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OZET

Periferik sinir hasarlari motor, duyusal ve otonom fonksiyonlara zarar veren; ayni
zamanda da yasam kalitesini azaltarak onemli mali kayiplara yol acan yaralanmalardir.
Ozellikle motorlu ara¢ kazalarina bagl travmalarda ve daha az siklikla da derin
travmalarda, diismelerde ve endiistriyel kazalarda goriilmektedirler.  Biiylik sinir
bosluklari, proksimal lezyonlar ya da kronik sinir yaralanmalarinda iyilesme oldukca
zordur. Merkezi sinir siteminin aksine periferik sinir sistemi Onemli bir yenilenme
kapasitesine sahiptir ancak bu rejenerasyon tam olarak gerceklesmemekte ve yaralanma

oncesi duruma kiyasla fonksiyonel iyilesme ¢ok nadir goriilmektedir.

Calismamizda hyaluronik asitin biyobozunur bir hidrojeli yapilarak bu hidrojele
lityum yiiklenmesi gerceklestirilmistir. Rat siyatik siniri iizerinde periferik sinir hasari
modeli olusturularak; olusan sinir bosluguna silikon konduit yerlestirilmis ve ve konduit
limenine de bu hidrojeller enjekte edilmistir. 12 haftalik bekleme siireci sonunda denekler
disekte edilerek rejenerasyonun ultrayapisal boyuttaki degerlendirilmeleri yapilmastir.
Sonugta hem lityum hem lityum yiiklenmis hyaluronik asit hidrojellerinin siyatik sinir

rejenerasyonu iizerine olumlu etkileri oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Periferik sinir hasari, Lityum, Hyaluronik asit, Hidrojel,

Rejenerasyon
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SUMMARY

Peripheral nerve injury damages motor, sensorial and autonomous functions, at the
same time as reducing quality of life and causing significant financial losses. It is observed
especially in trauma linked to motor vehicle accidents and less frequently with deep
trauma, falls and industrial accidents. With large nerve gaps, proximal lesions or chronic
nerve injuries, healing is very difficult. Contrary to the central nervous system, the
peripheral nervous system has a significant capacity for renewal, however this regeneration
is not fully complete and improvement is rarely observed compared to the situation before
injury. For example, while a wide and externally directed neuronal development is required
for proximal lesions, a weak regenerative environment at the distal tips is formed in
chronically injured nerves. The regeneration mechanism of damaged nerves is based on

many interactions between both cellular elements and extracellular matrix.

In the present study a biodegradable hydrogel were constructed from hyaluronic
acid and loaded with lithium. A defective peripheral nerve injury were made on rat sciatic
nerve and bridged with a silicone conduit filled with the prepared hydrogels. In conclusion
both lithium and lithium loaded groups were demonstrated positive effects on peripheral

nerve regeneration.

Keywords: Peripheral nevre injury, Lithium, Hyaluronic acid, Hydrogel, Regeneration
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1. GIRIS VE AMAC

Periferik sinirlerin travmatik yaralanmasi ¢ok yaygin goriilen bir durum olup, motor
ya da duyusal fonksiyonlarda kayiplara yol acarlar. Hasar sonrasi olusan sinir bosluklar
kiigiikse ayrilmis sinir aksonlarinin proksimal ve distal uclar1 tekrar birlesebilir. Clinkii
merkezi sinir sisteminin aksine periferik sinir sistemi dnemli bir rejenerasyon yetenegine
sahiptir. Sinir bosluklari daha biiyiik oldugunda ise siklikla cerrahi miidahale gerekir.
Ancak mikrocerrahi tekniklerdeki yeniliklere ragmen, sinir onarimi sonrasi fonksiyonel

iyilesme nadiren goriiliir.

Hasarli periferik sinirin rejenerasyonu, uygulanan mikrocerrahi prosediire baglhdir.
Genellikle tedavi iki sinir ucunun direk baglanmasi yoluyla ya da biyolojik/sentetik sinir
konduitlerini iceren otograftlarin bu alana yerlestirilmesiyle saglanir. U¢ uca sinir onarimi
sonras1 en sik rastlanan sorun, bu bolgede meydana gelen skar olusumudur. Epindral skar
olusumu, aksonal rejenerasyon i¢in mekanik bir bariyer olusturur; ekstranoronal skar
olusumu da sinirin bitisik dokuya baglanmasina yol acar. Bu da sinirin hareketini
Onleyerek iskemiye ve geri doniisiimsiiz sinir hasarina yol agar. Skar olusumunu azaltmak
icin kullanilan c¢esitli farmakolojik ajanlar mevcuttur ancak klinik olarak heniiz

onaylanmamustir.

Hyaluronik asit (HA) tiim canli organizmalarda dogal olarak bulunan,
mukopolisakkarit yapida bir karbonhidrattir. Miikemmel biyolojik oOzellikler gosterir;
biyouyumlu, biyobozunur ve immiinondtraldir. Yapilan caligsmalarda, HA uygulamasinin
hasarli periferik sinir rejenerasyonunu uyarabildigi; boylece gog, yapisma, damarlanma ve
ndronal yayilma gibi hiicre sinyal olaylarini arttirdigi rapor edilmektedir. Topikal olarak
uygulanmakta ve periferik sinir onarim alanindaki fibroblast proliferasyonunu
baskilayarak, skar olusumunu azaltmaktadir. Sinir hasar1 tamirinde miyelin kilifin
olusumu, etkin bir tedavi i¢in ¢ok onemlidir. Miyelin gen ekspresyonunu diizenleyen ¢ok
az hiicresel sinyal bilinmektedir. Wnt/ B-catenin sinyal yolagi miyelin gen ekspresyonunun
direkt yonlendiricisidir. Wnt aktivasyonu glikojen sentaz kinaz 3f (GSK-3B) enzimini
inhibe eder ve [-catenin yikilmasimni onler. GSK-3B enziminin aktivitesindeki artig

proapoptotik etkilere yol acarken, inhibe olmast durumunda apoptoz azalir ya da onlenir.



Lityum, GSK-3B enziminin bir inhibitoridiir ve Wnt/ B-catenin sinyal yolagini taklit eder.
Ayn1 zamanda da tipta psikiyatrik ve norodejeneratif hastaliklarda antiapoptotik ve

noroprotektif amaclarla da kullanilmaktadir.

Bu aragtirma, periferik sinir hasarinin tedavisinde lityum yiiklenmis HA
hidrojellerinin  etkilerini arastirmaktadir. Verilerimiz 1s1k ve elektron mikroskobik
yontemlerle desteklenmistir. Calismada rejenerasyonu gelistirmeye yonelik, viicutta daha
stabil kalabilen ve etkinligi daha uzun siirebilecek bir materyal gelistirilmesi
hedeflenmistir. Bu sayede hem konduitin rejenerasyon siirecinde sinir ¢evresini sinirlamasi
ve aksonun gelismesine Onciiliik etmesi saglanmaya calisilmig; hem de biyouyumlu bir

materyal kullanimi suretiyle iskelet yapisinin optimize edilmesi amaglanmigtir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi viicuttaki en kompleks sistem olup isleyis ve etkileri essizdir. Bir
dakika icinde farkli duyu sinirleri sayesinde milyonlarca bilgiyi viicut i¢inde tasir. Sinir
siteminin en onemli gorevi bilgi akisini saglayarak viicuttaki aktiviteleri kontrol etmektir.

Yapisindaki bez ve kaslar efektor gorevi gorerek bu kontrolii saglamada 6nemli gorev alir.

Sinir sistemi yapisal olarak merkezi sinir sistemi (SSS) ve periferik sinir sistemi
(PSS) olmak iizere iki kisimda incelenir. Santral sinir sistemi beyin, omurilik, optik, koku
ve isitme sinirlerini kapsarken, PSS kraniyal sinirler, duyusal sinir demetleri ve spinal
sinirleri igerir. Periferik sinir sistemi, SSS ile periferik hedef organlar arasinda ¢ift yonlii
uyar1 iletimini saglayan, bu sayede motor, duyu ve otonomik fonksiyonlarmin

diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan bir sistemdir.

2.1.1. Periferik sinir anatomisi

Periferik sinir sistemi, viicut boyunca kompleks ve organize bir ag olusturan
periferik sinirlerden olusur. Periferik sinirler (PS), santral sinir sistemini motor ve duyusal
yolaklar aracilig1 ile hedef organlara baglar. Santral sinir sisteminden ¢ikan bu sinirler
oldukg¢a Ozellesmis yapilardir ve anatomik olarak kranial ve spinal sinirlerden olusurlar.
Koku alma ve optik sinirler haricinde, nispeten basit bir histolojik yapilar1 vardir (Carriel
vd., 2014). Periferik sinirlere yapisal olarak bakildiginda, en dista sinir fasikiilleri ve kan
damarlarin1 gevsek fibrokollojen bir yapi ile saran epindriyum; bu yapinin i¢ kisminda
aksonlardan olusan fasikiilleri saran kollojen yapida ve fibroblast gibi hiicrelerden olusan
perindriyum ve en i¢ kisimda ise bireysel aksonlar ve aksonlarin Schwann hiicre (SH)
kiliflar1 ile bu yapilar1 saran kollojen yapidan olusan endondriyum tabakalari bulunur

(Schmidt ve Leach, 2003).



PS’ler histolojik olarak iki ana komponent igerirler: Fonksiyonel bir birim olan
parensima ve stroma. Parensima, aksonlar ve onu ¢evreleyen SHleri tarafindan olusturulan
sinir liflerinden meydana gelir. Stroma ise 6zellesmis bir bag dokudan olusur. SHleri,
miyelinli sinir lifini olusturan tek bir aksonla etkilesime girebilir ya da tek bir SHsi
miyelinsiz sinir liflerini olusturan birka¢ aksonla etkilesime gecebilir. Stromada ise, bu
organlarin boliimlere ayrilmasini diizenleyen vaskiilarize bir yapt vardir. Miyelinli ve
miyelinsiz sinir liflerinin oran1 ya da sinir demetlerinin sayis1 organlar arasinda biiyiik
farkliliklar gosterir. Sinir lifleri, fonksiyonlarina ve kompozisyonlarina gore duyusal,
motor ve karma sinirler olmak iizere lige ayrilirlar. PSS ayni1 zamanda somatik ve otonom
sinir sistemi olmak iizere iki kisima ayrilir. Bu organlarin yap1 ve fonksiyonlar gesitli
faktorlerden etkilenmektedir. Ancak yapisal tahribat sonrasi PSSnin, SSSne gore daha iyi

bir rejenerasyon kapasitesi vardir (Geuna vd., 2009).

