir.

S5.derece hasar

Sinir govdesinin devamlilifinda total kayip mevcuttur. Cerrrahi onarim zorunludur.
Sunderland siniflamasinda 3, 4, 5. derece hasarlar nérotmezise esdeger olarak kabul goriiliir.

6.derece hasar

Sunderland siniflamasinda olmayip Mackinnon tarafindan eklenmistir. Diger 5 derece
yaralanmalarm kombinasyonu olarak tanimlanmistir®. Sinir lifi boyunca farkli tipte sinir

hasar1 birlikte goriliir. (Sekil 2)
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1001. (Image courtesy Cleveland Clinic, 2006, lustrator, David Schumick, BS, CML)

Sekil 2: Periferik sinir yaralanmalarmin siniflandiriimasi?

2.4. Sinir Dejenerasyonu

Periferik sinir sistemine yaralanma sonrasi bakildiginda santral sinir sisteminden farkli
olarak hem dejenerasyon hem de rejenerasyon goriiliir’!. Normal sartlarda sinir iyilesmesi o
bolgeyi inerve eden sinir hiicrelerinin ¢evresinde yer almakta olan periferal hedef hiicrelerinin
trofik etkisine baglidir®?. Periferik sinir yaralanmalarinda, yaralanmanin meydana geldigi sinir
bolgesinin disinda, yaralanma bolgesinin proksimalinde, distalinde ve sinir hiicre gdévdesinde
birbirini izleyen yapisal ve islevsel degisiklikler ortaya ¢ikar. Yaralanma bdlgesinin

distalindeki tiim miyelinli veya miyelinsiz lifler Wallerian dejenerasyonuna ugrarlar®.

2.4.1 Proksimal Segmentte Meydana Gelen Degisiklikler

Bir sinir lezyonunu takiben karsilik gelen sinir hiicresi govdeleri karakteristik olarak

yapisal ve fonksiyonel degisikliklere ugrar**. Yaralanmanin oldugu seviyeden itibaren
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proksimal bdliimdeki ilk Ranvier diigiimiine kadar olan sinir segmentinde ilk basta
dejenerasyonla ilgili siiregler meydana gelmeye baslar. Meydana gelen bu reaksiyonlari
etkileyen faktorler ise; yaralanmanin siddeti ve yaralanma bdlgesinin sinir gdvdesine olan
yakinligima baglidir. Yaralanan bolgenin proksimalinde ilk basta akson ve miyelin kilif
capinda Schwann hiicre hasar1 sebebiyle azalma goriiliir. Bununla birlikte akson iletim hizi
diiser. Aksonal yaralanmayi takiben ilk 6 saat i¢cinde sinirin hiicre govdesi siser, hacimsel artis
olur, hiicre ¢ekirdegi merkezden perifere dogru go¢ eder. Ayrica nissl cisimcikleri ve graniillii
endoplazmik retikulumlar pargalanir. Gergeklesmekte olan bu degisikliklere kromatoliz
denir35-36:37:38

Hiicre govdesi reaksiyonu lezyonun yakinligina gore degisebilir, proksimal lezyonlar

bazen hiicre govdesinin oliimiine yol agar. Hiicre i¢i degisiklikler yaralanmadan sonraki ikinci

ve liclincii haftada en yogun olarak gerceklesmektedir.

2.4.2 Distal Segmentte Meydana Gelen Degisiklikler

Bir sinir gdvdesinin kesilmesinden sonra, distal akson segmentleri ilk olarak Wallerian
dejenerasyonuna ugrar. Wallerian dejenerasyon Waller adli arastirmaci tarafindan 1850
yilinda kurbaga hipoglossal sinir kesilmesi sonrasi kesi distalindeki degisiklikleri incelemis ve
bu siirece Wallerian dejenerasyonu ismini vermistir. Bu dejenerasyon sonrasi akson ve
miyelin kokenli maddeler temizlenip, rejenerasyon i¢in uygun bir ortam olusturulur. Bu
temizlemeler sonrasi ortada olusan bos tiip yapisina endonéral tiip denir®?404!,

Kesi sonrasi Schwann hiicrelerinin mitotik aktivitesinde artiy meydana gelir.
Dejenerasyondaki proteolitik siireclerde aksoplazmanin mikrotiibiil ve néroflament yapilar
bozulur. Aksonal hiicre iskeleti yikilir. Aksonal sisme goriiliir. Miyelin yapilar1 fragmente
olur. Zaman ig¢inde miyelin kilifi Schwann hiicreleri ve fagositler tarafindan ortamdan
uzaklastirilir. Bu siire¢ ortalama birkag ay1 bulmaktadir***?, Yaralanmay: takiben 3-4. aylarda
ise endonoral tiip kiiciiliir. Endondral kilifta kalinlagsma goriiliir. Daha sonra endondral tiip
rejenere bir akson ile birlesir. Eger bu baglanti olmazsa tamamen oblitere olup, kaybolur.
Aksonal devamlilik kaybini, distal aksonal segmentte Schwann hiicrelerinin yogun bir sekilde
cogalmas1 takip eder ve hiicreler siitunlar halinde siralanir ve Biingner bantlarini

olustururlar*#443,

2.5 Sinir Rejenerasyonu

Periferik sinir yaralanmalari sinir dejenerasyonu ve birbirini takip eden olaylar sonrasi

en sonunda rejenere olmus aksonlarin periferdeki hedef organlara ulagsmasi ile sonlanir.



Rejenerasyonu baglatan ana olay néronun etkili bir rejenerasyon yanit1 olusturabilmesidir. Bu
rejenerasyonu cevabi ise retrograd akson reaksiyonu sonrasi meydana gelmektedir®®.

Yaralanma sonrast sinir gdvdesinde hiicrede hacim artisi, cekirdegin perifere yerlesimi
ve sitoplazmada bazofili kayb1 olur. Bunun yaninda aksonal biiylime i¢in bazi proteinlerin
sentezi de gereklidir 47

Noronun genetik ekspresyonunda meydana gelen hareketsiz bir durumdan rejeneratif
bir duruma gegis siireci, Wallerian dejenerasyonu tamamlandiktan sonra baslar*®. Yenilenen
aksonal filizler yaralanma bolgesinin proksimalindeki ilk Ranvier diigiimiinden ortaya ¢ikar.
Proksimal sinir giidiigiinden ¢ikan ilk sinir lifleri genis dallanmaya ugrar. Tek bir akson 50-
100 kadar dal verir, ancak bu yeni dallar genellikle daha sonra kaybolan halkalar olusturur.
Eger bu lifler icin distal sinir ucu yok ise yenilenen aksonlar olgunlasmamus sinir lifleri ve bag
dokusunun bir karisimi olan bir néroma olusturabilirler.

Hedef baglanti yapildiktan sonra, bir yavru akson hari¢ hepsi kademeli olarak geri
cekilmeye baglar. Distal sinir giidiiglinde yeniden olusmasina izin verilen ancak hedefi
yeniden sinirlendirmesi engellenen aksonal filizler 1 ~un ¢apindaki orijinal boyutlarini asar,
atrofik ana aksonlarin boyutuna yaklasir ve miyelinli hale gelir. Biiylime konisi olusumu
hiicre govdesinden dogrudan destek almadan gerceklesir ve aksonda bulunan malzemeye
baglidir. Transit halindeki 6nceden var olan hiicre iskeleti elemanlar1 proksimal sinir
giidiigiinden ¢ikan yavru aksonlara tasmir'®*(McQuarrie ve Lasek, 1989). Mikrotiibiiller ana
aksonlar ve yavru aksonlar arasinda aksonal biiylime i¢in gerekli diger secilmis materyallerin
aktarilmasi igin bir képrii olusturur'®*(Miller ve ark., 1987). izole edilmis aksonlarda bile
devam eden tasima in vitro bilyiime konisi olusumu igin yeterlidir*. Bu yiizdendir ki
mikrotiiblil ve mikroflament proteinlerinin her ikisi de aksonal biiyiime ve fonksiyon artisi
icin 6nem arz etmektedir>’.

Yenilenen aksonlarin remiyelinizasyonu aksolemma ve Schwann hiicreleri arasindaki
temas ile baslatilir. Schwann hiicreleri miyelin kilifin1 sentezlese de miyelinlesmenin
kapsamini belirleyen disar1 dogru biiyiimekte olan aksonlardir'®*(Simpson ve Young, 1945).
Periferik sinir rejenerasyonunun basarisi, aksonal ve miyelin kalintilarinin ¢ikarilmasinin
ardindan distal sinir giidiiglindeki biiyiime ortamina kritik derecede baglidir. Yenilenen
aksonlar, daha Once saglam aksonlar ve miyelin kiliflar1 tarafindan isgal edilen endonoéral
tiipler icindeki denerve hedeflere dogru biiyiir. Ikinci yaralanmalarda, yenilenen aksonlar
proksimal ve distal sinir giidiikleri arasindaki bir boslugu gecmelidir, bu da mikrocerrahi
onarimla kolaylastirilabilir. Hem proksimal hem de distal sinir gilidiiklerinden g¢ogalan

Schwann hiicreleri ve fibroblastlar boslugu doldurmak ve bir hiicre-matriks alt yapist
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saglamak icin go¢ etse de bu boslugu basariyla gecen rejenere aksonlarin sayisi yine de
optimalden az olabilir. Yenilenen aksonal filizler yogun bir sekilde dallanir ve bosalan
endondral tliplere goriiniiste rastgele bir sekilde girer. Distal sinir gidigiindeki yogun
degisiklikler uygun bir bilyiime ortamin1 saglar. Izin verilen biiyiime ortamu, istilact
makrofajlar ve yerlesik Schwann hiicreleri tarafindan miyelinin etkili fagositozunun yani sira
ndronal olmayan hiicreler ve hiicre dis1 matriks tarafindan saglanan norotrofik faktorler ve
substrat desteginin sonucudur. Bunlar arasinda Schwann hiicreleri sinir rejenerasyonunda en
kritik rol alan hiicrelerdir!®¢(Cajal, 1928).

Proliferesyonu tamamlanan Schwann hiicreleri tomurcuklar1 kabul etmek igin
longitudinal kolonlar seklinde birleserek distal segmentte Biingner bandmi olistururlar’’.
Tomurcuklardan sadece Biingner bandina temas edenler yollaria devam edebilir’. Kesilmis
olan bolgedeki akson rejenerasyon iiniteleri Biingner bandi boyunca distale dogru ilerlemeye
devam eder. Son olarak periferik son organla baglanti kurularak reinnervasyonu meydana

getirirler.

2.6 Periferik Sinir Onarimi Prensipleri

Glinlimiizde Sinir onariminin sonuglart mikrocerrahi tekniklerin ortaya ¢ikmasiyla
onemli dlgilide iyilesmistir. Hanno Millessi gerilimsiz bir onarimi vurgulayarak bu tekniklere
onciiliik etmistir’®.Sinir onarimmin temel prensipleri, uzun yillardir énemli &lgiide bir
degisiklik olmadan gecerliligini korumaktadir. Bu ilkeler sunlar1 icermektedir:

e Motor ve duyu muayenesi i¢in ameliyat Oncesinde kantitatif bir degerlendirme
yapilmalidir.

e Biiyiitme, enstriimantasyon ve mikro siitiirleri iceren mikrocerrahi teknigi olmalidir.

e Onarim gerilim olmayacak sekilde yapilmalidir.

e Eger gerilimsiz onarim yapmak miimkiin degilse, interpozisyonel sinir grefti
kullanilmalidir.

e Kosullar el veriyorsa primer onarim yapilmalidir.

e Siddetli ezilme, gerilme veya sinir dokusu kaybi vb. gibi primer onarimin optimal
olmadig1 durumlarda onarim 3 hafta geciktirilmelidir.

e Sinir kaymasina izin vermek i¢in erken korunan hareket aralig.

e Klinik sonucu en iist diizeye ¢ikarmak, hareket araligini korumak icin postoperatif

motor ve duyu egitim rehabilitasyonu gerceklestirilmelidir.
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2.6.1 Sinir Onarim Teknikleri

Sinir transeksiyonundan sonra tercih edilen ana yontem primer sinir onarimidir>®.
Yaralanmadan hemen sonra veya iki giin i¢inde yapilmasi onerilir. Onarimin diizenli bir yara
icinde yapilmasi énemlidir. Bir sinir gévdesini onarma prosediirii dért adima béliinebilir. Ik
adim sinir uglar1 nekrotik doku olmadan canli bir sinir ucu elde etmek i¢in hazirlanmasiyla
baslar (hazirlik). Sinir u¢lar1 mikrocerrahi aletler kullanilarak dikkatli bir sekilde incelenir.
Sinir uglarinin nekrotik kismini ¢ikarmak i¢in bir ¢ift keskin mikro makas veya cerrahi bigak
kullanilabilir. Eger bir laserasyon ya da kontiizyon varsa, 6rnegin silah atig1 yaralanmalarinda
oldugu gibi rezeksiyonun sinirlarin1 degerlendirmek zor olabilmektedir.

Sinir uglart hazirlanmas1 tamamlandiktan sonra, boslugun uzunlugunu ve sinir
segmentlerinin  gerginligini ayarlamanin 6nemi akilda tutularak yaklastirilmalidir
(yaklastirma). Yaklastirma sirasinda sinir uglar1 diseksiyonla hafifce mobilize edilebilir, ancak
genis intrafasikiiler diseksiyondan kaginilmasina dikkat edilmelidir. Sinir uclar1 koaptasyonu
yapilir. Sinir uglart arasinda minimal bir bosluk birakilmasi tavsiye edilebilir. Boyle bir
bosluk hizla bir kan ile dolar ve yukarida belirtildigi gibi makrofajlar igeren bir fibrin matriks
olusur. Boyle bir fibrin matriks i¢inde Schwann hiicreleri hem proksimal hem de distal sinir
segmentinden go¢ eder. Proksimal sinir ucundan gelen aksonlar Schwann hiicreleri ile uyum
icinde biiyiir™.

Sinir onarimi1 absorbe olmayan dikislerle yapilir (bakim); 9-0 veya 10-0 naylon (bazen
daha kalin siitlir materyalleri 6zel durumlarda uygun olabilir) epindryuma yerlestirilir.
Boylece kesintili epindral siitiirler onarimi siirdiiriir. Siitiirler yerlestirilirken sinir uglarinin
malrotasyonundan kacinilmaya calisgilmalidir. Longitudinal intrandral kan damarlarinin
tanimlanmas1 bu konuda yardimeci olabilir.

Belirli vakalarda, spesifik hedefleri olan fasikiillerin iyi tanimlandig1 distal seviyede
olmak {lizere, onarim i¢in bireysel fasikiiler gruplar1 tanimlamak miimkiindiir (grup fasikiiler
sinir onarimi)>,

Tiim sinir onarimlari cerrahi biiyiitecler (biiylitme x 3,5) kullanilarak gerceklestirilir,
ancak bazi1 durumlarda mikroskop kullanilmasi tavsiye edilebilir. Periferik sinir onariminda
kullanilan koaptasyon teknikleri sunlardan olusmaktadir®.

e Ug-uca onarim (-Epindral Onarim, -Grup Fasikiiler Onarim, -Fasikiiler Onarim)
e Ug-yan onarim

e Sinir greftleri ile onarim
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2.6.1.1 U¢ Uca Onarim

Ug uca sinir onarimlari sinir uglarmin lup altinda veya cerrahi mikroskop kullanilarak
bir araya getirildikten sonra siitiirlarin atilmasidir. Epindral, grup fasikiiler ya da fasikiiler
onarim olarak yapilabilmektedir. Siitiir hatt1 bolgesinde gelisen fibrozis ve skar olusumunun
olabildigince azaltilmasi fonksiyonel bir iyilesmenin elde edilebilmesi i¢in Onem arz
etmektedir. Bu ylizden koaptasyon i¢in kullanilan siitiir materyali ve uygulanan cerrahi teknik
secimi Oonemlidir. Siitlir islemi i¢in kullanilacak igne miimkiin oldugu kadar ince ve minimal
travmatik olmali, siitiire edilecek sinirin kalinligina gore 8-0 ya da 10-0 siitiir materyalleri

kullanilmaly, siitiir say1s1 ¢ok fazla olmamalidir®’-,

Epinoéral Onarim

Epindral dikis onarimi, onarim teknikleri agisindan en geleneksel ve sik olarak

kullanilan onarim ydntemidir’®®%¢!, G

enellikle gercekten kesilen bir sinir hasari oldugu
olgularda uygulanir. Dikisler epinéral kiliftan gecilerek atilir. Epindral onarimin en can alici
prensibi ise sinir govdelerinin devamliligini gerilim altinda olmadan ve uygun anatomik
hizalamayla saglamaktir. Epindryumdaki longitudinal uzanan kan damarlart gibi ylizey
ozellikleri, sinirin rotasyonel hizalanmasi sirasinda bize yardimci olabilir. Bu, cerrahin
fasikiilleri dogru bir sekilde birlestirmesine olanak saglar®'. ilk dikis atilmadan dnce fasikiiler
diizenleme yeniden kontrol edilip ve 6zenle eslestirilir.

Siitlir onarimi, biiyiitme altinda 8-0 naylon veya 9-0 naylon emilmeyen dikisler
kullanilarak gergeklestirilir. Sinir onarimi, mobilizasyon sirasinda rotasyonel yer degistirmeyi
onlemek icin ilk O6nce epindryumdan 180 derece araliklarla iki yoOnlendirici lateral siitiir
yerlestirilerek baslanilir.  Dikis epindryumun proksimal ve distaldeki normal alanina
yerlestirildikten sonra ¢ok gergin olmayacak sekilde baglanir. Lateral siitlirler baglandiktan
sonra siitiirlerin kuyruklari ince hemostat gibi bir aletle tutulabilir, bdylece sinirin rotasyonu
arka duvarin koaptasyonu i¢in bize yol gosterici olur. Giidiiklerin yan kenarlar1 hafifce
genisletilir, boylece proksimal ve distal epindral kenarlar net bir sekilde uyum saglayip
goriilmesi kolaylasir. iki gévdeyi ayarlamak icin ilave kesintili dikisler bunlara daha giiglii bir
sekilde yaklasir. Dikis ignesi epinoral kiliftan gecerken, daha derindeki yapinin kiigiik bir
kismi genellikle dikisin iginde tutulur, bdylece fasikiiler koaptasyon uygun sekilde korunur.
Epindryumun siki bir sekilde dikis atilmayip gevsek bir sekilde siitiirasyon yapildiginda ise,
uyumsuzluga, hatali hizalamaya veya fasikiillerin ¢ikint1 yapmasina neden olur. Bu durum bir

dikisle bir arada tutulan epinéryum arasinda kii¢iik bir bosluk birakilarak oniine gecilebilir.
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Sinir gdvdelerinin dogru sekilde koaptasyonunu saglamak i¢in olabildigince minimum sayida

epinoral siitlirun atilmasi onerilir.

Grup Fasikiiler Onarim

Gruplandirilmis fasikiiler onarim, epindral onarima gore potansiyel olarak ¢ok daha
uygun ve pratik bir tekniktir®. Bu teknik ana sinir icerisinde en iyi ve en 6zel islevleri
tamimlanmis olan sinir kesilerinde kullanilir. Eslesen fasikiil gruplarinin baglantis
interfasikiiler epindryuma siitiir atilarak saglanir. Dis epinéryum ayrilip geriye dogru alinr,
bitisik fasikiil gruplar1 dikkatli bir sekilde izole edilir. Sinir yaralanmalarinda ¢ok fazla hasarli
doku oldugunda fasikiillerin ayirt edilmesi zor olabilir. Bu yiizden hasarli dokularin normal
fasikiil gruplar1 goriilene kadar debritmani yapilmalidir. Fasikiil gruplart diseke edilip,
proksimal ve distal u¢ hazirlandiktan sonra interfasikiiler epinéryuma 8-0 veya 10-0 siitiirlar
atilarak koaptasyon saglamr®. Genellikle 2 veya 3 adet siitiir kullanilir. Skar olusumunu
engellemek icin koaptasyon olabildigince gerilim olmadan yapilmali ve en az sayida siitiir
atilmalidir.

Fasikiiler Onarim

Fasikiiler onarim, optimal hizalamay1r saglamak icin proksimal ve distal sinir
giidiiklerinde karsilikli gelen sinir fasikiillerinin siitiirasyonunu igermektedir. Bu izole
fasikiillerinin yeniden bir araya getirilmesi perindryumun dikilmesiyle saglanir. Sinir
kesisinin oldugu kesit alaninin yaklasik 2 kat1 kadar dis epindryum siyrilir. Fasikiil etrafinda
bulunan paranoral bag dokusu koaptasyonu oOrtmek ic¢in kullanilabilir, bu nedenle
korunmalidir. Fasikiiller izole edilirken fasikiillerin arasindaki gevsek bag dokular1 ve
damarlarin hasarlanmamasina dikkat edilmelidir. Fasikiiler diseksiyon lezyon bdlgesinin
proksimal ve distalinde az miktarda interfasikiiler epinéryumun c¢ikarilmas1 ve fasikiillerin
yarali bolgeye yaklasirken ayrilmasiyla elde edilir. Her bir fasikiil perindryumda yerlesmis
olan Fontana’nin spiral bantlari ile tanimlanabilir®.

Fasikiillerin diseksiyonu sonrast proksimal ve distal u¢ eslestirilip perinéryum
boyunca, birbirinden 120 ila 180 derece uzaklikta yerlestirilmis olan 2 veya 3 adet 10-0 veya
11-0 siitiirlar ile koaptasyon yapilir. Siitiirlar1 yalnizca perindryuma atilmali endondral
icerigin karismamasina dikkat edilmelidir.
2.6.1.2 U¢ Yan Onarmm

Periferik sinir onariminda kullanilan tekniklerden biri olan u¢ yan onarim, 1800’li
yillarin sonlarinda kullanilmaya baslanmistir. Kullanilmakta olan bu prosediir, yarali bir

sinirin bir veya iki distal sinir ucunun ugtan uca saglam bir dondr sinirine baglanmasini igerir.
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Ug yan onarim; saglam dondr sinirde hasar yaratmaksizin, distal hedef organlarin yeniden
innervasyonuna imkan saglayan bir tekniktir. Saglam dondr sinirden, hasarlanmis sinirin
distal ucuna aksonlarin rejenerasyonu ve son organdaki reinnervasyonlarin lateral filizlenme
yoluyla oldugu, deneysel olarak yapilan calismalarda gdsterilmistir®>S.
2.6.1.3 Sinir Grefti ile Onarim

Sinir onarimi bolgesinde dogrudan onarimda eger belirgin bir gerilim s6z konusu
oldugunda, sinir onarimi bdlgesindeki asir1 gerilim en sonunda fonksiyonel iyilesmeyi
azaltacagindan greftleme &nerilir®”*%%7° Sinir boslugu onarmmi igin biyoyapay kondiiitler,
cesitli sinir dokusu olmayan kanallar ve sinir allogreftleri kullanilmistir. Proksimal ve distal
sinir uclar1 arasinda defekt oldugunda bosluk onarimi ig¢in altin standart ise sinir otogrefti
olmay siirdiirmektedir®”"!72,

Sinir greftleri, rejenere olan aksonlar i¢in bir kondiiit vazifesi gérmektedir. Ayrica
Schwann hiicrelerinin, biiyiime faktorii ve bazal lamina komponentleri i¢in de kaynak
olusturdugu diisliniilmektedir. Bu maddeler norotropik ve norotrofik etkiler ile ndronal

biliylimeye yardimci olmalarina ragmen, konvansiyonel sinir otogreftiemenin nihai sonuglari

¢ogu zaman istenilen diizeyde olmadig1 gézlenmektedir’>.

2.7 Eksozom

Eksozomlar, mezenkimal kok hiicreler (MKH'ler), immiinositler, noronlar, kanserli
hiicreler, epitel hiicreleri, osteositler ve miyositler dahil olmak {izere viicuttaki neredeyse tiim
hiicre tipleri tarafindan ekstraselliiler bosluga salgilanan membrandz nano boyutlu
vezikiillerdir 7473

Eksozom kavraminy, literatiirde ilk olarak 1981'de Trams ve ark.”® toplu olarak plazma
zar1 kaynakli vezikiillere eksozomlar olarak atifta bulunulmus ve ilk olarak fizyolojik
fonksiyonlara sahip olabilecek ve ¢esitli hiicre hatt1 kiiltlirlerinin eksiidasyonundan
kaynaklanabilecek 5'-niikleotid enzim aktivitesine sahip membran vezikiilleri olarak kabul
etmislerdir.

Eksozom kelime olarak baslangi¢ zamanlarinda multivezikiiler endozomlar tarafindan
salinan hiicre dis1 vezikiilleri farklilastiric: retikiilositlerden ayirt etmek igin kullanilmigtir’”’.

Eksozomlar, hiicrelerde multivezikiiler cisimlerden iiretilir ve ekzositoz yoluyla hiicre dis1

bosluga salinimlar1 gergeklesir.