~—— Akson
~— Miyelin Kilif

Endondriyum Fasikiil

%
Perindriyum — b \

4

Epindriyum —y'!' ',‘/
l..%—— Kan Damarlan
/(‘A Epindriyum

Sekil 2.1. Periferik sinir yapis1 (Mesher, 2013)

2.1.1.1. Sinir hiicresi (noron)

Sinir sisteminin temel gorevi impulslarin elektrokimyasal iletimi olup sinyal
olusturma yetenegine sahip olan temel elementler néronlardir. Noronlar bagimsiz hiicreler
olup g¢evreden aldiklar1 sinyalleri birlestirir, isler ve bu mesaji diger noronlara iletirler.
Temel calisma prensipleri ayn1 olmasina ragmen boyutlari, sekilleri ya da kimyasal

norotransmitterleri farklilik gosterebilir (Kandel vd., 2013).
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Gangliyonlar periferik sistemdeki hiicre govdesi gruplarini olustururken, aksonlar
ise sinirler olarak bilinir. PSler genel olarak duyu ve motor noronlardan olusurlar. Duyu
noronlar1 somatosensori sistemden bilgi alirlar. Motor ndronlar ise sinyalleri kas, bez ya da

i¢ organlar gibi efektor organlara gonderirler. (Kandel vd., 2013)

Bir néronun dort morfolojik bolgesi vardir:
1- Hiicre govdesi

2- Dendritler

3- Akson

4- Terminal son ug

Noronlar elektriksel iletimde Ozellesecek sekilde dallanmislardir. Bu dallanma
baslica hiicre govdesinden ¢ikan dendritlerle saglanir. Yiiksek oranda ve ribozom ve
spesifik hiicre iskeleti proteini iceren dendritler ¢evreden ya da diger ndronlardan gelen
mesajlart alir ve birlestirirler. Bu fonksiyon dendritleri sinaptik giris i¢in primer bir hedef
yapar. Noronlarin bazilar1 ise dendrit icermez. Bir dendritin bulunusu néronun gelen
mesaj1 alma yetenegini belirler. Alinan mesajlar noronal hiicreden bir genisleme yoluyla
aksonun baslangi¢ noktasinda birlestrilir ve sinyal iletimi i¢in 6zellesir. Aksonlarin boyutu
ndronun tipi ve boyutuna bagli olarak birka¢ yiliz mikrometreye ulasabilir. Ayrica akson

essiz bir hiicre iskeleti yapisina sahiptir.

SSSde insan beyinindeki aksonlarin bazilar1 birkag milimetre genislikte akson
igerebilirken bazilar1 hi¢ akson icermez (Augistin vd., 2004). PSSdeki sinir yapist SSSden

farkli olarak sinir lifi demetleri igerir. Bu lifler bag doku ile ¢evrilidir.

Siniri digtan fibroz bir kilif ile saran, kollajen tip 1 ve tip 3, fibroblastlar ve yag
dokusundan olusan yapi epindrum olarak adlandirilir. PSin kalinligi ile dogru orantili
olarak epindryumun kalinliginda da artiy meydana gelir. Epindryumun i¢inde yer alan
hiicresel, vaskiiler ve lenfatik yapilar sinirin travmaya olan cevabini etkiler. PSden kesit
alindiginda, epindryumun kalinligi, sinir tipi ve bireyler arasinda farklilik gosterir (Akbay,
2005). Fasikiilleri ekstremite hareketleri sirasinda travmalardan korumak epinéryumun

gorevidir (Maggi vd., 2003; Danyemez ve Seger, 2010).



Epindéryumun i¢ kisminda aksonlardan olusan fasikiilleri saran kollojen yapida ve
fibroblast gibi hiicrelerden olusan perindriyum ve en i¢ kisimda ise bireysel aksonlar ve
aksonlarin SH kiliflar1 ile bu yapilar1 saran kollojen yapidan olusan endondriyum

tabakalar1 bulunur (Schmidt ve Leach, 2003).

PSS ve SSS aksonlarca iletilen noral impulslart isler. Bu aksonlarin ¢ogu miyelin
olarak adlandirilan bir yap1 ile ¢evrilmistir ve her néronun etrafinda bir izolasyon saglarlar.
Spinal sinirler ¢ok spesifik yapidaki spinal kordun her iki tarafindan c¢ikarkar. Bunlar

dorsal ve ventral boynuzlari olusturur (Schmidt ve Leach, 2003).

Noronlar fonksiyonel olarak ise tige ayrilir.
1- Duyu néronlari
2- Motor Noronlari

3- Araci noronlar

Duyu néronlar1 aferent ndronlar olarak geger ve mesajlar1 duyu reseptorlerinden
santral sinir sistemine birakirlar. Spinal kordun arkasi dorsal boliimdiir ve yapinin siskin
kism1 da vental parca olarak bilinir. Ventral bolgenin gorevi sinyalleri efferent fonsiyon
yapan kaslara ve bezlere gondermektir (Rhoades ve Bell, 2009). Yani bilgi santral sinir
sisteminden uzaklara gider. Ventral bdlgenin fonksiyonu ‘motor’dur. Iskelet sisteminin
hareketinden sorumludur. Dorsal bolge ise bilgiyi SSSne dogru tasir ve fonksiyonu aferent
olarak tanimlanir. Duyu bilgisi aferent bolge ile saglanir ve bu bilgi i¢ organ bez ve kaslara

iletilir.

2.1.1.2. Schwann hiicreleri ve myelin kilif

Periferik sinir sisteminin destekleyicisi roliine sahip olan (Mesher, 2013; Frostick
vd., 1998; Mirajullah ve Xinya, 2002; Ross ve Pawlina, 2006) ve noral krestten gelisen
SHnin en 6nemli fonksiyonu miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerini desteklemektir. SHleri
ekstraselliiler matriks proteinlerini salgilayarak c¢evre diizenini saglarlar. Bu salgilar ince
bazal lamina tabakasini olustururlar. SHleri ve bazal laminasi birlikte Biingner bandi
olarak adlandirilir ve rejenere olan aksonlar i¢in norotropik destek ve fiziksel rehber

olusturur (Bain vd., 1989). Bunun yami sira SHleri PSSndeki yikintilar1 temizler ve
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yaralanma ya da kesilme sonrasi aksonlarin yeniden biiyiimesini saglarlar. (Frostick vd.,
1998; Mirajullah ve Xinya, 2002; Burnett ve Zager, 2004; Kazuho ve Masaru, 2002;
Ansselin vd., 1998; Makwana ve Raivich, 2005) Miyelin kilif, PSSnde akson boyunca art
arda dizilen SHleri tarafindan meydana getirilir ve bu nedenle segmental bir goriiniime

sahiptir. (Mesher, 2013; Ross ve Pawlina, 2006)

Myelin, SSSde oligodendrositler, PSSde ise SHleri tarafindan yapilir. Miyelinli
liflerde her akson tek bir SH tarafindan sarilirken, miyelinsiz liflerde bir SH birden fazla
aksonu cevreleyebilmektedir. SHlerinden iiretilen ve temel olarak ekstraseliiler matriks
proteinlerinden (kollojen tip IV ve laminin) olusan bir bazal membran sinir lifini
cevrelemektedir ve bu yapinin rejenerasyon igin énemi biyiiktir (Dahlin, 2004). SHleri,
iyon dengesinin saglanmasina, ndrotransmitterlerin dagilimina ve aksolemma boyunca
sodyum kanallarinin yerlesimine katkida bulunan, néroektodermal kokenli, PSSnin uydu
hiicreleridir ve akson c¢evresinde konsantrik karakterde fosfolipid bir tabaka olan miyelin
kilifim sentezlerler (Jessen ve Mirsky, 2005; Jahn vd, 2009; McCarthy vd., 1990). SHleri
akson etrafinda ekstraselliiler matriks ve diger hiicreler arasinda iletisim saglamak i¢in Tip
IV ve Tip V kollajen, entaktin, heparin siilfat, proteoglikan ve fibronektin salgilamaktadir.
Ancak SHleri myelin kilif {iretebilmesi igin i¢eriden akson ile digsaridan ise ekstraselliiler

matriksle iliskide bulunmasi gerekmektedir (Bain vd.,1989).

Miyelin yapis1 hiicre zar yapisina benzemekle beraber, %75 lipid ve %25 protein
icermesiyle farklilik gosterir. Lipidlerin %20 ila %30‘unu olusturan kolesterol,
multilamellar yapinin stabilizasyonunu saglar. Proteinler ise glikoprotein yapisinda olup;
baslicalar1 protein sifir, periferik miyelin protein 22 kDa, miyelin iligkili glikoprotein,
epitelyal kadherin ve periaksindir (Jessen ve Mirsky, 2005; Jahn vd, 2009).  Memelilerde
dorsal spinal koklerin ve kutandz sinirlerin yaklasik %751, kasa giden liflerin %50°si ve

postganglionik otonomik liflerin tamamina yakini miyelinsizdir (Maggi vd., 2003).

Bir sinirin miyelinli olmasit ve miyelin kalinhig: iletim hizimi etkiler. Miyelinsiz
liflerde ¢ap 0.2—1.5 pm ve iletim hiz1 0.4-2.0 m/sn (metre/saniye) iken; kalin miyelinli
sinirlerde ¢ap 12-20 pm ve iletim 72—120 m/sn gibi yiiksek hizlardadir. Sinir lifleri iletim

hizlar1 ve ¢aplarina gore 3 gruba ayrilir:
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A grubu lifler: Caplart 2.5-22 um, miyelinli somatik afferent ve efferent liflerdir, ileti
hizlar1 15-100 m/sn arasindadir.

B grubu lifler: Caplar1 3 um, miyelinli otonomik preganglionik liflerdir, ileti hizlar1 3-15
m/sn kadardir.

C grubu lifler: Caplar1 0.2—1.5 um, en ince ¢apli ve en yavas iletim saglayan liflerdir
Miyelinsiz somatik ve visseral afferent lifler ile postganglionik liflerdir, ileti hizlar1 0.3-1.6
m/sn kadardir (Okutan ve Solaroglu, 2010).

2.2. Periferik Sinir Yaralanmalari

PSler termal, kimyasal, mekanik nedenlerle hasar gorebilir. Bu organlarin biiyiik ve
uzayan yapida olmalari onlar1 travmatik yaralanmalara karst ¢ok hassas bir hale
getirmektedir. En sik yaralanma nedeni travmadir. Motorlu ara¢ kazalari, 6zellikle de
motosiklet kazalari, atesli silah yaralanmalari, kesici delici alet yaralanmalart etyoloik
faktorler arasindadir. PSS yaralanmalarinin insidansi oldukcga yiiksektir ve genellikle bu
hastalarda 6nemli fiziksel ve fizyolojik sonuglara yol acar (Dahlin, 2008). Hasar sonrasi

hastanin aktivitelerinde azalmaya, is giicii ve ekonomik kayiplara neden olurlar.

Periferik sinir igerisindeki tiim sinir lifleri ayn1 derecede yaralanmaya
ugrayabilecegi gibi yaralanmanin siddetine ya da tipine gore ayni sinir igerisindeki farkli
lifler farkli derecede yaralanmaya da ugrayabilir. Periferik sinir tamiri sonucu iyilesmenin
zamani ve basarisi yaralanmanin derecesine baglidir. Klinik olarak kullanilabilir hasar
derecelendirme sistemi sinir yaralanmasi sonrasi sinirde gelisen miksoskopik degisikler ve

hastanin klinigi ile iliskilidir.

Klinik uygulamalarda karsilagilan temel yaralanma sekilleri agagida verilmistir:

1. Gerilmeye bagh yaralanmalar: En sik karsilagilan yaralanma tipidir. Elastik
yapida olan periferik sinirlerin gerilme kuvveti sinirin gerilme kapasitesinin {izerinde
olursa yaralanma olusur. Cogunlukla sinirin devamliligi korudugu bu tip yaralanmalarda
sadece sinir lezyonu olabildigi gibi, sinirin kemige ¢ok yakin oldugu yerlerde ekstremite
kiriklart ile birlikte goriilebilir (Robinson, 2000; Winograd ve Mackinnon, 2006; Belkas
vd., 2005).



2. Bigak ve benzeri Kkesici cisimlerle olan sinir yaralanmasi: Bu yaralanma
sinirin tam kesilmesine neden olabilecegi gibi, ¢ogunlukla bir miktar sinir dokusu
devamliligini korumaktadir. Uygulama kolayligindan dolay1 bir¢ok hayvan modelinde bu
tip periferik sinir yaralanmasi modeli ¢alisilmis; sinir dejenerasyon ve rejenerasyonu bu tip

yaralanmalarda incelenmistir. (Belkas vd., 2005; Burnett ve Zager, 2004)

3. Kompresyon yaralanmalari: Bu grup yaralanmalar, sinirde ayrilma ve
kopmanin olmadigr ancak sinirde sikismanin oldugu durumlardir. Motor ve duyu

fonksiyonlarinda tam kayiplar olabilir (Lewis vd., 1931).

Yaralanma sekli ne olursa olsun, olusan sinir hasarinin onarimi ve fonksiyonlarin
tam geri kazanimi cerrahi bir problem olmaya devam etmektedir. Travmanin seklinin yan1
sira, sinir igyapisinda olusan hasar derecesi de elde edilecek iyilesme diizeyi ile yakin
iligkilidir (Mathes, 2006 ; Burnett ve Zager, 2004). Erken donemde miidahale yapildiginda
basari ihtimali daha yiiksektir (Sunderland, 1991; Bowden ve Gutmann, 1944)

Proliferasyon yaralanmanin 2 -3. giiniinde maksimum seviyeye ulasir. Makrofajlar
demyelinize segmentleri fagosite etmenin yaninda aksonun iizerinde ilerleyecegi substrati
olusturur (Richardson ve Jessen, 2001). Myelin pargalarin1 fagosite eden makrofajlarin
sayis1 hasarin birinci haftasinda maksimum seviyeye ulasir ve biiyiik ¢cogunlugu bolgeye

sistemik dolagimdan gelir.

Lenfositler hasarli bolgeye en son ulasan bagisiklik sistemi hiicreleridir. Ugiincii
giinden itibaren hasarli bolgede goriilmeye baslarlar ve baslica gorevi proinflamatuvar ve
antiinflamatuvar sitokinler salgilayarak makrofaj fonksiyonunu diizenlemektir (London
vd., 1998).

Inflamasyon sinir iyilesmesi igin hayatidir. Wallerian dejenerasyonun baslica
hiicreleri SHleri ve makrofajlardir. Fagositozis ve biiylime faktorlerinin salimi, distal
giidiigiin aksonal rejenerasyonu siiresinde devam eder. Aksonal rejenerasyon siiresince
SHleri diger sinirlerin bazal lamina tiiplerine Biingner bantlarini iireterek baglanirlar

(Napoli vd., 2012).
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2.2.1. Dejenerasyon ve rejenerasyon

Periferik sinir yaralanmasi sonrasinda aksonda hem proksimal hem de distal yonde
dejenerasyon gelisir. Bu degisiklikler hiicre proliferasyonundan ziyade tek bir sinir
kompleksinin yapisin1 ve iletim islevini korumak amacglhdir (Burnett ve Zager, 2004).
Aksonal yaralanmada niikleus perifere yerlesir ve sitoplazma yapisinda degismeler fark
edilir. Hiicrenin kendisi, cekirdek ve c¢ekirdekeik biiyiir. Nissl cisimcikleri hiicrenin
periferine go¢ eder ve endoplazmik retikulum yapist bozulur. Bu olaylar zincirine
kromatolizis denir. Daha sonra hasarli aksonun tamiri i¢in gerekli norotransmitterler
salgilanir. Bu siirecte RNA, protein komponentleri, lipidler, glikoz 6-fosfat dehidrojenaz ve
hidrolitik enzimler artar (Ducker vd., 1969; Lieberman, 1971).

Yaralanma sonrasi distal ugta meydana gelen degisikliklere Wallerian dejenerasyon
ad1 verilir ve yaralanma distalinde kalan aksonun tamamini etkiler. Aksonal dejenerasyon
miyelin yikimi ve destek glial hiicre proliferasyonundan olusan bir siirectir. Once akson ve
ardindan ¢evresindeki myelin kilif dejenere olur. SHleri Wallerian dejenerasyonda kilit rol
oynar. Yaralanmadan sonraki 24 saat icerisinde aktive olurlar. Nukleus ve
sitoplazmalarinda genisleme mitoz hizlarinda artis olur. SHIlerinin ilk bastaki rolii dejenere
akson ve myelinlerin temizlenmesi ve bunlarin makrofajlara gecislerine yardim etmektir.
Wallerian dejenerasyonda ilk olarak olusan histopatolojik degisiklik, yaralanmadan sonraki
saatler i¢inde olusan aksonlarda ve myelinlerdeki fiziksel pargalanmadir. Yapisal olarak
tiim norotiibiiliis ve néroflamanlarda diizensizlik olusur ve aksonlarin kenarlar1 genislemis
kabarciklar gibi diizensiz bir hal alir. Yaralanmadan 48 ile 96 saat sonra aksonal devamlilik
kaybolur ve impulsa iletiminin devami olanaksiz hale gelir. Bundan sonra inflamatuvar
aracilarin rol aldigi karmasik bir molekiiler haberlesme mekanizmasi dejenerasyonun
tamamlanmasini ve sonunda gelisecek rejenerasyonu diizenler (Karanth vd., 2006; Stoll

vd., 2002)

Yapilan ¢aligmalar yaralanma sonrasi hiicrelerin yasamini siirdiirmesinde SHIerinin
onemli rol oynadigin1 gostermektedir. SHleri yaralanma bolgesinin yaninda proksimal
segment boyunca azalirlar, aksonlar ve myelin kiliflarin cap1 goriilebilecek diizeyde

kiigiiliir. Rejenerasyon doneminde aksonal c¢apta artis olur ancak hicbir zaman
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hasarlanmadan Onceki boyutlarina erismez (Demircan ve Zileli, 2008; Richardson vd.,
1980).

Ekstraseliiler matrikste bulunan noéron kaynakli mitojenler farklilasir ve sayica
artar. SHleri sira halinde dizlirler ve etraflarini bazal lamina sarar, bu yapiya endonoral tiip
veya Biingner bantlari adi verilir. Wallerian dejenerasyon sirasinda iki ana protein
salgilanir: Sinir biiyiime faktorii (NGF) ve Laminin. Kesiden sonra mRNA diizeyinde
belirgin artma olur. Makrofaj tarafindan salinan interlokin-1 (IL-1), NGF sentezini uyarir.
NGF reseptor kontrolii SHlerinde aksonal kontakt ile saglanmakta kontakt olmazsa sayida
arti, kontak kurulursa sayida azalma goriilmektedir (Vajero vd., 2001). Bu iletisim
bliyiime konisini harekete gegirir ve hiicre govdesine yonlenmesini saglar. Boylece
rejenerasyon i¢in ilk adim atilmis olur. In vitro ¢alismalarda NGF’niin tersine biiyiiyen bir
aksonu kendi yoniine ¢evirebildigi gosterilmistir. Ayrica distal ugta bulunan SHlerinin

NGF salgiladig1 ve bu maddenin de norotropik etkisi oldugu gosterilmistir.

IL-1 ve timor nekrozis faktor-alfa (TNF-o) inflamatuar siirecin baglamasinda ve

devam etmesinde, myelin debrisin ortadan kaldirilmasinda merkezi bir rol oynamaktadir.

(Pineau ve Lacroix, 2007; Stubgen, 2008; Siebert ve Bruck, 2003; Leskovar vd., 2000)
Sonug olarak, proksimal sinir ucunun rejenerasyon sirasinda distal uctan salinan
noronotrofik  faktorler tarafindan uyarildigi, desteklendigi ve  yonlendirildigi

anlagilmaktadir.

2.2.1.1. Proksimal uc¢c dejenerasyonu

Yirmi dort saatlik bir duragan donem sonrasi, proksimal kesik ugta terminal ve
kollateral aksonal tomurcuklanmalar meydana gelir. Anterograd ilerleyen bu biiylimede,
kollateral tomurcuklar aksonun saglam oldugu Ranvier diigiimlerinden kdken alirken,
terminal tomurcuklar zedelenen aksonun proksimal ucundan ¢ikar. Kalict tomurcuklar,
genelde ilk yirmi dort saatin sonunda belirmeye baslarlar. Bu sekilde uzanan her bir
tomurcuga ‘rejenerasyon {iinitesi’ denir. Her bir tomurcugun ucundaki kisma ise ‘biliylime
konisi’ denir (McCarthy vd., 1990; Mathes, 2006). Biiyiime konisi, diiz endoplazmik
retikulum, mikrotiibiil, mikrofilaman, mitokondri, lizozom ve diger vezikiiler yapilardan

zengindir. Aktin filamanlar1 ve myozin igerir.



12

Distal sinir segmentindeki SH kolonlar1 (Biingner bantlari) ve SH bazal laminalari,
biiyiime konisinin ilerlemesi igin uygun ortam saglarlar. Biiylime konisinin, SH bazal
laminasinda bulunan fibronektin ve laminine affinitesi vardir ve aksonal tomurcuklarin
bliyiime yoniinii belirleyen faktorlerden biri de bu affinitedir (McCarthy vd., 1990;
Lundborg, 1987). Aksonal tomurcuklarin sayisi zamanla azalir, bazilart distal segment ile
baglant1 yaparken; digerleri regrese olur. Baglantiyr yapabilenler mature olurlar. Ug

organlardan salgilanan trofik maddeler bu yonlenmeyi diizenlerler (Mathes, 2006).

2.2.1.2. Distal u¢ dejenerasyonu (Wallerian dejenerasyon)

Distal sinir segmentinde akson ve myelin kilifta meydana gelen hiicresel dejeneratif
degisikliklere ‘Wallerian dejenerasyon’ denir. Wallerian dejenerasyon ile akson ve myelin
kokenli maddelerin temizlenmesi saglanirken, rejenere olan aksonun biiyiimesi i¢in uygun
ortam olusturulur. Prolifere ve diferansiye olan pluripotent SH, bazal lamina boyunca
dizilerek Biingner bantlarini olustururlar. Ortada olusan i¢i bos tiip yapisina endondral tiip

denir (Burnett ve Zager, 2004, Eppley vd., 2004).