2.7.1 Eksozom Biyogenezi
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Eksozomlarin biyogenezi ¢ok cesitli sinyal yollar1 araciligiyla diizenlenmesi saglanan
¢ok asamali bir biyolojik siire¢ olarak kabul gérmektedir. Okaryotik hiicrelerin yasam
dongilisli boyunca, zaman zaman kii¢iik miktarlarda hiicre i¢i siv1 yutulur ve erken endozom
adi verilen kiiciik hiicre i¢i cisimler olusturulur. Eksozom biyogenezi plazma zarmin i¢e dogru
tomurcuklanip erken endozomlarin olusmasiyla baslamaktadir. Erken endozomlar endositik
vezikiillerle kaynasip igeriklerini birlestirir; ortaya ¢ikan vezikiillerin geri doniisiim, bozunma
veya eksozitoz gibi sliregleri olabilir. Erken endozomlar olgunlastik¢a ge¢ endozom zarinin

daha fazla invaginasyonu ile intraluminal vezikiller (ILV'ler) iiretilir ve bu da multivezikiiler
cisimlerin (MVB'ler) olusumuna neden olur. Bu siireg, belirli molekiilleri ILV'lere siralamak

ve kapsiillemek i¢in gerekli mekanizmalar1 saglayan tagima icin gerekli endozomal siralama
kompleksleri (ESCRT) bagimli ve ESCRT'den bagimsiz olmak iizere iki farkli yolla
tamamlanir’®. Son olarak, MVB'ler bozunma icin lizozomlarla birlesebilir ya da alternatif
olarak, MVB'ler, ILV'leri eksozom olarak hiicre dis1 bosluga salmak icin plazma zari ile

kaynasabilirler’. Yani eksozomlar plazma zar1 kaynaklidirlar. (Sekil 3)
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Sekil 3:Eksozomlarin biyogenezi, salgilanmasi ve yapisi®.,

Eksozomun biyogenezi i¢in kesin mekanizmanin anlagilmasina yonelik ¢alismalar
giiniimiizde de hala devam etmektedir. Tanimlanan mekanizmalar ise; protein siniflandirmasi
icin genis ¢apta aciklanan iki yola ayrilmaktadir. Bunlar;

* Endozomal siralama kompleksi taginimina (ESCRT) bagimli yolak
* ESCRT'den bagimsiz yolaktir.
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Ubikitillenmis proteinleri taniyan en iyi karakterize edilmis yol, tasima i¢in gerekli
endozomal ayirma komplekslerine (ESCRT) dayanmaktadir (Trajkovic ve ark., 2008).
ESCRT dort kompleks proteinlerden olusur: ESCRT-0, ubikitine bagimli bir sekilde kargo
kiimelenmesinden sorumludur, ESCRT-I ve ESCRT-II tomurcuk olusumunu indiikler,
ESCRT-III vezikiil ayrilmasini saglar ve aksesuar proteinler (6zellikle VPS4 ATPaz) ESCRT
mekanizmasinin ayrismasina ve geri donilistimiine izin verir. ESCRT ailesinin tiyeleri olan
TSG101 ve ALIX (gen adi: PDCD6IP), bu mekanizmaya ait olduklar1 bilinmeden 6nce bile,
fare dendritik hiicre (DC) kaynakli eksozomlarin ilk kapsamli proteomik analizinde
bulunmustur®’.

Son zamanlarda gosterilen bir baska yol da ESCRT'den bagimsiz yoldur. Temel
ESCRT bilesenlerinin ortadan kaldirilmast MVB'lerin kusurlu olusumuna yol agar, ancak
tamamen yok olmalarina yol agmaz, bu da ESCRT'den bagimsiz mekanizmanin var oldugunu
gosterir. Bu yolda vezikiillerin olusumu, lipid ve kargo alanlarinin kendi kendini organize
etmesine baglidir. Proteolipid protein (PLP), kolesterol, fosfolipaz D2 (PLD2) gibi ¢esitli
lipidler, ESCRT inhibisyonundan sonra salgilanan eksozom  membranlarinda
zenginlestirilmistir. Bu lipidlerin ESCRT'den bagimsiz yolakta eksozom biyogenezi i¢in farkli

hiicre tiplerinde gerekli oldugu goriilmektedir.

2.7.2 Eksozomlarin Ozellikleri ve Fonksiyonlar

Eksozomlar canlilardaki metabolik olaylarin tizerinde pleiotropik etki gosterebildigi
goriilmiistlir. Viicutta pek ¢ok hiicre tarafindan hiicre dis1 bosluga salgilanan; tiikiiriik, idrar ve
kan gibi tiim biyolojik sivilarda bulunan eksozomlarin en 6nemli biyolojik 6zelligi kargo
iceriklerini alict hiicrelere aktararak hiicre i¢i iletisimde anahtar bir rol almalaridir.
Literatiirdeki calismalara bakildiginda anlasilmistir ki tiimor hiicrelerinden tiiretilen
eksozomlarin sahip oldugu onkojenik kargo icerigini alicit hiicrelere aktararak hedef
hiicrelerde genetik ekspresyonu diizenler ve tiimor gelisimi, metastazi ve ilag direnci
olusumunda etkili oldugu bildirilmistir®?. Eksozomlar, salgilandiklar1 hiicrelere benzer 6zellik
gostermekte olup bu hiicrelerin ylizey belirteclerini de bulundurduklari i¢in bir¢ok hastalikta
tan1 arac1 olarak kullanilabilirler®’. Eksozomlar biinyesinde bulundurdugu zengin protein
icerikleri sayesinde tespit edilemeyecek kadar az oranda eksprese edilen yiizey belirteclerinin
bile bulunmasina imkan vermektedir®®.

Eksozomlarin ayrica viicutta immiin modiilasyonda da gorev aldiklar1 ortaya
konulmustur. Ornek olarak kanser hiicreleri tarafindan galektin 9 ve Fas ligand1 gibi immiin

hiicrelerin apopitozonu indiikleyen kargo igerigine sahip eksozomlarin iiretimi ve salimi,
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kanser hiicrelerinin immiinsupresif etki i¢in kullandig1 mekanizmalardan biridir®. Bir diger
yandan antijen sunan hiicrelerden salinan eksozomlar ise immiinolojik cevap aktivasyonunda
cok Onemli bir gorev alirlar. Antijen sunan dendritik hiicrelerden tiiretilen eksozomlarin,
antijene 6zgii T hiicresi aktivasyonunu indiikledigi gosterilmistir®S.

Retikiilositlerin eritrositlere olgunlagsmas1 sirasinda islev almayan transferin
reseptorlerinin  eksozomlar ile hiicreden uzaklastirildign gosterilmistir®”. Bu sayede
eksozomlar hiicrelerdeki istenmeyen atiklart hiicre disina atarak hiicreleri i¢ ve dis strese karsi
korumaktadir.

Eksozomlarin, sinir sistemindeki fizyolojik 6zellikleri, ¢esitli sinir hiicreleri arasindaki
baglanti, entegrasyon ve sinyal alisverisine dayanir®®. Eksozomlar, hiicreler arasi iletisimin
kilit oyuncular1 olarak, sinir sisteminin gelisimi, bakimi, islevi ve yenilenmesinde temel bir

rol oynar®’.

2.7.2.1 Adipozomal Kok Hiicreler Kaynakhh Eksozomlarin Fonksiyonlar:

Adipoz mezenkimal kok hiicre kaynakli eksozomlarin bir¢ok ¢alismada hiicre
proliferasyonu, migrasyon ve apopitozda rol aldigr gosterilmistir. Bircok calisma, adipoz
dokudan vaskiiler endotel hiicreleri, tiimor hiicreleri, epitel hiicreleri ve fibroblastlar dahil
olmak {iizere farklh hiicre tiplerinde farkli mekanizmalarla proliferasyon ve migrasyondaki
roliinii gdstermistir®® *1- 92, (Sekil 4)

Adipoz mezenkimal kok hiicre kaynakli eksozomlarin damar olusumunu uyarabilirdigi
ve vaskiiler endotel hiicrelerinin hiicre i¢ine invazyonunu ve gociinii arttirmak i¢in matriks

metalloproteinaz (MMP) sekresyonunu indiikleyebildigi bu ¢alismada goriilmiistiir®'.
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Sekil 4: Adipozomal kok hiicreli kaynakli eksozomlarim fonksiyonlar1®>,

Bu arada, vaskiiler rejenerasyonu ve fonksiyonel iyilesmeyi desteklemeye katkida
bulunan cesitli biiylime faktorlerini serbest birakarak noroprotektif etkiler gdsterebilecek
olduklar1 da cesitli arastirmalarda tartisiimistir® %> %,

Biriken kanitlar, eksozomlarin yaralanma sonrasi sinir onarimint modiile etmek i¢in
vaskiiler rejenerasyona aracilik edebilecegini gdstermistir. Zhang ve ark.”’” multipotent
mezenkimal kok hiicrelerden kaynaklanan eksozomlarin, lezyon sinir bdlgesinde yeni liretilen
endotel hiicrelerinin sayisini 6nemli dlgiide artirdigini ve travmatik beyin hasarindan sonra
sicanlarda motor fonksiyonun iyilesmesini etkili bir sekilde iyilestiren daha yeni olusturulmus
damarlar elde ettigini gostermistir.

Yang ve ark.”® adipoz mezenkimal kok hiicrelerden kaynaklanan eksozomlarmn, miR-
181b-5p'nin ekspresyonunu ylikselterek ve hedef gegici reseptdr potansiyeli melastatin 7'nin
ekspresyonunu inhibe ederek oksijen-glikoz yoksunlugundan sonra beyin mikrovaskiiler
endotel hiicrelerinin  hareketliligini  ve revaskiilarizasyonunu  destekleyebilecegini
bulmusglardir. Eksozom tedavisine bagli revaskiilarizasyon, inme sonrasi beyinde ndorit
yeniden biiylimesini ve sinaptogenezi artirarak fonksiyonel iyilesmeyi destekleyebilir.

Bu calismalar, eksozomlarin aracilik ettigi vaskiiler rejenerasyonun, periferik sinir
yaralanmalar1 i¢in potansiyel bir terapdtik strateji saglayan sinir sisteminde doku

rejenerasyonuna yardimci oldugunu gostermektedir.
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Son zamanlarda, yapilan c¢aligmalarda aragtirmacilar MKH'lerden tiiretilen
eksozomlarm anjiyogenezi destekleyebilecegini kanitlamislardir®®. Ozellikle adipoz
mezenkimal kok hiicre kaynakli eksozomlarin miR-126, miR-130’a, miR-132 gibi anjiogenez
ile ilgili MiRNA’larmn bir alt smifi tasidiklar1 bulunmustur'®1°!. Bu eksozomlar bir diger
yandan endotel hiicrelerinde vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), epidermal biiylime
faktorii (EGF) ve fibroblast biiylime faktorii (FGF) gibi cesitli biiyiime faktorlerini de
artirarak anjiyogeneze destek olduklar1 da bulunmustur!'®.

Eksozomlar ayrica hiicre apopitozunda, proteinleri ve miRNA'lar1 aktararak ve
diizenleyerek inhibitor bir rol alabilecegi goriilmiistiir. Ma ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada, adipoz mezenkimal kdk hiicre kaynakli eksozomlarin apopitozu indiikleyen Bax
proteinin ekspresyonunu azalttigi ayni zamanda antiapopitotik protein olan Bcl-2’nin
ekspresyonunu ise artirdigini ortaya koymuslardir. Ayrica HaCaT hiicrelerinin ¢gogalmasini ve
gdeiinii tesvik ettigini de gdstermislerdir!®.

ADSC-Exos immun yanit ve inflamutuar yanitlarin diizenlemesinde de etkileri oldugu
goriilmistliir. ADSC-Exos interferon-gama sekresyonunu azaltarak T hiicre aktivasyonunu
engeller. Bu eksozomlar ayrica MHC smif II ve kostimulatdr molekiilleri olmadig: i¢in T
hiicre aktive edilmesinde dogrudan inhibitér etkiye sahiptirler!®.

Sinir yaralanmalarinda inflamatuar yanit, sinir onarimi sonrasi prognoz iizerinde
biiyiik etkiye sahip olan 6nemli bir patolojik siiregtir.!®®. Periferik sinir yaralanmalarindan
sonra, Schwann hiicreleri Wallerian dejenerasyonu sirasinda ¢esitli inflamatuar sitokinleri ve
kemokinleri aktive eder ve salgilar. Daha sonra, akson ve miyelin kalintilarinin
temizlenmesini daha da hizlandirmak ve inflamatuar bir kaskat baglatmak i¢in makrofajlar
gorev almaya baslar %1% Sinir hasarindan sonra onarim asamasinda birincil bagisiklik
hiicresi tipi olan makrofajlar, basarili sinir rejenerasyonu i¢in gerekli olan birbirini takip eden
bir takim bagisiklik olayini koordine etmede ¢ok énemli bir rol oynar!®”- 1%, M1 makrofajlari,
IL-1B, IL-6, TNF-a ve IFN-y gibi inflamatuar sitokinler salgilayabilir ve bu da daha fazla
doku hasarina neden olabilir. M2 makrofajlar1, IL-4 ve IL-10 iireterek bagisiklik tepkisinde
inhibe edici bir role sahiptir!®!°,

Inflamasyonun erken evresinde, makrofajlar esas olarak M1 pro-inflamatuar fenotipini
gosterir ve ge¢ asamada M2 anti-inflamatuar fenotipine doniisiir, bu sayede inflamasyon
gelisimini etkili bir sekilde kontrol edebilir!!!.

Inflamatuar yamt, periferik sinir dokusunu rejenerasyonu destekleyen bir duruma
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doniistiirmeye yardimci olur' '“. Bununla birlikte, ndroinflamasyonun asir1 aktivasyonu, ikincil

hasar tizerinden sinir hasarmin derecesini kotiilestirebilir ve bu da gecikmis veya yetersiz
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rejenerasyona yol acabilir. Periferik sinir yaralanmalarim1 takip eden onarim siirecinde,
inflamatuar yanitin uygun sekilde diizenlenmesi, ndroinflamasyonun neden oldugu noron
apopitozunu ve akson demiyelinizasyonunu inhibe edebilir ''*!!4,

Bir¢ok calisma, eksozomlarin sinir sistemindeki bagisiklik tepkilerini manipiile etmek
icin modiilatér gdrevi gorebilecegini one siirmiistiir''’®>. Parakrin etkilerden sorumlu temel
aracilar olarak MKH'den tiiretilmis eksozomlarin, sinir rejenerasyonu ic¢in uygun kosullar
saglayabilen ana hiicrelere benzer anti-inflamatuar islevlere sahip oldugu gosterilmistir!!®.
Giines ve ark.''" gobek kordonu MKH'den tiiretilen eksozomlarin, makrofaj polorizasyonunu
M1 den M2 fenetopine doniistiirdiiglinii bu sayede asir1 inflamatuar yaniti inhibe etmeyi
destekledigini bu sayede yaralanma bolgesinin iltihabini hafifleterek omurilik yaralanmasinin
iyilesmesini destekleyebilecegini gostermistir. Ayrica, in  vivo ¢alismalar, makrofaj
fenotipinin transformasyonu disinda, bu eksozomlarin, TNF-0, MIP-1a, IL-6 ve IFN-y gibi
pro-inflamatuar sitokinlerin asag1 regiilasyonu yoluyla yaralanma sonrasi fonksiyonel
iyilesmeyi iyilestirebilecegini ortaya koymustur.

Ma ve ark.''’ yaptig1 ¢alismada gdbek kordonu MSC iiretilen eksozomlarin sigan
siyatik sinir transeksiyonunun onarimi modelinde pro-inflamatuar sitokinler olan IL-6 ve IL-
1B seviyesini azaltip, antiinflamatuar sitokin olan IL-10 seviyesini artirarak immiinosupresyon
fonksiyonuna yardimci olabilecegini buldular, bu sayede periferik sinir rejenerasyonu igin
onemli avantajlar sunabilirler.

Dis eti MKH'den tiiretilen eksozomlarin, sigan siyatik sinir hasarinda kitin
kanallarmin terapotik etkilerini iyilestiren IL-1 reseptdr antagonistinin salgilanmasini
diizenleyerek inflamasyonun inhibisyonuna katildig: da bildirilmigtir!''® '1°,

MKH'den tiiretilmis eksozomlara ek olarak, Schwann hiicrelerinden tiiretilmis
eksozomlarin, aB-kristalin ve galektin-1 olmak iizere iki proteinin varligindan dolay1 sinir
hasarmin inflamatuar fazinda diizenleyici bir role sahip oldugu gésterilmistir'?°.

Bu calismalar, eksozom aracili immiinomodiilatér etkinin, periferik sinir
rejenerasyonu i¢in faydali mikrogevrenin kurulmasmi kolaylastiran noroinflamasyonun
rasyonel kontroliine katkida bulundugunu gostermistir.

ADSC-Exos'un Schwann hiicre proliferasyonunu uyarabilecegini ve siklin Ki67'nin
ekspresyonunu artirabilecegini bulmuslardir, bu da eksozomlarin dorsal kok ganglion (DRG)
noronlarinin ndrit uzunlugunu artirabilecegini gostermektedir. Dahasi, aragtirmacilar ADSC-
Exos'ta'?! beyin kaynakli ndrotrofik faktér (BDNF), insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-
1), sinir biiyiime faktorii (NGF), FGF-1 ve glial hiicre kaynakli nérotrofik faktor (GDNF) gibi

noral biiyiime faktorlerinin varligini géstermistir.
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Bucan ve ark. '?! yag mezenkimal kok hiicre tiirevi eksozomlarn, in vitro DRG
ndronlariin ndrit bliylimesini arttirdigini ve siyatik sinirin in vivo ezilme hasarindan sonra
rejenerasyonu arttirdigini, bunun da esas olarak bu eksozomlarda ¢oklu norotrofik faktorlerin
varligr ile iligkili oldugunu gostermistir. Ek olarak, diisiik dozlarda ADSC-Exos, bu hiicreler
H>O; ile oksidatif hasara maruz kaldiktan sonra apoptotik kaskadi inhibe ederek sinir
hiicrelerinin yasayabilirligini arttirdig1 ve bu hiicreler tizerinde antiapoptotik etkileri oldugunu
goriilmiistiir. Dahasi, eksozomlar remiyelinizasyon siirecini artirabilir ve ndro-rejenerasyon
fonksiyonlarmi1 yerine getirmek i¢in nestin-pozitif oligodendroglia onciillerini aktive

edebilirler 22,

2.7.3 Eksozom Izolasyon Teknikleri

Eksozomlarin her gecen giin yapilan incelemeler sayesinde potansiyel etkinleri
goriildiikce, potansiyel uygulama degeri siirekli olarak artmaktadir. Eksozomlarin
cogaltilabilir izolasyonu ve zenginlestirilmesi, biyolojik islevlerinin degerlendirilmesine ve
daha etkili bir sekilde terapotik olarak kullanilmasina yardimer olacaktir. Buna bagli olarak,
eksozomlar boyut, islev, igerik ve dondr acidan ¢ok heterojendirler'?®. Bu da onlarin izole
edilmesindeki en biiyiik zorluklardandir. Bu nedenle, eksozomlarin verimli bir sekilde nasil
zenginlestirilecegi su anda dnemli bir konudur. Farkli amaglar ve uygulamalar i¢in, aralarinda
ultrasantrifiijleme, boyuta dayali izolasyon teknikleri, polimer ¢okeltme, immiinoafinite
yakalama tekniklerinin ve ticari kitlerin daha yaygin olarak kullanildigi farkli izolasyon

yontemleri se¢ilmektedir.

2.7.3.1. Ultrasantrifiijleme Teknikleri

Bu teknik su anda kullanilan en yaygin izolasyon teknigidir. Eksozom ekstraksiyonu
ve ayrilmasi i¢in de altin standart olarak kabul gérmektedir. Ultrasantrifiijleme temel olarak
orijinal ¢ozeltideki her bir bilesenin boyut ve yogunluk farkliliklarina dayali olarak gerekli
bilesenleri toplar, bu nedenle sedimantasyon katsayisinda 6nemli farkliliklar olan biiylik doz
ornek bilesenlerinin ayrilmasi igin uygundur'?*,

Ultrasantrifiijleme esas olarak iki asamaya ayrilir; ilk adimda, 6li hiicreleri, hiicre
kalintilarin1 ve biiyiik boyutlu hiicre dis1 vezikiilleri ¢ikarmak i¢in bir dizi siirekli diisiik-orta
hizl1 santrifiijleme yapilir. Daha sonra ikinci adimda ise eksozomlar1 ayirmak i¢in 100.000 x g
santrifiij kuvvetiyle daha yiiksek bir hizda santrifiijjleme yapilir ve bu asamada eksozomlar
kontamine edici proteinler gibi safsizliklar1 gidermek icin PBS ile yikanir.

Caligmalarda santrifiij kuvveti, santrifiij siiresi, rotor tipi ve parametrelerinin hepsinin

hedef eksozomlarin  verimini ve safligin1  etkileyebilecegi  goriilmiigtiir'>*!%,
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Ultrasantrifiijleme tekniginde eksozomlarin etiketlenmesine gerek olmayip bu sayede ¢apraz
kontaminasyonu Onleyebilir. Dezavantajlart ise uzun zaman, yiiksek maliyet, yapisal hasar,
bloklar halinde toplama ve lipoproteinlerle birlikte ayirma yapmasi nedeniyle akis analizi i¢in
cok elverisli bulunmamustir.

Yogunluk gradyanli santrifiijlemedeki amag¢ eksozomlar1 saflagtirmaktir. Genelde
ultrasantrifiijleme ile kullanilir. Calismalarda genellikle siikroz ortami kullanilir. Siikroz
cozeltisinin yiiksek viskozitesi sebebiyle eksozomlarin sedimasyon hizi azalir ve saflastirma

i¢in daha uzun bir siireye sebep olur'?®.

2.7.3.2. Polimer Cokeltme

Bu yontem ilk baslarda virisleri izole etmek i¢in kullanilmistir. Eksozomlarin
viriislere benzer biyofiziksel 6zellikleri sebebiyle bu yontem denenmistir. Polimer ¢okeltme
yontemi genellikle ortam olarak polietilen glikol (PEG) kullanir ve eksozomlarin
¢cOziiniirliglinii azaltarak santrifiijleme kosulu altinda eksozomlar hasat edilir. Polimer
cokeltme yOnteminin avantajlari kisa analiz siiresi, kullanimi1 kolaylig1 ve biiylik dozlarda
numunelerin izolasyonu i¢in uygundur. Bununla birlikte, saflik ve geri kazanim orani nispeten
diisiiktiir ve yanlis pozitifler iiretilebilir ve iiretilen polimerin ¢ikarilmasi zordur, bu da sonraki

fonksiyonel deneysel analiz i¢in elverisli degildir.

2.7.3.3. Boyut Bazh Izolasyon Teknikleri

Boyut dislama kromatografisi (SEC)

Bu yontemdeki ayirma prensibi, makromolekiillerin jel gézeneklerine girememesi ve
gozenekli jeller arasindaki bosluklar boyunca mobil faz ile eliie edilmesi, kiigiik molekiillerin
ise jel gozeneklerinde kalmasi ve son olarak mobil faz tarafindan eliie edilmesidir. SEC
uygulamas1 hizli, kolay ve diisiik maliyetlidir. Ancak eksozom verimi diisiiktiir. izole edilmis
olan eksozom tek tip boyutludur. Ayrica benzer boyuttaki partikiiller de izole edilebilir ve bu

da safligin azalmasina neden olabilir'*’.

2.7.3.4 Ultrafiltrasyon

Numunelerin segici olarak ayrilabilmesi i¢in farkli molekiil agirliklarina sahip
ultrafiltrasyon membranlar1 kullanilir. Ultrafiltrasyon yontemi ¢ogunlukla eksozomlar1 diisiik
maliyet ve yliksek zenginlestirme verimliligi ile ayirmak igin ultrafiltrasyon tiipleri kullanir.

128

Eksozom saflig1 diisiiktlir'~°. Ultrasantrifiijlemeye gore daha hizli bir yontemdir. Uygulanan

kuvvete bagli olarak biiyiik partikiiller parcalanarak izolasyonu olumsuz etkileyebilir.
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2.7.3.5. Immiinoaffinite Kromatografisi (IAC)

Immunoaffinite kromatografisi izole edilecek maddeleri antikor ve ligandlarin spesifik
olarak baglanmasma dayanan bir izolasyon ve saflastirma yontemidir. Immiinoafinite
kromatografisi, heterojen karigimlardan istenen maddeleri ayirmak i¢in antikorlarin ve
ligandlarin spesifik baglanmasina dayanan bir ayirma ve saflastirma teknolojisidir. Prensip
olarak, bu yontemle uygulanan biyobelirtegler (antijenler), dort-transmembran protein siiper
ailesi, ESCRT kompleksi ile iliskili proteinler gibi eksozom membranlarinin yiizeyinde
yiiksek bollukta bulunan proteinler olmalidir. Elbette hedef protein, eksozomlarin yiizeyindeki
ortak bir bilesen veya IAC'nin belirli hiicre tiirevli eksozomlar1 tanimasin1 destekleyen
benzersiz bir bilesen olabilir. Ultrasantrifiijleme ile karsilastirildiginda, IAC daha az numune
hacmiyle karsilagtirilabilir sonuglar iiretebilir. Eksozomlarin kalitatif ve kantitatif tayini igin
de kullanilabilir. Gigli o6zgilliige, yiiksek hassasiyete, yiiksek safliga ve yiiksek verime
sahiptir!> 130,

Kantitatif tespit ve analiz, bu yoOntemle hasat edilen eksozomlarin veriminin
ultrasantrifiijleme ile esdeger oldugunu, ancak numune talebinin ¢ok daha az oldugunu
bulmustur’®!. Bununla birlikte, immiinoafinite kromatografisi ile elde edilen eksozomlarn
saklama kosullar1 daha zordur ve eksozomlarin biiylik miktarlarda ayristirmak i¢in uygun
degildir.
2.7.3.6. Diger Izolasyon Teknikleri

Giliniimiizde piyasada ExoQuick-TC kiti, exoEasy Maxi kiti (QIAGEN),
MagCapture™ Exosome Isolation Kit PS (Wako) ve Minute™ Hi-Efficiency Exosome
Precipitation Reagent (Invent) gibi geleneksel izolasyon tekniklerine dayanan cesitli ticari
kitler bulunmaktadir. Yapilan caligmalarda ticari kitlerin zaman olarak daha kisa, yiiksek
verimlilik ve biitlinlik korunmasi1 gibi avantajlara sahip oldugunu gostermektedir. Bunun

yaninda ticari kitler pahali, eksozomlarin saflik ve verimi yiiksek olmamaktadir.
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3.GEREC VE YONTEM

Calisma Ege Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Uygulama ve Arastirma
Merkezinde (EGE HAYMER) gerceklestirildi. Calismaya baslamadan énce, Ege Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu onay1 alindi. (30.11.2022 tarih ve 2022-088 say1li onay).
Bu calisma Izmir Katip Celebi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
2023-TDU-TIPF-0005 proje numarasi ile desteklenmistir.

Bu calisma i¢in Wistar ratlari, elde edilmesi, iizerinde ¢alismasi kolay olmasi, diisiik
maliyetli olusu ile ve morfolojik, fizyolojik ve periferik sinir rejenerasyonu agisindan
insanlara benzer olmasi nedeniyle deney hayvami olarak tercih edildi'*?>. Hayvan modeli
olarak 8 haftalik (250-300gr) 10 adet disi, 10 adet erkek olmak iizere 20 adet Wistar albino
ratlar1 kullanildi. Calisma siiresi boyunca ratlar gruplar halinde ayr1 kafeslerde barindirildi.
Gece giindiiz dongiisline maruz birakildi. Siirsiz standart yiyecek (kuru pellet) ve igme suyu
sagland1. Girisim Oncesinde, geceden itibaren oral beslenme kesilmesi planlandi.