Aksoplazmada norofilaman yikimi, kalsiyum ile aktive olan proteolitik enzimlerle
meydana gelir. Myelin, SHleri ve makrofajlar tarafindan fagosite edilir. SH
proliferasyonunun {iiclincii giinde en yliksek degerlere ulastigi ve hasar sonrasi ikinci
haftanin sonuna dek azalarak devam ettigi gosterilmistir (Mathes, 2006). Endondral tiipler,
hasarlanma sonrasi ilk 3 ay i¢inde orijinal ¢aplarinin %10-20’si kadar bir oranda daralirlar
(Winograd ve Mackinnon, 2006). Tomurcuklar proksimal sinir giidiigiinden distale dogru
ilerlerler. Bu hareketlenme sinir iyilesmesinin basarisin1 etkileyen en O6nemli olaydir.
Tomurcuklar Biingner bantlarini takip ederek, perifere dogru uzanip hedeflerini bulurlar.
Baslangicta proksimal segmentteki tomurcuklanan akson sayisi, distal segmentteki mevcut
akson sayisindan daha fazladir, ancak zaman igerisinde periferik baglantiyr yapamayan
tomurcuklar dejenere olur ve akson sayilar1 esitlenir (Mathes, 2006; Winograd ve
Mackinnon, 2006).

Hayvan deneylerinde distal segmentin rejenerasyon hizinin ndrotimezis tipi

yaralanma sonrasit 2.0-3.5 mm/giin, aksonotimezis tipi yaralanma sonrast 3.0-4.5 mm/giin
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oldugu saptanmustir. Insanlarda ise ortalama aksonal rejenerasyon hizi giinde 1-2 mm’dir

(Mathes, 2006). Proksimalden distale dogru ilerledik¢e rejenerasyon hizi azalmaktadir.

2.2.2. Seddon ve Sunderland simiflamasi

Seddon ve/veya Sunderland periferik sinir hasarlarini olusturduklar: yapisal hasar
ya da fonksiyon kaybina gore bes sinifta derecelendirmislerdir (Barton vd., 2014).

a) Birinci derece hasar: Gegici iletim engeli olusur. Wallerian dejenerasyonu
yoktur ve intranoral yapilar korunmustur.

b) ikinci derece hasar: Aksonal harabiyet vardir ancak SHleri, endondriyum,
perindriyum ve epindriyum yapisal biitiinliglinii korur. Lezyonun distalinde Wallerian
dejenerasyonu olabilir ve iletim hiz1 etkilenmistir.

¢) Uciincii derece hasar: Endondriyumun yapisal biitiinliigii kaybolmus;
epindriyum ve perindriyom saglamdir. Muhtemel fibroz yapi ile birlikte Wallerian ya da
retrograde degenerasyon olabilir. Genellikle sikismaya bagli yaralanmalardir.

d) Dordiincii derece hasar: Yalnizca epinériyumun yapisal biitiinligii tamdir ve
kalan tiim intranoral yapilar hasarlidir. Genellikle kiit transeksiyon yaralanmalar1 sonucu
olusur.

e) Besinci derece hasar: Yaralanma sonucu olusan tam sinir kesilmesi durumudur

(Barton vd., 2014; Deumens vd., 2010a). Sekil 2.2’de bu siniflandirma sematize edilmistir.
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Sekil 2.2. Seddon ve Sunderland siniflandirmasi1 (Deumens vd., 2010b)

2.3. Periferik Sinir Yaralanmalarindaki Klinik Yaklasimlar

Periferik sinir yaralanmalarinda tedavi genel olarak iki sekilde uygulanir :
1)Hasarl1 sinir uglarimin direkt ucuca eklenmesi

2)Otolog bir sinir greftinin kullanilmas1

Iki sinir ucunun dikilmesi sinirdeki kiigiik defektlerin ya da bosluklarin onarimini
saglar. Ancak daha uzun sinir bosluklarinda bu uygulama yeterli olmamakta ve viicudun
baska bir bolgesinden alinana otolog sinir grefti yarali bolgeyir baglama da kullanilir.
Ancak bu yontemin dondr bolgesindeki fonksiyon kaybi ve ¢oklu cerrahi miidahalelere

ihtiyact olmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (Schmidt ve Leach 2003).

Periferik sinir sistemi yaralanmalarinda giiniimiizdeki yaklasim, hastadan dokunun
alinmas1 ve cerrahiyi elimine eden otolog sinir greftine bir alternatif bulmaktir. Ayrica
otolog sinir grefti kullanilarak tedavi edilen sinir yaralanmarinda fonksiyonel iyilesme
sadece %80’lerde kalmaktadir. Bu yiizden sinir greftine alternatif tedavi yontemlerinin

gelistirilmesine odaklanilmaktadir.
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Periferik sinir onariminda altin standart olarak kabul edilen uygulamada hasarli
bolgeye otograftlar yerlestirilir. Uygun kosullarda motor sinirlerdeki rejenerasyon orani
%80, karma sinirlerde ise %50-60 civarindadir. Yas, sinirin ¢ap1 ve uzunlugu, kullanilan
materyal ve teknik de iyilesme oranlarini etkileyen faktorlerdendir (Kim vd., 2008; Lin ve
Marra, 2012). Ducic vd. (2012) daha onceki ¢alismalarina dayanarak periferik sinir
rekonstriiksiyonu i¢in bir algoritma gelistirmislerdir. Bu yaklasim ile 6zellikle hasarin
boyutu ve yapilandirilmis sinirin fonksiyonel Onemine goére uygulanacak tedavi
seceneklerini sematize etmislerdir. Buna gore:

e Sinir hasari sirasinda olusan bosluk 0—5 mm arasinda ise mikrosiitur ya da doku
yapistiricilar ile primer tedavi uygulanmasi

e 5-15 mm arasi sinir kesilerinde konduit kullanilmasi

e 1-5 cm arasindaki sinir kesilerinde allograft kullanilmasi

e 5 cm’den biliylik yaralanmalarda ise otograft kullaniminin uygun oldugunu

belirtmiglerdir (Ducic vd., 2012).

Giiniimiizde altin standart olarak kabul edilen otograft uygulamasinm takiben bile
hastalarin ¢ok az bir kismi1 fonksiyonlarini geri kazanabilmektedir. Bu yiizden pek cok
arastirict ¢alismalarini sentetik ya da biyolojik materyallerin ya da sinir konduitleri gibi
hiicresel olmayan graft materyallerinin kullanimi {izerine yogunlastirmaktadirlar(Kim vd.,

2008; Lin ve Marra, 2012).

Kullanilacak sinir konduitleri akson rejenerasyonu igin bir iskele gérevi gormeli,
uygulanan materyal biyouyumlu olmali, inflamasyonu uyarict bir etki yapmamali ve
aksonal uzamayi uyarmalidir. Silikon, bu amagcla kullanilan ilk sentetik konduitlerden
biridir ve ¢alismalarda anlamli fonksiyonel iyilesmeler gostermistir. Sahip oldugu mekanik
ozellikler sayesinde hareket siiresince bozulmaz ve esnek kalabilir (Huseyinoglu vd.,
2012). Yapay sinir konduitleri tek basina kullanildiginda, hiicreler ve gelisim faktorleri
arasindaki etkilesimi saglayamaz. Bu yilizden fonksiyonel iyilesmeye ulasmak ¢ok zordur.
Bu ylizden 6zellikle uzun bosluklarin onariminda otograftlarin etkisini arttirmak i¢in, sinir
konduitinin igerisine kanallar eklenebilir, kollajen vb. lifler yerlestirilebilir ya da hidrojel
gibi yumusak bir materyal ile tiip i¢inin doldurulmasi saglanabilir (Biazar vd., 2010; Nie
vd., 2014).Son yillarda gelistirilen konduit tipleri Sekil 2.3’de gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Periferik sinir onariminda kullanilan konduit tipleri (Segadathi vd., 2014)

Periferik sinir hasarinda Seddon siniflandirmasinda belirtilen nérotmezis tipi
yaralanmalarda ve Sunderland siniflandirmasinda belirtilen tigiincii, dordiincii ve besinci

derece yaralanmalarda cerrahi tedavi uygulanabilmektedir.

Cerrahi tedavide zamanlama biiylik 6nem tagimaktadir. Yaralanma sonrasi ilk 72
saat icinde yapilan sinir onarimi akut tedavidir. Bu tedavi seklinde hasarlanma en az
diizeyde oldugu icin basar1 oram1 da daha yliksektir. Periferik sinir hasarinda myelin
yenilenmesi 8-12 haftalik siiregte tamamlanir. Bu siire¢ igerisinde diizelme olmamasi
akson hasarina isaret etmektedir. Akson hasar1 sonucu olusan denervasyon nedeniyle kas

atrofisi gelismesi ise 12-18 aylik bir siirecte olmaktadir (Campell, 2008).

Periferik sinir hasarinda uygulanan tipik tedavi yontemi, bosluklarin ucuca
getirelerek birlestirilmesi ya da kapatilamayacak kadar biiyiik hasarlarda sinir otografti
veya greftleme ile boslugun kapatilmasidir. (Archibald vd., 1995; Lundborg vd., 1997; Niu
vd., 2014; Daly vd., 2012; Deumens vd., 2010b). Sinir onariminda ama¢ proksimalde
bulunan sinir liflerinin basarili bir sekilde distale dogru rejenerasyonunu saglamak ve dikis
hattinda en az sinir lifi kaybin1 saglamaktir. Sinir fasikiillerinin devamliliginin saglanmasi
bu yapilarin birbirlerine dogru konumlarda karsilikli getirilmesiyle miimkiin olacaktir

(Matsuyama vd., 2000; Raimondo vd., 2011). Yaralanma sonras1 etkilenen sinir liflerinde
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retraksiyon goriileceginden onarim ne kadar ge¢ yapilirsa iyilesme de o kadar

giiclesmektedir.
2.3.1. Primer onarim

Bu teknikte biitliinliigli bozulmus olan sinir uglarmin ortaya konulmasi ve
yaklastirilarak onarilmalari1 s6z konusudur. Primer onarim i¢in yaranin taze, temiz ve
diizglin olmas1 6nemlidir. Genelde kesici alet yaralanmalar1 sonucu olusan sinir hasarindan

hemen sonra ilk 72 saat igerisinde yapilmaktadir (Campbell, 2008).

Primer onarim epindral onarim, grup fasikiiler onarim ve fasikiiler onarim olarak

tice ayrilmaktadir.

2.3.1.1. Epinoral onarim (nororafi)

Siklikla kullanilan bir onarim teknigidir. Dikis proksimal ve distal uglardaki
epindryumdan geger ve gerginlik olusturmadan sinir uglarinin anatomik olarak uygun
pozisyonda olmalari prensibine dayanmaktadir (Matsuyama vd., 2000). Sinir uglarinin
kars1 karsiya gelmesini saglamak i¢in uzunlamasina seyreden kan damarlar kilavuz olarak
kullanilabilir. Dikis sayist sinir uclarii yakinlastiracak ve gerginlik yaratmayacak sekilde,
miimkiin olan en az sayida olmali ve fasikiiller dikis aralarindan ¢ikmamalidir.(Wilgis,
1982) Siitliirun perindryuma ge¢memesine oldukca dikkat edilmelidir (Aksoy, 2005).
Epinoral onarimin basit ve kisa slirmesi en dnemli avantajidir. Ayrica fasikiil yapilarina
zarar verilmez ve sinir igerisinde skar olusumuna neden olabilecek dikis materyali

bulunmaz. (Aston vd., 1997)

2.3.1.2. Grup fasikiiler onarim

En iyi eslesmeyi saglamak igin proksimal ve distal sinir uglarindaki fasikiillerin
birbirine dikilmesi teknigidir (Bora, 1967). Bu onarim seklinde fasikiiller tek tek ya da
grup halinde dikilirler. Epindral onarim teknigine kiyasla daha pratik ve daha uygun
eslesme saglayan bir yontemdir. (Berg, 1984; Aksoy, 2005). Bu yontemin en Onemli
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avantaj1 anatomik olarak fasikiillerin karsilikli gelmesinin daha iyi olmasidir (Matsuyama

vd., 2000).

2.3.1.3. Fasikiiler onarim

Proksimal ve distal sinir uclarindaki es fasikiillerin birbirlerine dikilmesiyle en
uygun eslesmeyi saglamayi amaclayan tekniktir. Fasikiilleri ortaya g¢ikarmak igin bir
miktar fasikiiller aras1 epin6ryum dokusunun proksimal ve distale dogru disekte edilmesi
gerekir. Her fasikiiliin birkag dikis ile birbirine tutturulmasi genellikle yeterli olmaktadir.
Bu sayede fasikiillerin hatali yonlenmesi engellenmektedir. Fasikiiler onarimin avantaji
yalnizca hasarli fasikiillerin onarimma imkan vermesidir. Ayrica fasikiillerin karsilikli
olarak dikilmesi en iyi yonelime ve iyilesmeye neden olmaktadir. Teknigin en 6nemli
dezavanatajlar1 ise sinir igerisine konulan dikis materyalinin olugturabilecegi yabanci cisim
reaksiyonu ile ek diseksiyonlar sonucu olusabilecek fibrozis riskidir. (Vekris ve Soucasos,
2006; Abreu, 1997)

2.3.1.4. Otolog sinir grefti ile onarim

Anatomik ve fonksiyonel devamliligini yitirmis ve sinir uglarmin cerrahi olarak
birlestirilemeyecegi durumlarda greft kullanilir. Greftin uzunlugu ve ¢ap1 sonucu etkiler;
capt 5 mm’den daha biiyiik olan greftlerin orta kisimlarindaki damar gelisimi yetersiz
olacagindan santral nekroz gelisebilir. Ideal greft capr 2-3 mm’dir (Schmidt ve Leach
2003).

Sinir greftleri distal sinir ucu gibi davranir. Bir siire sonra sinir greftinde Wallerian
dejenerasyon olur, geriye aksonal rejenerasyon i¢in gerekli bag dokusu iskeleti kalir. Greft
icerisindeki aksonlar dejenere olur ancak SHlerinin bazi greftlerde yasayabildigi
gosterilmistir. SHleri aksonal rejenerasyon igin gerekli sitokinleri salgilarlar (Schmidt ve

Leach, 2003; Kehoe vd., 2012; Milessi, 2000)
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2.3.1.5. Diger otolog dokularin kullanimi

Periferik sinir yaralanmalarinda primer onarimin miimkiin olmadigr durumlarda
otogreft kullanim ilk tercih edilen yontemdir. Sinir otogrefti viicudun bir parcasinda
mevcut olan sinirin baska bir yere tasinmasi ile yapilmaktadir (Battiston vd., 2007). Tipik
olarak kutandz sinirlerden tiirevlenirler ve 40 cm’ye kadar uzunlukta ve 2-3 cm
capindadirlar. Giiniimiize kadar venler, arterler, kaslar ve tendonlar otogreft olarak
kullanilmistir. Bugilin artik bu amagla otolog sinir greftleri kullanilmaktadir ve greft
kullanmay1 gerektiren sinir onarimlarinda otolog sinir greftleri altin standart olarak
degerlendirilmektedir. Dogal materyaller olan bu greftler yapay materyallere gére daha
biyouyumlu ve daha az toksik olup hiicre adezyonu ve gdciinii uyaran yapisal bir destek

saglarlar (Battiston vd., 2007; Barcelos vd., 2003; Strauch vd., 1996; Hall,1997)

2.3.1.6. Nonotolog Doku ve Aseliillar Greftler

Otolog dokularin kullanimindaki sinirlamalar sonucunda, nonotolog doku ve
ekstraselliilar matriks bazli materyaller 6nem kazanmistir. Allojenik ve ksenojenik dokular
bu gruptadir ve daha biiyiik olmalar bir avantajdir. Ancak hastalik gecisi gibi bir riske de

sahiptirler.

2.3.1.7. Sentetik greftler

Sentetik materyaller sahip olduklar fiziksel ve kimyasal 6zellijklerinden dolay:
dikkat ¢ekmektedirler. Porozite, degradasyon orani ve mekanik dayaniklilik gibi bu
ozellikler belirli uygulamalar i¢in optimize edilebilirler. Ancak viicudun inflamatuar cevabi
bir materyalden digerine Onemli Olglide degisebildiginden sentetik materyallerin
biyouyumlulugu konusunda giicliikler yasanmaktadir. Ayrica viicut immiin sistemi
tarafindan tolere edilen bazi sentetik materyaller hiicre adezyonu ya da doku takibinde

uyumsuz olabilir. Bu materyaller daha siklikla hiicre dostu olarak adlandirilir.

Uygun bir sentetik materyal konduit i¢ine arzulanan boyutlarda olusturulabilmeli,
sterilize edilebilmeli, yirtilmaya direngli olabilmeli, uygulanmasi ve dikilmesi kolay

olmalidir.
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Pek ¢ok organik olmayan materyal sinir grefti olarak arastirilmistir. Bunlarin
arasinda en popiiler olanlar1 silikon, cam lif yapili greftler, poliglikolik asit (PGA),
poly(D,L-lactide-g-caprolactone), poly(2-hydroxyethylmethacrylate-co-
methylmethacrylate) (P HEMA) ve trimetilenkarbonat-kaprolakton en ¢ok bilinenleridir.
Degisen derecelerde yabanci cisim reaksiyonu olusturmalari ve artmis inflamatuvar yanita
yol agarak fibrozis ile sinir rejenerasyonunu engelleyebildikleri gosterilmistir. Grefte karsi
immiin cevap gelismesi ve toksisitesi de dezavantajidir (Schmidt ve Leach, 2003; Battiston
vd., 2007; Wang ve Cai, 2010)

Silikon bir prospektif klinik c¢alismada mikrosirurjik sinir onarimi ile
karsilastirlmistir. Bes yillik takip sonrasinda tiip ile yapilan tedavide soguk intoleransinin
daha kotii olmasi disinda aralarinda anlamli fark bulunmamistir. Bagka bir randomize
prospektif ¢caligmada ise PGA tiipleri dijjital sinirlerde kullanilmis, iki nokta ayirimi testi ile
yapilan takiplerde 4 mm’den kiigiik defektlerde daha belirgin olmak {izere standart sinir
onarimina gore daha i1yi sonuglar elde edilmistir. Yine de bu materyaller ile insan iizerinde

yapilmis klinik ¢aligma sayis1 olduk¢a azdir (Weber vd., 2000).

2.3.1.8. Dogal bazlh matervaller

Bu smifta canli organizmalarda bulunan maddeler yer alir. Bu grubun en 6nemli
tiyeleri arasinda kollajen (fibréz yapisal protein), jelatin (kollajenden elde edilir), kitosan
(polisakkarit), aljinat (polisakkarit), polihidroksibutirat (bakteryel polyester) ve bunun
kopolimerleri bulunmaktadir (Hudson vd., 2000)

Arastirmalarin  blyiik bir bolimii de saflastinlmis ekstraseliiler matriks
proteinlerinin ve glikozaminoglikanlarin sinir konduiti olarak kullanim potansiyellerine
odaklanmustir. ekstraseliiler matriks proteini olarak en ¢ok arastirilan molekiiller; laminin,
kollajen ve fibronektindir. Bu molekiillerin viicutta aksonal gelisim ve onarimda rol
oynayabildikleri gosterilmistir. Ayrica ekstraseliiler matriksin diger proteoglikanlar1 ve

glikozaminoglikanlarinin da noral aktiviteyi ve norit gelisimini uyardig: belirlenmistir.
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Sinir onarimi uygulamalarinda arastirilan diger dogal bazli molekiiller HA,

fibrinojen, fibrin jelleri, aljinatlar, agaroz ve kitosani igermektedir.

2.3.1.9. Dolgu maddeleri

Periferik sinir onariminda yapay greftlerin kullanilmasi ile birlikte bu tiiplerin
iclerinin doldurulmasi kavrami da ortaya ¢ikmistir. Bu mekanik anlamda uzun greftlerde

gerekli olmaktadir.

Kok hiicre, in vitro yonlendirilmis kok hiicre ve fibroblastlar {izerinde yogun
aragtirma yapilmaktadir. Yine dogal yapisal maddeler olarak kollajen, fibrin, laminin,
agaroz, sentetik maddeler olarak poliamidler, catgiit ve poliglakton bu amagla
kullanilmakta ve arastirilmaktadir. Sinir rejenerasyonunun dogal siirecinde kesin
mekanizmalart ortaya konulmamis olsa da onemli rolleri oldugu bugiin artik bilinen
norotropik maddeler olan NGF (sinir biiyiime faktorii), FGF (fibroblast biiylime faktorii),
GGF (gliyal biiytime faktorii), CNTF (siliar norotrofik faktor), VEGF (vaskiiler endotelyal
biiytime faktorii)), BDNF (beyin kokenli norotrofik faktor), NT-3 (norotrofin 3) greft
tiiplerinde dolgu malzemesi olarak arastirilmaktadir (Chen vd., 2006).

2.4. Sinir Iyilesmesinde Mikrocevrenin Restorasyonu ve Biiyiime Faktorlerinin

Etkileri

Sinir rejenerasyonunda optimal iyilesme i¢in mikrogevrenin restorasyonu onem
tasir. Bu noktada iki sinir ucu arasindaki mesafeye dikkat edilir. Distal sinir ucu, uzayan
aksonlar i¢in onlara yol gosterici kemotaktik bir ¢ekim olusturur. Bu tropizm defekt
uzunlugu ile ters orantilidir ve 0.8 — 1.0 cm den fazla olan araliklarda rejenere aksonlarda
etkili olamamaktadir. Konduitlerde SHleri, proksimal sinir ucundan distal sinir ucuna
dogru go¢ etmektedir. Ancak daha uzun sinir defektlerinde, SH go¢ii ve sonugta olusan

myelinizasyon smirlidir.
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2.4.1. Sinir iyilesmesinde Schwann hiicrelerinin rolii

Normal sinir hiicrelerinde SHIleri heterokromatinden yogun ¢ekirdege ve elektronca
yogun bir sitoplazmaya sahiptirler (Evans, 2000). SHleri aksonlarda sinir impulslarinin
hizl1 iletimi i¢in 6zel bir yap1 olan myelin kiliflarini {iretirler. Bu hiicreler sadece myelin
kilifi tiretmek i¢in degil, yaralanma sonucu olusan myelin kilif hasarinda gelisimsel

plastisitesini de saglamaktadir (Hung vd., 2015, Jessen ve Mirsky, 2016).