Anestezi teknigi olarak; her rata intraperitoneal ketamin (Ketalar, Pfizer, Istanbul,
Tiirkiye) (90mg/kg) ve ksilazin (Rompun; Bayer, Istanbul, Tiirkiye) (10mg/kg) intraperitoneal
enjeksiyonu yapilarak anestezi saglanmasi planlandi. Anestezi derinligi goz, ayak refleksleri
ve solunum hareketleri izlenerek degerlendirildi.

Takip siliresi tamamlandiktan sonra anestezi altinda elektofizyolojik kayitlar ve
histopatoloji i¢in sinir biyopsileri alindiktan sonra sakrifikasyon yontemi olarak hayvanlara
yiiksek doz anestezik madde (anestezi dozunun 5 kati) enjeksiyonu yapildi.

Tim cerrahi islemler ayn1 cerrah tarafindan uygulandi. Cerrahi islemlerde 3.5 kat
biiyiitmeli lup kullanildi. Hayvanlar cerrahi sahaya rahat ulagilabilmesi igin tespit tahtalaria
yiiz Ustli pozisyonda yerlestirilip sabitlendi. Tiim ratlarda sag taraf siyatik sinir deney i¢in
kullanildi. Sol taraf siyatik sinir normal doku kontrol grubu olarak kullanildi.

3.1. Sican Siyatik Sinir Anatomisi

Rat siyatik siniri memeli hayvanlar degerlendirildiginde, mikroskobik diizeyinde bile

insan sinir dokusundan ayirt edilemeyen hiicresel detaylara sahip, ucuz ve temini kolay sinir

dokusu kaynagidir'®

. Bu yiizden deneysel sinir ¢aligmalarinda c¢ok sik tercih edilmektedir.
Lumbosakral trunkustan ¢ikan siyatik sinir farklilik gdsterebilmekle birlikte genellikle
4., 5. ve 6. lomber spinal sinirlerin birlesmesi ile olusur. Ratlardaki en kalin periferik sinir
siyatik sinirdir. Pelvis mindr i¢inde siyatik sinir olarak adlandirildiktan sonra iskiyum dorsal
kenar1 ile kuyruk sokumu arasindaki derin olukta seyreder. Siyatik c¢entikten ¢iktiktan sonra

ise piriform kasin ventralinde devam edip uyluk arkasina ilerler. Sirt derisinin yaklagik olarak
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yartya yakin kismini ve arka bacak kaslarinin bircogunun innervasyonunu saglar. ilk olarak
biseps femoris, semitendindz ve semimembrandz kaslarini innerve eden ince bir motor dal
verir. Daha sonra diz ekleminin proksimalinde tibial, peroneal(fibular) ve bunlardan hemen
once sural olarak 3 dala ayrilir. Peroneal sinir tibialis anterior ve ekstensor digitorum longus
kaslarini innerve eder. Tibial sinir ise plantar fleksorleri, ayak parmak fleksorlerini ve tibialis

posterior kasini innerve eder134.

3.2. Deney ve Kontrol Gruplar:

Ratlar iki gruba ayrildi.
Grup 1 (n=10): eksozom grubu, siyatik sinir transeksiyonu sonrasi lup altinda 10-0 ethilon ile
koapte edilip, koaptasyonun proksimali ve distaline eksozom implantasyonu yapilan grup
Grup 2 (n= 10): primer grubu, siyatik sinir transeksiyonu sonrasi1 koapte edilip, koaptasyon

proksimal ve distaline SF enjeksiyonu yapilan grup

3.3. Rat Adipoz Doku Mezenkimal Kok Hiicre Kaynakh Eksozom izolasyonu

Erciyes Universitesi, Genom ve Kok Hiicre Merkezi’ nden temin edilen rat adipoz
doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler (AD-MKH) 370C su banyosunda c¢ozdiiriilerek
75cm? ’lik hiicre kiiltiir kaplarma (TPP, Isvigre) ekildi. AD-MKH’ler, %1 antibiyotik
(Biological Industries, ABD), %1 stabil L-glutamin (Biological Industries, ABD) ve %10
serum (Foetal Bovine Serum, Biological Industries, ABD) igeren bazal besiyeri (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium- Low Glucose, Biological Industries, ABD) icerisine 370C de %5
CO: igeren inkiibatorde (Sanyo, Japonya) kiiltiire edildi.

AD-MKH’ler, %90’1n iizerinde yogunluga ulasinca eksozom iiretimi igin hiicrelerin
besiyeri bir serolojik pipet yardimiyla uzaklastirildi. Serum igermeyen besiyeri eklenerek 24
saat sonunda hiicrelerin sekretomlar: toplandi.

Toplanan sekretomdan ExoQuick-TC (#EXOTCS50A-1, System Bio sciences, ABD)
kiti kullanilarak eksozom tiretimi gerceklestirildi. Kit protokoliine gore; toplanan sekretomlar
3000 x g’de 15 dakika boyunca santrifiij edilerek hiicreler ve hiicrelerden gelen atiklar dibe
coktiirtildii. Siipernatant yeni bir tiipe alind1 ve siipernatant hacminin 1/5°1 olacak sekilde
eksozom izolasyon soliisyonu eklendi. Vorteks yardimi ile homojenize edildi. Ardindan
+4°C°de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hazirlanan karisim, 1500x g’de 30 dakika
boyunca +4°C’de santrifiij edildi. Santriifiij sonras1 olusan siipernatant atild1 ve pellet PBS ile

resiispanse edildi.
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Elde edilen eksozomlarin miktari, deney hayvanlarina verilmeden 6nce, mikrovezikiil
ol¢tim kiti (EXOCET Exosome Quantitation Assay- EXOCET96A-1 SBI, Amerika) yardimi1
ile belirlendi. Miktar tayini kit protokoliine uygun olarak caligildiktan sonra, Glomax Multi
ELISA (Promega, ABD) absorbans okuyucuda 450 nm’ de absorbans degerleri okundu.

Standartlara gére eksozom miktar1 hesaplandi '*°.

Deney hayvanlarina uygulanacak miktar 0,9 x10'° partikiil/ ml olarak belirlendi'>®.

3.4 Cerrahi Islem

Tiim cerrahi islemler steril kosullar altinda gerceklestirildi. Intraperitoneal anesteziyi
takiben, ratlarin gluteal ve uyluk bolgeleri tiras edildi. Yiiz iistii pozisyonda denekler tespit
tahtasina yerlestirildi. Povidon iyodin soliisyonu ile cerrahi alan boyandi. (Sekil 5)

Girisim yapilacak olan gluteal bolge agik kalacak sekilde ratlar steril ortii ile ortiildii.

Sekil 5:Ratlarin operasyona hazirlanmasi

Sag uyluk posteriorundan yapilan 2-3 cm lik insizyonla cilt agildi. (Sekil 6)
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Sekil 6: Cerrahi insizyon hatt1

Biceps femoris ve gluteal kaslar kiint diseksiyonla ile acilip siyatik sinir ortaya
konuldu. (Sekil 7A)
Daha sonra siyatik sinir mikrocerrahi penset ve makas ile etraf dokulardan diseke

edildi. (Sekil 7B)

Sekil 7:A, B) Rat siyatik siniri diseksiyonu
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Siyatik sinir mikrocerrahi makas ile total olarak transekte edildi. (Sekil 8A,8B)

Sekil 8:A ve B) Rat siyatik sinir transeksiyonu

Siyatik sinir hasar1 olusturulduktan sonra, siyatik sinir proksimal ve distal uglar1 10-0

ethilon siitiir 1le lup altinda epindral koaptasyonu yapildi.

Sekil 9:Siyatik sinir koaptasyonu

Eksozom grubunda sinir koaptasyonu sonrasi siyatik sinir proksimal ve distal uclarina
0.1ml izole edilmis eksozom soliisyonu epindral olarak enjekte edildi. Uygulanan eksozom
dozu 0,9 x10'° partikiil/ ml dir. Primer grubunda ise koaptasyon sonrasi siyatik sinir

proksimal ve distal uglarina 0.1ml SF soliisyonu epindral enjeksiyonu yapildi.
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Sekil 10:Epindral eksozom enjeksiyonu

Her iki grupta cerrahi islemler tamamlandiktan sonra, kas dokusu 6.0 vikril, cilt ise 5.0
prolen ile devamli dikis teknigi ile kapatildi. Insizyon hatlar1 povidon iyodin soliisyonu ile
pansuman yapildi. Ratlarin anesteziden uyanmasi beklendi. Deney hayvanlarina uygun dozda

analjezi ve antibiyotik yapild1.
3.5. Degerlendirme Yontemleri

3.5.1. Genel Degerlendirme

Degerlendirilmeye alinan grup 1 ve grup 2 ratlar1 8 haftalik takip siiresince genel

degisiklikler belirlendi.

3.5.2. Fonksiyonel Degerlendirme

Deneye baslamadan 6nce ve deney sonrast 7, 14, 21. gilinlerde degerlendirme i¢in
yiiriiyiis yolu analizleri (‘walking track’) ve Siyatik Fonksiyonel Indeks kullanildi.
Yiiriiyiis Yolu Analizi ve Siyatik Fonksiyonel indeks (SFI)

Ratlarin ylirlime paternlerinin degerlendirilmesi i¢in, daha Once sinir lezyonlarinin
degerlendirilmesi i¢in bir yontem olarak tanimlandigt ve De Medinaceli ve arkadaslari
tarafindan modifiye edildigi gibi gerceklestirilmistir. Hayvanlarin tek bir dogrultuda

yiirliyebilmesi i¢in bir ucu karanlik oda ile biten yiiriime parkuru olusturuldu.
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Sekil 11:A ve B) Yiirtiyiis yolu parkuru

Hayvanlarin yiirlime yolunda analiz i¢in veriler alinmadan once deneme yliriiyiisleri
yaptirildi. Hayvanlarin parkurda kapali oda barinaga dogru yiiriimeyi 6grendikten sonra her
iki arka ayaklar1 miirekkep emdirilmis 1stampaya bastirilip, yiirliyilis parkurunda yiiriitiilerek
ayak izleri alind.

Alman ayak izleri i¢inde, topuk ve parmak ucu arasindaki mesafe-basi uzunlugu (print
lenght (PL)), birinci ve besinci parmaklar aras1 mesafe-adim genisligi (toe spread (TS)), ikinci
ve dordiincli parmaklar arasi mesafe- adim ortas1 genislik (intermediate toe spread (ITS))

milimetrik cetvel kullanilarak dlgiimler yapildi.
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Sekil 12: SFi hesaplamast iin ayak izlerinde bakilan parametreler, deneysel (E), Normal(N)

Milimetrik cetvel yardimiyla yapilan dl¢ctimlerde elde edilen degerler De Medinacelli
tarafindan gelistirilen ve daha sonra Bain ve ark.!*’ tarafindan modifiye edilen formiile gére
SFI hesaplandi. Sifir ile -100 aras1 elde edilen degerlerde, sifir normal fonksiyonu gosterirken,

-100 tam fonksiyon kaybina isaret etmektedir.

Bain ve ark.’nin gelistirdikleri formiil;

SFi= -38.3 (EPL-NPL)} 4 4095 (ETS-NTS) 4133 (EIT-NIT} g4
NPL NTS NIT

Sekil 13: SFi i¢in Bain ve arkadaslarmin gelistirdigi formiil

3.5.3. Elektrofizyolojik Degerlendirme

Eksozomlarin, periferik sinir hasari1 olan ratlarin fonksiyonel iyilesmesi tizerindeki
etkinligini degerlendirmek i¢in ratlarin operasyon Oncesi ve operasyon sonrasi 8. haftada
intraperitoneal anestezi altinda elektromiyografi degerlendirilmeleri yapildi. Elektrofizyolojik
Olciimler bilgisayar destekli MP30 sinir ileti hiz1 6l¢lim kiti (Biopac systems, Inc., USA)
kullanilarak yapildi.

Intraperitoneal anestezi altinda ratlarin deney yapilan sag taraf siyatik sinir
degerlendirilmesi icin igne elektrotlar yerlestirildi. Orta hatta hayvanin sakral bolgesinin sol
lateraline topraklama i¢in igne elektrot cilt altina yerlestirildi. Kayit elektrotlar1 i¢in 2 adet
igne elektrotlar ise hayvanin sag arka ayagi ayak parmaklari arasina distale pozitif, proksimale
ise negatif elektrot cilt altina yerlestirildi. Uyar1 veren kanca ise sakral bolge ve sag gluteal

sulkus arasindan cilt tizerinden uygulandi.
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Sekil 14: EMG kayit i¢in elektrotlarin yerlesimi

| \ |
% \ p-p
1 L 1 ' _____ l\k _______ =
& 7T amplitdt
."".TTI
s
Latans | \ /
1 SE—— o
l
«———uyari
(stimulus)

Sekil 15: EMG kaydi ve bakilan parametreler

EMG kayitlart, 1 miliamper akim araliginda %0-%70 arasinda akim hiz1 yavas yavas

artirllarak uyart esikleri bulundu. Her bir hayvan i¢in uygun akim aralifinda uyar1 verilerek

Siyatik sinir tarafindan inerve edilen kas gruplarinin birlesik kas aksiyon potansiyelleri

Olciildii. Aksiyon potansiyelleri egrilerinde her bir ratin EMG kayitlarinda Delta-T, aksiyon

potansiyeli tepe-tepe amplitiidii (P.P), egri altinda kalan alan (CMAP), P-max degerleri ve

toplam siireler dl¢tildii.
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3.5.4. Histomorfometrik Degerlendirme

Elektrofizyolojik kayitlar tamamlandiktan sonra, 8. haftada genel anestezi altinda
histomorfometrik analizler icin, eski insizyon sahasindan girilerek siyatik sinire ulasildi.
Siyatik sinir onariminin yapildig: sinir bdlgesinin yaklasik 1cm distal ve proksimalini igerek
sekilde normal sinir segmentlerine de ulasilarak sinir biyopsileri alindi. Biyopsi sonrasi
sakrifikasyon yontemi olarak deney hayvanlarina yliksek doz anestezik madde (anestezi

dozunun 5 kat1) enjeksiyonu yapildi.

Sekil 16: Siyatik sinir biyopsi alinmast

Alinan sinir biyopsi Ornekleri, kurutma kagidi igerisine konulup, kursun kalem ile
doku 6rnekleri numaralandirildiktan sonra kapakli doku kaseti igerisine yerlestirildi. Kasetler
iizerine de numaralar1 yazildi. Daha sonra tamponlanmis %10’luk nétral formaldehit
sollisyonu igerisine tespit amacli alindi.

Elde edilmis olan parafin bloklardan mikrotomda (Leica) 3-4 um kalinliginda kesitler
alindi. Kesitler rutin histolojik incelemeler i¢in su banyosundan lamlara alindi. Her bir
bloktan Hematoksilen Eozin (H&E) boyamalari i¢in 2’ser adet preparat hazirlandi. Boyanan
kesitler, kameral1 binokiiler mikroskop araciligiyla incelendi ve fotograflandi.

Deneyin 8. haftasinda sakrifikasyon sonrasi alman sinir ornekleri H&E boyama
sonrast ayni patolog tarafindan 1s1k mikroskobunda biiyiik biiyiitmede (x40) histopatolojik
parametrelere gore degerlendirildi. Bu parametreler vaskiiler proliferasyon, inflamasyon,
fibrozis varlig1 ve sinir dejenerasyonu skorlama yapilarak degerlendirildi. Her bir parametre

0; yok, 1; hafif, 2; siddetli olarak derecelendirildi. (Tablo 1)
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Tablo 1: Histopatolojik olarak alinan sinir biyopsilerinin degerlendirilmesi

DOKU EVRE

Vaskiiler proliferasyon 0 yok
1 hafif
2 siddetli

Inflamasyon 0 yok
1 hafif
2 siddetli

Fibrozis 0 yok
1 hafif
2 siddetli

0 yok
Sinir dejenerasyon derecesi 1 hafif
2 siddetli

3.5.5. Istatistiksel Degerlendirme

Veriler IBM SPSS Statistics Standard Concurrent User V 26 (IBM Corp., Armonk,
New York, ABD) istatistik paket programinda degerlendirildi. Tanimlayici istatistikler birim
sayist (n), yizde (%), ortalama + standart sapma, medyan, minimum, maksimum ve kartiller
aras1 uzaklik degerleri olarak verildi. Sayisal degiskenlere ait verilerin normal dagilimi
Shapiro Wilk normallik testi ile degerlendirildi. Gruplarin varyans homojenligi Levene testi
ile analiz edildi. Normal dagilim gdsteren P.P, alan, toplam siire, P-max degeri ve SFI
degiskenlerinin 6l¢lim zamanlarina gore gruplar arasi karsilastirilmasinda tekrarl 6lgiimlerde
iki yonlii varyans analizinden yararlanildi. Tekrarli 6l¢iimlerde iki yonlii varyans analizinde
tiim ikili karsilastirmalarda Bonferroni diizeltmesi uygulandi. Normal dagilim goéstermeyen
degiskenler icin gruplar arasi karsilastirmalar Mann-Whitney U testi ile yapildi. Delta-T i¢in
grup i¢i karsilastirmalar Wilcoxon testi ile yapildi. p<0,05 degeri istatistiksel olarak dnemli
kabul edildi. Eksozom grubundaki 1 rat genel anestezi sirasinda exitus oldu. Calisma bu

sekilde tamamlandi. (Eksozom grubu 9 rat, Primer grubu 10 rat)
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4. BULGULAR
4.1. Genel Degerlendirme Bulgular

8 haftalik takip siiresi boyunca eksozom grubundaki 1 hayvanda intraperitoneal
anestezi uygulamasi sonrasi exitus gozlendi ve deney dist birakildi. Cerrahi islem uygulamasi
sonrast tiim ratlarin sag alt ekstremiteleride paralizi goriildii. Higbir hayvanda
otokanibalizasyon goriilmedi.

4.2. Fonksiyonel Degerlendirme Bulgular:

4.2.1. Yiiriiyiis Yolu ve SFI Bulgular1

Her iki gruptaki tiim ratlarin deney oncesi ve deney sonrasi 1., 2. ve 3. haftada ylirtiyiis
yolunda yiiriitiilerek ayak izleri alindi. Her bir ratin SFI1, SFI2, SFI3 degerleri hesaplandi.
(Tablo 2)
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Sekil 17: Primer grubu sirasiyla preoperatif ve post operatif 1., 2. ve 3. haftada yiiriiyiis yolu
ayak izleri
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Sekil 18: Eksozom grubu sirastyla preoperatif ve post operatif 1., 2. ve 3. Haftada yiiriiyiis
yolu ayak izleri
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Tablo 2: Ratlarin 1., 2. ve 3. hafta Siyatik Fonksiyonel Indeks degerleri

ERKEK
8 PRIMER
7 PRIMER
6 PRIMER
5 PRIMER
4 PRIMER

9 EKSOZOM
3 EKSOZOM
2 EKSOZOM
1 EKSOZOM

Disi

10 PRIMER
9 PRIMER
8 PRIMER
7 PRIMER
3 PRIMER
6 EKSOZOM

5 EKSOZOM

4 EKSOZOM
2 EKSOZOM
1 EKSOZOM

SF1 1 WEEK
-b4,11666667
-60,58891892
-66,65117354
-65,65117354
-64,65117354
-75,82105263
-7,761904762
-73,79140351
-33,88526316

-58,14692982
-15,887054
-37,17818182
-43,06437346
-57,72676768
-57,78666667
-67,77571429
-45,81585303
-34,60413547
-71,00571429

SFI 2 WEEK
-53,42047619
-50,62
-92,03355263
-41,56917735
-69,66833333
-62,63223684
-24,19047619
-67,31842105
-51,95

-48,43552632

-55,18755981

-57,92
-60,58067158
-59,71969697
-52,28833333
-66,91714286
-68,76665517
-56,41827094
-73,79441558

SFI 3 WEEK
-27,66190476
-16,82612613
-61,73497511
-31,80048077
-61,49458333
-45,34276316
-12,10634921
-61,55526316
-1,458421053

-49,56096491

-76,16642515

-40,99878788
-53,16076986
-60,31085859
-64,455

-31,01642857
-31,4342591

-14,41935829
-66,62857143

Haftalara gore gruplardan alinan ayak izi 6rnekleri ile TABLO 3 de gosterilmistir.

Tablo 3: Gruplarin SFI Ol¢iim Karsilastirmalar

Gruplar Test Istatistikleri®
Primer Eksozom Test degeri  p degeri
SFI
Birinci Hafta -53,36+16,45 -52,02+23,21F  F=0,021 0,885
Ikinci Hafta -58,91+13,91 -58,25+£13,96 F=0,010 0,921
Ugiincii Hafta -47,97+18,38 -36,49+£24,39"  F=1,360 0,260
Ti®: F; p 1,977; 0,171 6,084; 0,011

Veriler ortalamatstandart sapma olarak dzetlenmistir. TI: Test istatistikleri, “: Gruplar aras1

karsilastirmalar, b: Grup ici karsilastirmalar, F: Tekrarh 6lglimlerde iki yonlii varyans analizi,
x ve y Ust simgeleri eksozom grubunda birinci, ikinci ve liglincli hafta SFI degerleri arasindaki

farklilig1 gostermektedir. Ayni list simgeleri iceren haftalarin SFI degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlami bir fark bulunmamaktadir.

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p=0,885). Gruplarin ikinci ve tiglincii

hafta SFI degerleri istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,921; p=0,260). Grup i¢i

Tablo 3’te gruplar arasi karsilastirmalara gore birinci hafta SFI degerleri arasinda
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karsilagtirmalara gore Primer grubun bir, iki ve {iglincli hafta SFI degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p=0,171). Grup ici karsilastirmalara
gore eksozom grubunun SFI degerleri 6l¢lim yapilan haftalarda istatistiksel olarak anlamli
fark gostermektedir (p=0,011). Eksozom grubunda iicilincii hafta SFI degerleri birinci hafta
degerlere gore istatistiksel olarak anlamlidir. Ikinci hafta degerleri birinci ve {igiincii

haftalardan istatistiksel olarak anlamli degildir.

4.2. Elektrofizyolojik Degerlendirme Bulgulari

Tablo 4: EMG de Gruplarin Ik (Operasyon dncesi) ve Son (Operasyon sonrasi 8. hafta)
Ol¢iim Karsilastirmalari

Gruplar Test Istatistikleri®
Primer Eksozom Test degeri  p degeri
DELTA-T (ms)
Ik Olgiim 2,0 (1,7) 2,0 (0,5) z*=0,369 0,780
Son Olgiim 2,0 (2,5) 2,0 (0,0) z*=1,146 0,447
Fark 0,0 (4,2) 0,0 (0,5) z*=0,591 0,604
Ti?: z; p 0,106; 0,916 1,342; 0,182
P.P (mV)
Ik Olgiim 6,12+2.80 4,61+1,63 F=1,995 0,176
Son Olgiim 7,47£2,94 5,52+1,26 F=3,370 0,084
Fark -1,35+4,67 -0,91£1,87 F=0,069 0,796
Ti®: F;p 1,375; 0,257 0,564; 0,463
Alan (mV-sec)
Ik Olgiim 0,044+0,045 0,014+0,012 F=3,768 0,069
Son Olgiim 0,041+0,044 0,014+0,003 F=3,462 0,080
Fark 0,005+0,066 -0,002+0,010  F=0,015 0,905
Ti®: F; p 0,040; 0,844 0,001; 0,982
Toplam Siire (ms)
Ik Olgiim 32,40+4,86 31,67+4,30 F=0,120 0,733
Son Olgiim 35,20+6,71 31,00+1,50 F=3,353 0,085
Fark -2,80+10,45 0,67+4,95 F=0,820 0,378
Ti®: F; p 1,130; 0,303 0,058; 0,813




Max Degeri (V)

Ik Olgiim 3,58+1,91 2,40+0,49 F=3,226 0,090
Son Olgiim 4,07+1,60 3,09+0,66 F=2,903 0,107
Fark -0,49+2,84 -0,69+0,66 F=0,044 0,837
Ti*: F; p 0,535; 0,475 0,964; 0,340

Veriler ortalama+standart sapma ya da medyan (kartiller arasi uzaklik) degerler olarak
ozetlenmistir. Ti: Test istatistikleri, “: Gruplar aras1 karsilastirmalar,’: Grup ici ilk 6l¢iim ve
son Ol¢iim karsilastirmalari, z*: Mann-Whitney U testi, z: Wilcoxon testi, F: Tekrarl
Olctimlerde iki yonlii varyans analizi

Tablo 4’te gruplar arasi karsilagtirmalara gore primer ve eksozom gruplarmin ilk
Olgiim Delta-T degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p=0,780).
Gruplarin son 6l¢iim Delta-T degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur
(p=0,447). Grup ici karsilagtirmalara gore primer grubun ilk ve son 6l¢giim Delta-T degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p=0,916). Grup i¢i karsilagtirmalara gore
eksozom grubun ilk ve son Slgiim Delta-T degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
yoktur (p=0,182). ilk ve son olgiim Delta-T farklar1 alindiginda gruplardaki degisim
miktarlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p=0,604).

Primer ve eksozom gruplarimin ilk 6l¢iim P.P degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark yoktur (p=0,176). Gruplarin son 6l¢iim P.P degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktur (p=0,084). Grup i¢i karsilagtirmalara goére primer grubun ilk ve
son Ol¢tim P.P degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p=0,257). Grup igi
karsilastirmalara gore eksozom grubun ilk ve son 6l¢iim P.P degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark yoktur (p=0,463). Ilk ve son 6l¢iim P.P farklar1 alindiginda gruplardaki
degisim miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p=0,796).

Primer ve eksozom gruplarinin ilk 6l¢iim alan degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark yoktur (p=0,069). Gruplarin son 6l¢iim alan degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktur (p=0,080). Grup i¢i karsilastirmalara gore primer grubun ilk ve
son Ol¢lim alan degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p=0,844). Grup
ici karsilagtirmalara gére eksozom grubun ilk ve son 6l¢iim alan degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark yoktur (p=0,982). Ilk ve son &lgiim alan farklar1 alindiginda gruplardaki
degisim miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p=0,905).