Sinir hasart sonrast SHleri progenitdr benzeri hiicrelere doniisiirler. Bu hiicreler
cesitli norotrofik faktorler ve yapisal ekstraseliiler martiks proteinleri ile hiicre adezyon
molekiilleri ve reseptdrlerini de iireterek akson rejenerasyonu i¢in gerekli ortami yaratirlar

(Lundborg, 1987; Evans, 2000; Wakatsuki vd., 2014).

Aksonal rejenerasyon, sinir elemanlart digindaki diger bag doku yapilarindan
ziyade, akson distal gidiigiine dogru tercih edilir bir biiylime gerceklestirir, ki bu olay
‘norotropizm’ olarak adlandirilir. Bu aksonlarca tercih edilir biiylime yonii, salinan ¢esitli
norotrofik faktorler ve SHIlerinin migrasyonu ile saglanir (Winograd ve Mackinnon, 2006).
Aksotomiden sonra, distal sinir glidiiglindeki SHlerinde hiicresel adezyon molekiilleri

artmaktadir.

SHlerinin hasar sonras1 major histokompatibilite antijeni (MHC) klas 2 pozitif hale
gelerek, myelinin bazi komponentlerini makrofajlara sunup, makrofajlar1 daha da etkin
hale getirdikleri saptanmistir. Benzer sekilde myelin debrisi fagosite eden makrofajlar da,
myelin kokenli dirtiinleri SHIlerine sunarak, bu hiicrelere mitojenik etki ederler ve bu
artiklarin remyelinizasyonda kullanimini saglarlar (Eppley vd., 2004, Hall, 1989). Aktive

makrofajlar ayrica hasar alanina endotel hiicre migrasyonunu da arttirirlar.

Sonug olarak SHleri rejenerasyonu ti¢ farkli yolla destekler. Birincisi hiicre yiizey
adezyon molekiillerinin sentezinin arttirilmasi, ikincisi laminin, fibronektin, heparan siilfat
gibi ekstraselliiler matriks proteinlerini igeren bazal membranin olusturulmasi ve liglinciisii
sinir bliyiimesini destekleyen pek cok biiylime faktdrii ve reseptorlerinin iiretiminin

arttirilmasidir (Terenghi, 1999).
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2.4.2. Biiyiime faktorleri

Biiylime faktorleri hiicresel proliferasyon ve farklilasmyi diizenleyen ve hiicre
tarafindan iretilen g¢esitli protein ve polipeptitleri kapsar. Sinir rejenerasyonu hiicreler,
ekstraseliiler matriks molekiilleri ve biiylime faktorleri arasindaki pek ¢ok kompleks
etkilesim ile uyarildig: i¢in yara bolgesinde biiyiime faktorlerinin lokal olarak bulunusu
hayati bir 6nem tasir. Bu etkilesimler sinir rejenerasyonunda cesitli hiicre tiplerinin sag

kalimi, poliferasyonu, migrasyonu ve farklilasmasini kontrol ederler.

2.4.3. Norotrofik faktorler (Norotrofinler)

Biiylime faktorlerinin 6nemli bir siifin1 olusturan norotrofik faktdrler nérojenezi
uyarmaya ve kontrol etmeye yardim ederler. Doku miihendisliginde kullanimlar1 olduk¢a
dikkat ¢eker. Bazen norotrofin terimi de bu anlamda kullanilsa da ndrotrofinler sadece 4

yapisal faktorii icerir. NGF, BDNF, NT-3 ve NT-4/5 dir.

Norotrofinler hiicre ylizeyi lizerine spesifik reseptorlerin baglanmasi ile noral

cevabi uyarirlar. P75 ve tirozin kinaz reseptorleri ailesi olarak ikiye ayrilirlar

2.4.3.1. Sinir biiyiime faktorii (NGF)

NGF, duyusal ve sempatik noronlarin farklilagmasinda ve sag kaliminda rol
oynayan ve ilk kesfedilen noronal gelisim faktoriidiir. Hedef organlar tarafindan iiretilen
NGF, retrograde aksonal transport yoluyla noronal hiicre cisimciklerine birakilir ve
spesifik reseptorlere baglanarak sinir uglarmma tasmir. Sinir rejenerasyonu sirasinda
SHlerine etki ederek bunlarin go¢ etmelerini ve aksonal ¢ikintilara yapismalarini saglar.
Saglikli sinirde diisiik seviyelerde ifade edilirken, hasarli sinirin distalinde yiiksek
seviyelerde ifade edilmektedir.(So ve Xu, 2015.) Ayrica ortamda yeterli diizeyde NGF
bulunmadiginda makrofajlar tarafindan gergeklestirilen miyelin fagositozu azalarak

rejenerasyon olumsuz yonde etkilenir.

Lee vd.’nin (2003) sigan siyatik sinirinde yaptiklari ¢alismada, kontrolli NGF

saliniminin aksonal rejenerasyonu doz bagiml olarak arttirdigi goériilmiistiir. Sinir ezilme
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yaralanmasi ya da aksotomilerden sonra, NGF uygulanmasi ile myelinize akson sayisinda
ve myelin kalinliginda artig venoral internal organizasyonun daha diizgiin oldugu ve sinir
rejenerasyonunu hizlandigi, pek c¢ok deneysel calismada gosterilmistir (Jubran ve
Widenfalk, 2003; Whitworth vd., 1996).

2.4.3.2. Beyin kaynakl norotrofik faktor (BDNF)

Norotrofin ailesinin diger bir iiyesi olan BDNF, beyindeki noronal sinapslarin
olusumu ve korunmasinda 6nemli bir rol listlenmektedir. Kortikal néron boyutu ve dendrit
yapisint korumaya da yardimci olmaktadir (Takemura vd., 2012). BDNF’in aksonal

rejenerasyonu arttirdigi in vitro ¢alismalarla da desteklenmistir.

Norotrofik faktorler SH gociinii uyarmak suretiyle distal sinir uglarindaki SHlerini
etkilerler. BDNF salgilanmasiyla SHleri aksonal yayilmayr uyarirlar. BDNF ayrica
noropatik agrida mikroglia ve noronlar arasindaki temel sinyal molekiiliidiir. Ancak
BDNF’in PS rejenerasyonundaki temel hiicre kaynagi ve klinik kullanilabilirligi ile sinir
hasar1 sonrasi rejenerasyon ve BDNF yetersizligi arasindaki iliskisi heniliz tam

aciklanamamustir.

BDNF’in sinir hasar1 sonrasi rejenerasyon ve remiyelinizasyon i¢in gerekli oldugu,
BDNF antikor ile tedavi edilen hayvanlarda gosterilmistir (Yin vd., 1998). Bununla
beraber BDNF’in PS rejenerasyonunu uyarici etkilerini arastiran c¢alismalarda sonuglar

farkliliklar gostermektedir.

2.4.3.3. Norotrofin—3 (NT-3)

NT-3 noronlarin gelisimi, farklilasmasi ve sag kalimimi destekleyerek noéronal
sinaps olusumunu tesvik eder. PS onariminda NT-3 uygulanmasini arastiran ¢aligmalarda
miyelinli akson sayilarinda belirgin bir artis saptanmustir (So ve Xu, 2015). Yapilan
calismalarda  spinal kord yaralanmalarinda NT-3 uygulanmasinin rejeneratif

tomurcuklanmayi arttirdig1 gosterilmistir (Terenghi, 1999; Yin vd., 1998).
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2.4.3.4. Norotrofin—4/5 (NT—-4/5)

NT—4/5 motor ve duyusal noronlarin sag kaliminda gérev almaktadir. Yin vd.
(1998)’nin yaptig1 bir calisma da rat siyatik sinirinin yarali bolgesine NT-4 igeren fibrin bir
yapistirict uygulandiginda rejenere akson sayisi, aksonal c¢ap, myelin kalinligi ve
rejenerasyon mesafesinde onemli bir artis saptamislardir. Buna paralel olarak siyatik
fonksiyon indeksleri anlamli bir artis goOstermistir. Hasarlanmisg retinal ganglion
hiicrelerinin yasayabilirligini destekledigi, motor noron yasayabilirligi icin gilicli
destekleyici etkilerinin oldugu, motor noronlarin iskelet kasi innervasyon kapasitelerini

arttirdigi saptanmistir (Yin vd., 1998).

2.4.3.5. Norotrofin—6 (NT—6)

Norotrofin ailesinin en son bulunmus olan iiyesi olup, bu da NGF ile yapisal
benzerlik gosterir. Heniiz yeterli deneysel ¢alisma yapilmamistir; ancak sinirhi sayidaki
deneylerde sempatik ve duyusal néronlarda etkili oldugu goriilmiistiir. Motor néronlardaki

etkisi igin ek ¢alismalara ihtiyag¢ vardir (Yin vd., 1998).

Yukarida bahsedilen norotrofinlere ilave olarak nérotrofik fonksiyonlar: sebebiyle
Periferik sinir rejenerasyonunda etkileri bulunan diger gelisim faktoérleride bulunmaktadir.
Glia kaynakli norotrofik faktor (GDNF), silier norotrofik faktor (CNTF), fibroblast
biliylime faktorleri (FGFs) ya da sitokinler sayilabilir.

2.5. Periferik Sinir Tedavisinde Doku Miihendisligi Yaklasimlari

Son yillarda sinir tedavisi ¢alismalarinda doku miihendisligi ile ilgili yaklasimlar
biiyiilk dikkat c¢ekmektedir. Giinlimiizde altin standart olarak kabul edilen otograft
uygulamasin1 takiben bile hastalarin ¢ok az bir kismi fonksiyonlarin1 geri
kazanabilmektedir. Bu ylizden pek ¢ok arastirici ¢aligmalarini sentetik ya da biyolojik
materyallerin ya da sinir konduitleri gibi hiicresel olmayan graft materyallerinin kullanimi1

lizerine yogunlastirmaktadirlar (Kim vd., 2008; Lin ve Marra, 2012).
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Kullanilacak sinir guidelar1 akson rejenerasyonu icin bir iskele gorevi gérmeli, yari
gecirgen olmali ve uygun hizda degrade olabilmelidir. Ayrica istenilen biyomateryal
biyouyumlu olmali, inflamasyonu uyarici bir etki yapmamali ve aksonal uzamayi
uyarmalidir. Bu gereksinimler arastiricilari daha etkili sistemlerin  gelistirilmesine

yoneltmistir.