Primer ve eksozom gruplariin ilk 6l¢iim toplam siireleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark yoktur (p=0,733). Gruplarin son 6l¢iim toplam siireleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktur (p=0,085). Grup i¢i karsilagtirmalara gore primer grubun ilk ve

son Ol¢iim toplam siireleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p=0,303). Grup
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ici karsilastirmalara goére eksozom grubun ilk ve son Olgiim toplam siireleri arasinda
istatistiksel olarak anlaml1 fark yoktur (p=0,813). Ilk ve son &l¢iim toplam siirelerinin farklari
alindiginda gruplardaki degisim miktarlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur
(»p=0,378).

Primer ve eksozom gruplarimin ilk 6l¢iim P-max degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark yoktur (p=0,090). Gruplarin son dl¢iim P-max degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktur (p=0,107). Grup i¢i karsilastirmalara gore primer grubun ilk ve
son Ol¢lim P-max degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (»p=0,475).
Grup i¢i karsilagtirmalara gore eksozom grubun ilk ve son 6l¢lim P-max degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p=0,340). Ilk ve son 6l¢iim P-max deger farklari
alindiginda gruplardaki degisim miktarlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur

(p=0,837).
4.3. Histomorfometrik Degerlendirme Bulgular

Histolojik inceleme ayni patolog tarafindan biiyiik biiylitmede (40x) 151k mikroskopu
ile degerlendirildi. Her bir preparattan alinan sinir biyopsi ornekleri tek tek inflamasyon,
fibrozis, sinir hasar derecesi ve vaskiiler rejenerasyon agisindan degerlendirildi.

Inflamasyon icin kesitlerde yangisal hiicre infiltrasyonuna (nétrofil infiltrasyonu)
bakildi. Hiicre yogunlugu yoksa derece 0, az ise hafif, derece 1, siddetli-yogun ise derece 2

olarak degerlendirildi.
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Tablo 5: Her bir rattan alinan biyopsi 6rneklerinin histopatolojik olarak degerlendirilen

parametreleri ve skorlari

PREPERAT Vaskiiler Proliferasyon inflamasyon Fibrozis Sinir Dejenerasyon Derecesi
1 A 2 1 1 o
B 0 0 0 0
2 A 1 1 1 1
B 1 1 2 2
PRIMER ERKEK 3 & 1 1 1 1
B 1 1 1 1
2 A o 2 1 1
B 1 2 1 2
5 A 2 o 1 o
B 2 0 1 0
1 A 2 1 2 2
B 1 2 1 2
2 A 1 1 1 1
B 1 2 1 2
PRIMER Disi 3 & 0 1 1 1
B 1 1 1 1
2 A 1 1 1 1
B 1 1 1 0
5 A 1 1 1 2
B 2 2 2 2
1 A 1 0 2 1
B 1 1 1 1
2 A 1 0 1 2
EKSOZOM ERKEK 2 d d 1 1
3 A o o o o
B 2 1 1 1
2 A 1 1 o 1
B 1 0 0 1
1 A 2 1 1 2
B o o 2 2
2 A 1 0 1 2
B 1 1 1 1
EKSOZOM Disi 3 & 4 J J J
B o 0 0 1
2 A 2 o o o
B 1 1 1 0
5 A 1 o o 1
B o o o o

Fibrozis icin fibroblast hiicre yogunluguna bakildi. Bakilan kesitlerde fibroblastik
proliferasyon yoksa 0, hafif fibroblast proliferasyonu 1, siddetli proliferasyon 2 olarak

degerlendirildi.

Noral dejenerasyon derecesi morfolojik noral diizensizlik ve 6dem varligma gore

degerlendirildi. Noral kesitlerde diizensizlik ve 6dem yoksa 0, hafif ise 1, yogun ve siddetli

ise 2 olarak degerlendirildi.

Vaskiiler proliferasyon icin 6zellikle noral yapilarin etrafindaki vaskiiler yapilar

incelendi. Biiylik biiylitmede (40x) vaskiiler yapilarin ¢aplar1 ve sayisina bakildi. Olagan

gbrliniim i¢in 0, hafif artig, proliferasyon ve 6dem varsa 1, siddetli ve belirgin ise 2 olarak

gruplandirildi.
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Sekil 19: Saglam taraf siyatik sinir dokusunun olagan morfolojideki goriiniimii
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Sekil 20: Noral dejenerasyon skor 1, fibrozis skor 1, vaskiiler proliferasyon skor 1

Sekil 21: Noral dejenerasyon skor 2, fibrozis skor 2, vaskiiler proliferasyon skor 2

Skil 19: Vaskl'ile proliferasyon sor 2
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Tablo 6’ya gore gruplarin vaskiiler proliferasyon skorlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamaktadir (p=0,276). Eksozom grubunun inflamasyon skorlar1 primer
gruba gore istatistiksel olarak diistiktiir (p=0,001). Eksozom grubunun fibrozis skorlar1 primer
gruba gore istatistiksel olarak diisiiktiir (p=0,022). Gruplarin sinir dejenerasyon dereceleri

istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,553).

Tablo 6: Histopatolojik Bulgularin Gruplara Gore Karsilastirilmasi

Gruplar Test Istatistikleri
Primer Eksozom Test degeri  p degeri
Vaskiiler Proliferasyon
M (min-max) 1 (0-2) 1 (0-2) 1,219 0,276%
Xt ss 1,1+0,6 0,8+0,7
Inflamasyon
M (min-max) 1 (0-2) 0 (0-1) 3,465 0,001%
Xt ss 1,1+0,6 0,3+0,4
Fibrozis
M (min-max) 1,0 (0-2) 0,5 (0-2) 2,288 0,022%
Xt ss 1,1+0,4 0,6+0,7
Sinir Rejenerasyon
Derecesi
M (min-max) 1,0 (0-2) 1 (0-2) 0,643 0,553%
X+ ss 1,1£0,7 0,9+0,7

M: Medyan, ¥: ortalama, ss: standart sapma &: Mann-Whitney U testi
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5. TARTISMA
Arastirmacilar ilk zamanlarda periferik sinir yaralanmalar1 da dahil sinir kesildigi
zaman iyilesme olasiliginin olmadigini 6ne siirmekteydiler. Ancak zamanla gelisen cerrahi
teknikler ve teknoloji sayesinde periferik sinir sisteminin santral sinir sisteminden farkli

olarak iyilestiginin goriildiigii ortaya konmusgtur!3® 140:141

. Ayrica insanlarda da travmatize
olmus periferik sinir aksonlarinin oldukga yliksek bir rejenerasyon yeteneginin mevcut oldugu
bulunmustur!*%.

Travmatik periferik sinir yaralanmalari, cerrahlar1 zorlayan tedavi sonrasi bile
genellikle 6nemli bir fonksiyonel bozulma veya kalici sakatliga neden olan yaralanma
tiplerindendir. Sinir kesilerinden sonra yapilan farkli zamanlardaki onarim sonrasi periferik
sinirlerde birbirini takip eden dejenerasyon ve rejenerasyon olaylart yapilan calismalardan
beri uzun yillardir bilinmektedir. Ancak bu g¢aligmalara ragmen optimal diizeyde onarim
sonrast bile sinir iyilesmesinin ne diizeyde olacagi, iyi bir fonksiyonel sonug¢ ortaya cikip
¢ikmayacagi tam olarak bilinmemektedir!*> 143,

Cesitli sebeplerle meydana gelen periferik sinir yaralanmalarindaki tedavide
hedeflenen amag, denerve olan son organin tekrardan innervasyonunun saglanmasi ve sinir
devamliliginin saglanarak iletinin yeniden saglanmasi, son organdaki fonksiyonel kaybin
minimal diizeye indirilmesidir. Basarili bir sinir rejenerasyonu, aksonal tomurcaklanma,
biliylime, u¢ organ reinnervasyonu ve rejenere olan sinir liflerinin merkezi sinir sistemi ile
integrasyonu gibi ¢ok karmasik mekanizmalari igeren zor bir siirectir! 4414146,

Ratlarin periferik sinir yaralanmalarinda kullanilmasinin nedenleri arasinda kolay elde
edilebilir olmasi, ucuz ve sinir anatomisinin insanlara benzer olmasi yer alir. Bu sebeplerle sik
kullanilan deney hayvanlaridir. Ratlarin siyatik sinirinin kolay diseksiyonu, manipiilasyona

uygun alanda bulunmasi periferik sinir calismalarinda essiz olmasmi saglamaktadir!47-148:14%:

150

Periferik sinir yaralanmalarinda sinir kesisinin oldugu durumlarda en iy1 ¢oziim
nororafidir. Sinir kesilerinde onarim sonrasi iyilesmenin derecesini ve aksonal rejenerasyonu
birgok faktoriin etkiledigi goriilmiistiir. Bunlar; yaralanma tipi, siddeti, hastanin genel durumu
ve ek hastaliklari, onarimin sekli, onarim yapildigi zaman ve onarim gerceklestiren cerrahin
deneyimidir'>!.

Keskin cisimlerle meydana gelen temiz yaralarda ve vaskiiler deste§in oldugu
durumlarda nérorafi i¢in en iyi segenek primer sinir onarimidir>*. Direkt sinir onarimi, sinir
kesisinin proksimal ve distal uglar1 arasindaki boslugun minimal oldugu ve gerilimsiz

152

onarimin miimkiin oldugu durumlarda yapilmalidir>?. Yapilan bu onarim sonrasi sinir
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rejenerasyonunun en iyi diizeyde olabilmesi i¢in siitiirasyon gerilimsiz sekilde yapilmali,
dokular minimal travmaya ugratilmali ve olabildigince az sayida siitiir atilmalidir!33-157,

Periferik sinir yaralanmalarmin koaptasyonunda literatiire baktigimizda ilk baglarda
vikril, ipek gibi siitiir materyalleri kullanilmig, yapilan c¢alismalarda siitiir sayisinin ve
materyalin kendisinin sinir iyilesmesini yavaglattig1 diisiiniilmiis bu yiizden anastamoz icin
doku yapistiricilari, lazer yapistiricilar, kollajen, dura, milipor membran veya silastikle
sarilarak yenilenme ve onarim saglanmaya calismiglardir. Bu yaklagimlarda sinir dokusu
etrafinda skar olusumu azaltilmis olsa da sinir rejenerasyonuna etkisi olmamstir'®.

Periferik  sinir onariminda mikrocerrahi  tekniklerin  yaygmm  kullanilmaya
baslanmasindan sonra her ne kadar perinoral onarim ile daha hassas fasikiiler dizilim saglansa
da perindoryuma neden oldugu ek travma, sinir rejenerasyonunu azaltmakta ve daha iyi
fasikiiler dizilimin sagladig1r avantaji kaybedilmektedir. Literatiirdeki hi¢bir klinik calisma
daha hassas fasikiiler dizilim saglayan perindral teknigin, daha az travmatik olan epindral

teknige olan {istiinliigiinii gdsterememistir'®3

. Bu ¢alismamizda 10-0 ethilon siitiir kullanilarak
uc uca epindral koaptasyon yapildi.

Gilinlimiizde sinir kesilerinde onarim sonrasi iyilesmenin derecesini ve aksonal
rejenerasyonun hizini etkileyen bir¢ok faktor oldugu bilinmektedir. U¢ organlardan salinan

158

trofik etkili faktorler bu rejenerasyonu diizenlemektedir'>°. Norotrofik aktivitenin sinir kesisi

sonrasi ilk 3-6 saat arasinda maksimum oldugu ve sonraki 1-7 giin icerisinde normale

159 Bu nérotrofik faktdrler kesilmis olan sinirlerde distal sinir ucundan

dondiigii gosterilmistir
da salgilanmaktadir. Salgilanan bu faktorler difiizyon ile sinir proksimalinde belirli bir
mesafeye kadar yayilabilirler'*!6!. Bu yiizden sinir biitiinliigii erken donemde koaptasyon ile
saglanirsa daha hizli ve giiclii bir rejenerasyon elde edilmesi hig sasirtict olmayacaktir.
Periferik sinir yaralanmalarinda onarim zamani ile ilgili bircok ¢alisma bulunmaktadir.
[atrojenik veya keskin bir cisimle meydana gelen, ezilme komponentinin olmadig1 ya da
minimal oldugu temiz yaralarda ve iyi vaskiiler destegin mevcut oldugu olgularda
fonksiyonun geri kazanilabilmesi icin en iyi secenek primer sinir onarimidir'®?. Tarihsel
olarak, primer sinir onarimi, Wallerian dejenerasyonun tamamlanmasi i¢in zaman kazanmak
amaciyla yaralanmadan sonraki ilk 3 hafta icerisinde yapilirdi. Mackinnon ve arkadaglari
yaptiklar1 ¢aligmalarda daha iyi sonuglarin alinabilmesi i¢in kesilen sinirin acilen onarilmasi
gerektigini gostermislerdir'®?. Bu ¢alismada rat siyatik siniri mikrocerrahi makas ile tam kat

kesi sonrasi temiz bir yaralanma olusturuldugu icin siyatik sinir kesisinden hemen sonra ug

uca anastomoz gerceklestirildi.
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Eksozom cogu hiicre tipi tarafindan iiretilip ekzositoz yoluyla hiicre dis1 bosluga
salgilanan 40-200 nm boyutlarinda vezikiillerdir. Bu vezikiiller DNA, mRNA, miRNA,
proteinler ve lipitleri bulundururlar. igerilerindeki bu genetik bilgileri alic1 hiicrelere, eger
alic1 hiicreler hiicreye 6zgii faktorleri tasiyorlarsa, bilgi aktarabilirler. Bu sayede hiicreler arasi
haberlesmelerde ve hiicre sinyal tasimaciliginda kilit rol oynarlar. Eksozomlar hiicre
metabolizmasi, ¢ogalmasi, farklilagsmasi gibi fizyolojik siirecler ve proliferasyon, go¢ ve
apopitoz gibi biyolojik siireclere de katilirlar.