2.5.1. Enjekte edilebilen sistemler

Enjekte edilebilir biyomateryaller potansiyel bir klinik tedavi yontemi olarak
onerilmektedir. Hidrojeller yiliksek su igerikli likit-jel sinifi biyomateryallerdir. Tipik
olarak capraz bagli, 1ii¢ boyutlu ve hidrofilik yapidaki polimer aglarndir.
Biyouyumluluklarin iyi olusu, esneklikleri, ¢cok ¢esitli kompozisyonlarda kullanilabilmesi
gibi avantajlar1 sayesinde biyomedikal wuygulamalarda sik¢a kullanilmaktadirlar.
Hidrojeller hiicrelerle tek basina ya da kombine olarak uygulanabilmektedir (Li vd., 2012;
Wang ve Cai, 2010). Doku miihendisliginde {i¢ boyutlu bir yap1 saglayan ve iskele gorevi
gorebilen hidrojeller ila¢ ya da gen tasinmasina, hiicre enkapsiilasyonuna, doku ya da
materyal ylizeyleri arasinda bir yapistirict ya da engel olarak kullanima ya da hiicre
yapigsmasinin geri doniisiimlii  kontroliine hizmet etmede hiicre kilifi olarak gorev
alabilirler(Li vd., 2012). Sekil 2.4’de Periferik sinir rejenerasyonunda kullanilan enjekte
edilebilen hidrojel kullanim stratejileri 6zetlenmistir. Hidrojeller dogal polimerler, sentetik
polimerler, fizyolojik yap1 ve elektrik yilikleri baz alinarak bir ¢ok gruba ayrilmaktadirlar.
Biyobozunur  polimerik  hidrojeller doku mihendisligi uygulamalarinda sikga
kullanilmaktadir. Cilinkii yiiksek su igerikleri ve doku benzeri 6zellikleri olumlu sonuglar

vermektedir.
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Sekil 2.4. Periferik sinir rejenerasyonunda enjekte edilebilir hidrojel kullanim stratejileri

2.5.2. Periferik sinir yaralanmalarinda dogal biyomateryal hidrojelleri

2.5.2.1. Kollajen

Kollajen memelilerin temel ekstraseliiler matriks proteinindir. Bu sebeple hasarli
doku ve organlar i¢in yapay bir biyomateryal olarak kullanimi uygundur. Kollajen ayni
zamanda hem hiicre adezyonu hem de proliferasyonu uyarir. Sentetik materyallerin
kullanildig1 caligmalarla karsilastirildiginda kollajen gibi dogal materyallerin kullanimi
onerilmektedir. Ozellikle 10mm’lik rat siyatik sinir hasarinda kollajen kullanimi aksonal
rejenerasyonu, myelinasyonu ve vaskiilerizasyonu arttirir (Lin ve Marra, 2012). Kollajen
kullanilarak olumlu sonug alinan diger ¢alismalarda mevcuttur. Bununla beraber kollajen

gibi biyomateryaller nispeten kisa sinir bosluklarinin tedavisinde yeterli olmaktadir.

2.5.2.2. Aljinat

Sinir rejenerasyonunda etkileri incelenen bir diger biyomateryal aljinattir.

Biyouyumlulugu ve hidrofilisitesi sebebiyle hiicre yapismasi proliferasyon ve farklilasma
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da olumlu etkileri gosterilmistir. Ancak tahmin edilemeyen degradasyon oranlart klinikte

kullanimina engel olmaktadir (Sufan vd., 2001)

2.5.2.3. Kitosan

Karides ya da diger Crustaceae iiyelerinin kabuklarindan tiirevlerinden bir
polisakkarittir. Kitosan membran ve fiberleri 6zellikle SHleri ile miikemmel bir néroglial
hiicre afinitesi gosterir. Bu sebeple sinir rejenerastyonunda ilgi ¢ekici bir biyomateryaldir

(So ve Xu, 2015)

2.5.2.4. ipek

Yavas degradasyon orani, gii¢lii mekanik diren¢ ve nérobiyouyumlulugu sayesinde
hasarli Periferik sinirin iyilesmesinde olumlu etkileri gosterilen diger bir dogal
biyomateryal ise ipektir. Ozellikle dorsal kok gangliyonlar1 ile iyi bir uyumluluk
olusturmakta ve SHlerinin sag kalmimi yararhi etkileri iizerine caligmalar mevcuttur .

(Yang vd., 2007; So ve Xu, 2015)

2.5.2.5. Hyaluronik asit (HA)

HA, tiim ekstraseliiler doku araliklarinda yaygin olarak bulunan yiiksek zincir
uzunluguna sahip negatif yiikli bir glikozaminoglikandir. Glukuronik asit ve N-asetil-
glikozamin birimlerinden olusur (Sekil 2.5). Memeli sinir sisteminin bir bileseni olarak
sinir yaralanmalarinin onariminda sik¢a kullanilmaktadirlar. Biyouyumlu olmalar, ticari
olarak sterilize formlarinin olusu ve istenen Ozelliklere gére modifiye edilebilmeleri
nedeniyle kullanimlari kolaydir. Son yillarda, deneysel modeller iizerinde HA bazli
materyallerin PS hasari ve spinal kord yaralanmasi {izerine etkileri arastirilmaktadir
(Huseyinoglu vd., 2012). HA uygulamasi sonrasi, yaralanmis periferik sinir rejenerasyonu
uyarilabilmektedir. Cilinkii HAin sahip oldugu 6zellikler gé¢, yapisma, damarlanma yada
noronal filizlenme gibi kompleks sinyal olaylarin1 indiiklemektedir. Yapilan arastirmalarda
hasarli sinirin onarimi ve skar olusumu tizerine HAIn anlamli derecede olumlu etkileri
gozlenmistir (Ozgenel, 2003; Zor vd., 2014). Zor vd.(2014) yaptiklar1 ¢aligmada

karboksimetilseliiloz ve HA kullanarak elde ettikleri filmi konduit olarak kullanmislar daha
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sonra vasiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) genini klonlayarak konduit igerisine
enjekte etmislerdir. Elde edilen sonuclar elektrofizyolojik, histomorfolojik ve elektron
mikroskobik olarak degerlendirmeye alinmistir. Calisma sonuglari, kombine HA konduiti
ile VEGF gen terapisi uygulamasinin etkin tedavi i¢in kullanilabilirligini gosterilmistir
(Zor vd., 2014). Ozaydin vd. (2014), silikon konduit ve HA uygulamasmin deneysel
siyatik sinir hasarina etkilerini arastirmiglardir. Degerlendirme asamasinda hem otuz hem
de altmis giinliik tedavi periyotlar1 karsilagtirilmis ve sonugcta silikon tiip igerisine ticari HA
enjeksiyonu yapilmistir. Altmis gilinliik deney grubunda, miyelin kalinligi ve akson
alanlarinin arttig1, miyelin dejenerasyonunun azaldigir gosterilmistir. Silikon ve HA’nin
altmis gilinliik uygulamasinin pozitif etkileri oldugu rapor edilmistir (Ozaydin vd, 2014).
Barreiros vd. (2014) siyatik sinir hasar1 iizerine HA hidrojeli ve dogal lateksden
saflagtirilan bir proteinin tek baglarina ve kombine etkilerini arastirmiglardir. En etkili
sonuclar her iki maddenin bir arada kullanildigr durumda alinmistir. Arastiricilar boyle bir
materyalin periferik sinir sinir sistemi lezyonlari i¢in umut verici bir tedavi segenegi

oldugunu rapor etmislerdir (Barreiros vd., 2014).

HO HO 0
/ﬁ\, .
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O NH  HO -
- OH
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Sekil 2.5. Hyaluronik asitin yapisal formiilii

2.5.3. Hyaluronik asit ve sinir iyilesmesindeki rolii

[lk kez 1930’lu yillarda Karl Meyer’in laboratuarinda tammlanan HA, D-
glukoronik asit ve D-N-asetilglikozamin yapilarindan olusan polimerik bir disakkarittir.
Biyobozunabilir ve biyouyumlu olmasinin yani sira toksik, immiinojenik ve inflamatuar

etki gdstermeyen bir biyomateral olup, baz1 medikal uygulamalarda da kullanilmatadir.

HA canlilarin tiim doku ve viicut sivilarinda bulunabilir ve en ¢ok bulundugu yer
yumusak bag dokudur. Yetiskin bir insandaki toplam HA miktarinin 11-17 gr civarinda

oldugu tahmin edilmektedir. HA nanofibroz iskelesi dogal ekstrasetiler matriksin yapisini
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taklit edebilecek sekilde de uygulanmaktadir. Miikemmel bir su baglama kapasitesi olan
HA, sinovial sivi, g6z i¢i vitrdz sivi, derinin dermis tabakasi gibi dokularda nemin
stirekliligini saglar. HA soliisyonlari, essiz viskoelastik ozellikleri ile ortopedik
uygulamalara izin verecek sekilde yiiksek bir viskozite gosterir. Dizdeki osteoartrit
tedavisinde HA’nin enjektebl formunun kullanildigi birgok c¢alisma vardir. HA g6z
solisyonu olarak da kullanilabilir. Oral wuygulamast ise ayritili c¢alismalar

gerektirmektedir.

HAnn sinir iyilesmesindeki rolii lizerine pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Ciinkii
HA lenfosit gogii, proliferasyon ve kemotaksi, graniilosit fagositozu ve ayrica makrofaj
hareketliligini inhibe etmek suretiyle skar olusumunu yavaslatir. Ayrica HAnin topikal
uygulamalarmin sinir rejenerasyonunu kolaylagtirabildigine dair ¢alismalarda mevcuttur
(Ozgenel 2003).

Ekstraselliiller matriksin 6nemli bir bileseni olan HA; ekstraselliiler matriks sentezi
ve yeniden sekillendirilmesinde ve c¢ogalip go¢ eden hiicreler igin, hiicre - matriks
etkilesimlerinde gorev alir. Bu durum 6zellikle yara iyilesmesi i¢in 6nemlidir. Yaralanma
sonrast inflamasyon doneminde hyaluronik asid sentezinde artis gozlenir ve bunun
sonucunda proinflamatuar sitokin sentezinde artis ve inflamatuar hiicrelerin yaralanma

alanina gocii gerceklesir.

Yara iyilesmesinin erken donemlerinde proinflamatuar fonksiyon géren HA, geg
donemde inflamasyonun regulasyonu ve iyilesme siirecinin diger fazlara devaminda gorev
alir. Erigkin hayatta yara iyilesmesi skar dokusu olusumu ile karakterizedir. HA
giinlimiizde oftalmolojide, osteoarthrit tedavisinde, cilt bakiminda ve estetik girisimlerde

dolgu materyali olarak da kullanilmaktadir.

Ozgenel (2003), 48 adet sican iizerinde hyaluronik asidin topikal uygulamasinin
etkilerini arastirdigi ¢alismada dort ve on iki haftaik HA uygulamasimin skar dokusu
olusumunu engelledigi gosterilmistir. Deney sonuclart histolojik, elektrofizyolojik,
gastroknemius kas agirligi ve siyatik fonksiyon indeksi kriterleri kullanilarak

degerlendirilmistir. Histolojik kesitlerde akson sayisinin HA uygulamasi ile degisim
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gdstermedigi, ancak akson ve fiber ¢aplarinda artis oldugu tespit edilmistir (Ozgenel

2003).