Mezenkimal kok hiicre bazli tedavilerin periferik sinir yaralanmalarinda aksonal
yeniden biiylime ve miyelin olusumuyla birlikte sinir rejenerasyonunu destekledigini gosteren
birgok calisma bulunmaktadir'®3-17. Bu kok hiicreler sinir hiicresinin canliligini korumasi ve
ndrorejenerasyonunu olumlu yonde etkisinin salgiladiklari norotrofik faktorler sayesindedir.

Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden salgilanan eksozomlarin, sinir
hiicreleri tarafindan igsellestirilip yaralanma sonrasinda periferik sinir rejenerasyonu artirdigi
baz1 calismalarda gosterilmistir. Yani bu eksozomlarin sinir yapilarina transferi aksonlarin
rejenerasyonunu kolaylastirmaktadir'®,

Lopez-Verilli ve arkadaglar1 yaptiklari calismada Schwannn hiicre kaynakli
eksozomlarin ndrit bliylimesini ve aksonal rejenerasyonu biiylik dl¢iide artirdiklarini ortaya
koymuslardir'®,

Bucan ve arkadaslar1 ise yaptig1 ¢alismada sican adipoz doku kaynakli mezenkimal
hiicrelerden elde edilen eksozomlarin ezilme tipi sinir yaralanmalarinda sigan siyatik sinir
rejenerasyonunu artirdigini gdstermislerdir'®®. Bu calismada sinirde ezilme tipi yaralanma
mevcuttur, bizim ¢alismamiz sinirde tam kat kesi olusturmasit bakimindan bu calismadan
farklidir.

Periferik sinir yaralanmasi sonrasi yapilan ¢aligmalarda Schwann hiicrelerinin ve
ndron hiicre govdelerinin miRNA ekspresyon profilinin normal olmadigi gdsterilmis ve bu
etkinin periferik sinir hasar1 sonrasi rejenerasyonuna aracilik ettigini ortaya koymuslardir.
Ayrica, spesifik olarak ifade edilen bu miRNA'lar, Schwann hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
fenotipik degisiminde, norojenezde, aksonal biiyiimede ve makrofaj gdciinde rol oynar!”% 7!,

Onceki c¢aligmalarda miRNA’larin ndron hiicre gévdesinden aksona aktarildig
gosterilmistir. Fakat son yapilan ¢alismalarda miRNA’larin eksozomlar aracilifi ile hiicreler
arasinda da aktarilabildigi bulunmustur!’> 173,

Eksozom izolasyonu ve elde edilmesi ile ilgili literatiirde bir¢ok calisma ve yayin

bulunmaktadir. Ticari kitler de bu yéntemlerden birisidir!™*,
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Tian ve ark.'” yaptig1 ¢alismada farkli ticari iiriinler kullanildiginda eksozom
verimlerini ve safliklarin1 karsilastirmak i¢in model sistem olarak trombosit icermeyen
plazmadan eksozom izolasyonu kullanilmislar. Test edilen iirlinler ise ¢okeltme bazli kitler
ExoQuick (System Bioscience) ve Total Exosome Isolation (TEI; Thermo Fisher), SEC bazl
qEVsingle kitidir (iZON Science). Referans amaciyla ultrasantrifiij yontemi de calismaya
dahil edilmis. En yliksekten en diigiie verime sahip yontemler ExoQuick, TEI,
ultrafiltrasyon, qEVsingle ve ultrasantrifiijleme olarak bulmuslar. En yiiksekten en diisiik
safliga sahip yontemler ise ultrasantrifiijleme, qEVsingle, TEI, ultrafiltrasyon ve ExoQuick
olarak gostermislerdir. Bu ¢calismamizda ExoQuick ticari eksozom kitini kullanildi.

Eksozom dozu ve sinir rejenerasyonu arasindaki iligkiyi incelemek icin yapilan
calismada aragtirmacilar, sinir rejenerasyonu ile eksozom dozu arasinda net bir pozitif
korelasyon olmadigini in vivo deneyler kullanarak ilk kez gostermislerdir'”. Bizim
calisgmamizda da sinir rejenerasyonunun bu calismada oldugu gibi en yiliksek oranda
gorildiigi dozu kullanildi.

Periferik sinir yaralanmalarinda rejenerasyonun incelemesine yonelik yapilan
calismalarda hem fonksiyonel hem de morfolojik inceleme yapilmas: dnerilmektedir! %77,

Yapilan elektrofizyolojik testler, histomorfolojik incelemeler ve elde edilen yliriiyiis
yolu analiz verilerinden maalesef higbiri tam bir sinir fonksiyonunu ortaya koymamaktadir.
Ayrica genellikle parametreler arasinda ¢ogunlukla tutarsizliklar oldugu goriilmektedir!’®.

Her bir arastirmact c¢alismasinda sinir yaralanma sonrasi rejenerasyonu
degerlendirmek i¢in farkli parametreler kullanmaktadir. Bu calismada yliriiylis yolu analizi,
elektrofizyolojik dlgtimler ve histopatolojik incelemeler kullanild.

Yiirliylis yolu analizi, sicanlarda periferik sinir yaralanmalar1 sonrasi, periferik sinir
rejenerasyonu sonrasinda motor fonksiyonel iyilesmenin degerlendirilmesi i¢in yaygin olarak
kullanilan genis kapsamli bir testtir! 7.

De Medinacelli tarafindan 1982 yilinda tanimlanmis ve giinimiize kadar cesitli
modifikasyonlar yapilmistir. Siyatik fonksiyonel indeks sonrasi elde edilen bilgiler sinir
rejenerasyonundaki biitiinlesmis motor fonksiyonun gostergesidir'®’.

Bu ¢alismada Bain ve arkadaslar1 tarafindan modifiye dilmis olan SFI formiiliine gére
olgiimler yapilmistir'®°,

Calismamizda, gruplar arasi karsilastirmalara gore birinci hafta SFI degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p=0,885). Gruplarin ikinci ve {liglincli
hafta SFI degerleri istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,921; p=0,260). Grup i¢i

karsilagtirmalara gore primer grubun bir, iki ve lgiincii hafta SFI degerleri arasinda
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istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p=0,171). Grup i¢i karsilastirmalara
gore eksozom grubunun SFI degerleri 6l¢lim yapilan haftalarda istatistiksel olarak anlamli
fark gostermektedir (p=0,011). Eksozom grubunda iigiincii hafta SFI degerleri birinci hafta
degerlere gore istatistiksel olarak anlamlidir. Ikinci hafta degerleri birinci ve {igiincii
haftalardan istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu verilere dayanarak koaptasyon proksimal
ve distaline eksozom implantasyonu yapilan grupta sinir iyilesmesinin daha hizli oldugunu
diistinmekteyiz.

Elektrofizyolojik testler, sinir liflerinin verilen akim sonrasi kas liflerini uyarmalar ile
olusan aksiyon potansiyellerinin biyiitiilerek incelenmesi ile Olglimler ortaya koyar. Elde
edilen aksiyon potansiyelleri birlesik kas aksiyon potansiyelleridir. Birlesik kas aksiyon

potansiyeli rejenere olan akson sayis1 artikca artmaktadir!'®!

. Aksiyon potansiyel grafilerinde
cesitli parametreler Ol¢iilebilmektedir.

Pik aksiyon potansiyel amplitiidii ise total sinir fonksiyonu hakkinda bilgi
saglamamasina ragmen miyelinli liflerce olusturulan elektrik akimini bize géstermektedir!’®.
Pozitif ve negatif pikler arasi mesafe uyari sonrast yanit veren motor liflerin popiilasyonu ve
akson tarafindan inerve edilen motor {linite boyutu hakkinda bize bilgi saglayabilir. Egri
altinda kalan alan ise birlesik kas aksiyon potansiyeli ile korelasyon gdstermektedir. Bu
caligsmada pik aksiyon potansiyel amplitiidii, pozitif ve negatif pikler arasi mesafe, egri altinda
kalan alan, delta t ve toplam siire 6l¢timleri kullanilmistir.

Her iki grup agisindan yapilan elekfizyolojik Ol¢iimler arasi elde edilen parametreler
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. Ancak yapmis oldugumuz klinik
gozlemlerinde eksozom implantasyonu yapilan gruptaki ratlarin yiiriirken daha rahat bastigi
gozlendi.

Histomorfometrik incelemelerde verilerin daha saglikli olabilmesi i¢in yapilan
ornekleme teknigi biliylik onem tasimaktadir. Geuna ve ark. yaptiklari ¢aligmaya gore
histomorfometrik analizlerde altin kural tim sinir lifleri 6rnek igerisinde olmali ve
degerlendirilmeleri benzer sartlar altinda olmalidir'®?. Sinir lifleri kesit alanlarinda genellikle
homojen bir dagilim gostermezler, yani bir alanda olduk¢a yogun bulunurlarken, bagka bir
alanda seyrek olarak izlenebilirler. Bu yiizden histolojik olarak incelenen 6rnekleme alanina
gore sonuglar ¢cok farkli bulunabilir. Bu nedenle histomorfometrik analiz yapilacak bolgeler
ve her bir 6rnekleme alani igerisinde bulunan sinir lifleri titizlikle secilmelidir'®?.

Bu c¢alismada deneyin 8. haftasinda ratlardan genel anestezi altinda siyatik sinir

biyopsileri alindi. Alinan sinir biyopsi 6rnekleri i¢in her bir rat i¢in vaskiiler proliferasyon,

inflamasyon, fibrozis ve sinir dejenerasyon derecesi agisindan 3 puanli (0-1-2) bir

48



degerlendirme yapildi. Tablo 3’e gore gruplarin vaskiiler proliferasyon skorlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p=0,276). Eksozom grubunun
inflamasyon skorlar1 primer gruba gore istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir.
(»=0,001). Eksozom grubunun fibrozis skorlar1 primer gruba gore istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmaktadir (»p=0,022). Gruplarin sinir rejenerasyon dereceleri istatistiksel olarak
anlamli degildir (p=0,553).

Sinir yaralanmalarinda, inflamatuar yanit sinir onarimi sonrasi prognoz iizerinde
biiyiik etkiye sahip olan dnemli bir patolojik siirectir. Noroinflamasyonun agir1 aktivasyonu,
ikincil hasar tizerinden sinir hasarmin derecesini kotiilestirebilir.  Periferik — sinir
yaralanmalarini takip eden onarim siirecinde, inflamatuar yanitin uygun sekilde diizenlenmesi,
noroinflamasyonun neden oldugu noron apopitozunu ve akson demiyelinizasyonunu inhibe
edebilir! 3114,

Giines ve ark.!'® gobek kordonu MKH'den tiiretilen eksozomlarin, makrofaj
polarizasyonunu M1 den M2 fenotipine doniistiirdiigiinii bu sayede asir1 inflamatuar yaniti
inhibe etmeyi destekledigini bu sayede yaralanma bolgesinin iltihabini hafifleterek omurilik
yaralanmasinin iyilesmesini destekleyebilecegini gostermistir. Ayrica Ma ve ark.!'”, yaptig1
calismada gobek kordonu MSC iiretilen eksozomlarin sigan siyatik sinir transeksiyonunun
onarimi modelinde pro-inflamatuar sitokinler olan IL-6 ve IL-1B seviyesini azaltip,
antiinflamatuar sitokin olan IL-10 seviyesini artirarak immiinosupresyon fonksiyonuna
yardimci olabilecegini buldular.

Bu calismada periferik sinir yaralanmasi sonrasi koaptasyon uygulanan bdlgenin
proksimaline ve distaline eksozom implantasyonu yapilan grupta histopatolojik acidan
inflamasyonun ve fibrozisin daha az oldugu gozlemlenip bununla beraber istatistiksel olarak

da anlamli bir fark oldugu bulundu.
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6. SONUC

Bu calismada periferik sinir tam kat kesilerinde, koaptasyon bolgesinin proksimali ve
distaline eksozom implantasyonunun sinir rejenerasyonu tizerindeki etkisi degerlendirildi.

Sinir rejenerasyonu, fonksiyonel (SFI), elektrofizyolojik ve histopatolojik olarak test
edildi.

Elde edilen verilerin istatiksel analizleri sonucunda, eksozom implantasyonu yapilan
grupta SFI 6lgiimleri sonrasi sinir rejenerasyonunun daha hizli fonksiyonel geri doniis
sagladigini diistinmekteyiz.

Ratlardan alinan siyatik sinir biyopsilerinin histopatolojik olarak incelendikten sonraki
istatistiksel analizleri sonucunda ise eksozom implantasyonu yapilan grupta inflamasyon ve
fibrozisin anlamli olarak daha az oldugu gdzlendi.

Sonu¢ olarak eksozom implantasyonu periferik sinir yaralanmalarinin tedavisinde
onemli bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte periferik sinir rejenerasyonu icin biiyiik bir

potansiyel tasiyip umut vermektedir.
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