Hiiseyinoglu vd.(2012) nin yaptig1 ¢aligmada siyatik sinir kesisi onariminda silikon
tip igerisine HA uygulamasinin sinir rejenerasyonuna etkisi arastirilmistir. Sonuglar
elektrofizyolojik olarak da degerlendirilmistir. Otuzuncu ve altmisinct giinde alinan
Olgtimler sonucu HA ile doldurulmus silikon tiip uygulamasinin, uygulama yapilmamis
gruba gore daha etkili bir aksonal rejenerasyon gosterdigi tespit edilmistir (Hiiseyinoglu

vd., 2012).

Ozaydin vd.(2014)’nin yaptigi calismada ise nororafi uygulamasinin ardindan
silikon tiip veya silikon tiip+HA uygulamasinin etkileri histolojik ve stereolojik yontemler
ile aragtirtlmistir. Otuzuncu ve altmisinct giinlerde yapilan diseksiyon sonucunda kontrol
grubunda 30. ve 60. giinlerde diizensiz morfoloji ve cevreye yapisiklik gozlenmistir.
Silikon tiip kullanilan gruplarda 60. giinde belirgin skar dokusu ile karsilasilirken, silikon
tip+HA uygulanan grupta ise 30. ve 60. giinlerde skar olusmadig1 gésterilmistir. Ayrica
silikon tiiptHA uygulamasi altmis giinliik gruplarda aksonlarin myelin kalinliginda ve
akson alanlarinda artiga, myelin dejenerasyonunda ise azalisa yol agmistir (Ozaydin vd.,
2014).

2.5.4. Lityum ve sinir iyilesmesindeki rolii

Sinir rejenerasyonunda etkili bir tedavi ancak yeniden olugan sinirin viicutta dogal
olarak bulunan yapisina en yakin haline ulagmasi ile olur. PS hasar1 sonrasinda SHlerinin
yaralanmasi ve aksonal dejenerasyon sonucu demiyelinizasyon olusur. Etkin sinir
rejenerasyonunun dnemli bir basamagi aksonal uyarilarin hizli iletimidir ki, rejenerasyon
slireci igerisinde bu asama miyelinizasyondur (Makoukji vd., 2012). Son yillarda yapilan in
vitro, in vivo ve klinik ¢aligmalarla lityumun sinir korunmasinda ve remiyelinizasyonuna

olumlu etkileri oldugu gdsterilmistir.

Lityumun ndrokoruyucu etkileri in vitro olarak serebellar graniil hiicreleri, serebral
kortikal hiicreler ve hipokampal noronlarda; PC12 hiicrelerinde ve ndroblastoma

hiicrelerinde gosterilmistir. Yapilan in vivo ¢aligmalarda ise fokal serebral iskemi, gecici
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iskemi ve kinolinik asit inflizyon ¢alismalarinda noérokoruyucu etkileri desteklenmistir
(Rowe ve Chuang, 2004).

Lityum bu kullanimmin yani sira bipolar kisilik bozukluklarinda, felg gibi
travmatik yaralar1 takiben beyin hasarinin 6nlenmesinde ya da Huntington ve Alzheimer
gibi norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde kullanilir (Croce vd., 2014; Fu vd., 2014;
Makoukji vd., 2012; Quiroz vd.,2010; Rowe ve Chuang, 2004).

Lityum apoptoz bagimli hiicresel 6liimiin 6nlenmesinde etkili bir ndrokoruyucu bir
ajandir. Lityumun norokoruyuculugu, ¢oklu ve birbiriyle kesisen mekanizmalarla saglanir
ve etkisini Ozellikle de apoptotik yolak iizerine gosterir. Bu etkiler sag kalim sinyal
yolagmin lityum ile indiiklenmesi ve N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor iliskili
kalsiyum i¢e akiminin lityum ile inhibe olmasi yoniindedir. Yapilan ¢alismalar lityumun
noronal plastisite ile ilgili ¢esitli molekiilleri de upregule ettigini géstermektedir (Shim vd.,
2013). Lityumun ayrica Siklik adenozin monofosfat (CAMP) cevap elementi baglayici
protein (CREB) aktivasyonunu artirdigini da tespit edilmistir (Einat vd., 2003; Hammonds
ve Shim, 2009; Heinrich vd., 2009; Omata vd., 2008).

Lityumun hiicredeki hayatiyet yada apoptotik siire¢ lizerine etkileri li¢ ana baglikta
toplanabilir:

1. Lityum, Beyin tiirevli nérotrofik faktér (BDNF)ii indiikleyerek sirasiyla
tropomiyozin reseptor kinaz B (TrkB) ve devaminda fosfoinositit 3-Kinaz/ Protein Kinaz B
(PI3K/Akt) ve mitojen aktivasyonlu protein/ hiicreler arasi sinyal diizenleyici kinaz kinaz /
Hiicreler arasi diizenleyici kinaz (MEK/ERK) yolaklarin1 aktive eder. Her iki yolak da
norokoruyucu etkilerle direk iligkilidir. PI3K/Akt yolag1 glikojen sentez kinaz 3B (GSK-
3B), timor protein 53 (p53) ve kaspaz 9 aktivitelerini inhibe eder. MEK/ERK yolagi da
ribozomal S6 kinaz (RSK) araciligi ile CREB’i uyarir ve GSK-3B’yi inhibe eder.

2. Lityumun bir etkisi de GSK-3B ‘yi direk inhibe etmesidir. GSK-3B temelde
CREB, 1s1 sok transkripsiyon faktorii-1 (HSF-1), aktive olan B hiicrelerinin niikleer faktor
kappa hafif zincir gili¢lendiricisi (NFxB) ve B-katenin gibi bir¢ok antiapoptotik faktorii
inhibe etmektedir. Ancak lityum yoluyla GSK-3B aktivitesi durduruldugunda tiim bu

faktorler serbest hale gegerler.
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3. Lityum NMDA aracili kalsiyum ige akisini inhibe eder. Kalsiyum ice akist
hiicreleri baskilar. Bu etki p38 ve JNK proapoptotik faktorlerini kapsayan mitojen aktive
protein kinaz (MAPK) yolagmi aktive eder. Lityum, kalsiyum i¢e akisini inhibe etmek
suretiyle bu aktivasyonu baskilar. Bu sayede apoptotik etkilerin baskilanmasiyla hiicresel
sagkalim saglanmis olur. Lityum farkli noktalarda pek c¢ok yolak ve efektdr {izerinden
hiicre canliligini etkileyebilir. Bununla beraber bu degisimler B hiicre lenfoma-2 (Bcl-2)
ailesi liyeleri oranlarin1 antiapoptotik iiyelere kaydirir. Bu da sitokrom ¢ salinimi 6nler ve

kaspaz aktivasyonunu inhibe eder (Rowe ve Chuang, 2004).

Schuettauf vd. (2006)’nin lityum ve sitikolinin optik sinir hasar1 lizerine etkilerini
arastirdiklar ¢calismada, ajanlarin hem tek baslarina hem de kombine uygulamalar1 sonucu
Bcl-2 ekspresyonunda artis gozlenmistir. Farkli siirelerle yapilan uygulamalar sonucunda
sitikolinin, lityumun ve kombine uygulamalarinin retinal gangliyon hiicrelerinde g, yedi
ve yirmi birinci giinlerde belirgin bir artisa neden oldugu gosterilmistir. Ajanlarin ¢, yedi
ve yirmibirinci giinlerde gosterdigi ndrokoruyucu etkiler immiinohistokimyasal verilerle de
desteklenmistir (Schuettauf vd. 2006).

Wu vd. (2008) etkili bir antiepileptik ila¢ olarak da bilinen valproik asidin(VPA)
periferik sinir rejenerasyonu ve motor fonksiyonlarin iyilesmesi {izerine yaptiklar
calismada VPA, silikon tiip icerisine enjekte edilerek uygulanmistir. Kontrol grubu ise
VPA yerine Serum igeren bir silikon tiip olacak sekilde tasarlanmistir. Bu amagla 30 adet
Spraque-Dawley cinsi rat kullanilmis, her iki gruba da 1 cm’lik sinir kesisi olusturulmus ve
ardindan kesi, silikon tiip ile birlestirilmistir. Sonuglar siyatik fonksiyon indeksi,
elektrofizyolojik ¢alisma, histolojik ve morfometrik analizler ile degerlendirilmistir.
Elektrofizyolojik deneyler sonucu ilk 4 haftada her iki grupta da ciddi fonksiyonel hasari
gosteren diisiikk degerler elde edilmistir. 8. ve 12. haftalarda ise VPA uygulanan grupta
daha anlamli fonksiyonel iyilesme oldugu tespit edilmistir (Wu vd. 2008).

Huang vd. (2003)’nin yaptiklar1 ¢galismada retinal gangliyon ve beyin -retinal hiicre
kiiltiirlerinde lityum uygulamasinin Bcl-2 genine baglh etkinligi arastirilmistir. Lityumun
retinal gangliyon hiicrelerinin sag kaliminda doza bagimli olmayan etkinligi oldugu
gosterilmistir.  Ayni1  sekilde lityum uygulamasinin doza bagimli olmayarak Bcl-2
ekspresyonunu arttirdigi tespit edilmistir (Huang vd., 2003)
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Sonu¢ olarak hem HA hem de lityum, hasarli sinir rejenerasyonunda olumlu
sonuglar veren temel terapotik ajanlardir. Bu ajanlarin kombine kullanimlari, tek basina
kullanimlarina gore daha etkili sonuglar verebilir. Ayrica her iki ajanin klinik
etkinliklerinin altinda yatan mekanizmalarin tam olarak aydinlatilmasi gerekmektedir.
Calismamiza sinir hasarinin etkin tedavisinde kullanilmak amaciyla bir hiicresel matriks
eleman1 olan HA ve rejenerasyonu tetiklemek amaciyla lityum kullanilmistir. HA, sinir
dokusunda etkin tedavinin saglanmasi ve olusacak hiicrelere bir biliyiime faktorii etkisi
yaratmak amaciyla; lityum ise sinir rejenerasyonunu hiicresel yolaklarla tetiklemek
amaciyla kullanilmigtir. HA sinir hiicrelerinde yogun olarak bulunan bir bilesen olup sinir
hasar1 tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Bu caligmalardaki genel amag, iyilesme
stirecine ket vuran skar olusumunu engellemektir. HA yiiksek c¢oziiniirliige sahip ve

oldukga kolay yikilabilen bir materyaldir.

Calismamizda HA’nin mikrojeli kullanilarak viicutta daha stabil kalmasi etkinligini
daha uzun siire koruyabilmesi amaglanmistir. Ayrica bu hidrojellere lityum yiiklenmesinin
sinir hiicrelerini apoptozdan korumasi ve miyelin kilif {iretimini indiikleyerek aktif iletim
saglayan sinir demeti olusumuna katki saglayabilirligi incelenmistir. Calismamizda
kullanilan bu yeni materyal ile, dogal rejenerasyon etkisine benzer bir iyilesme
saglanabilmesi, otograft uygulamasinda sik¢a karsilagilan kisitlamalarin 6niine gecilmesi,
skar olusumunun engellenmesi ve etkili bir fonksiyonel iyilesmenin elde edilmesi de

hedeflenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma Eskisehir Osmangazi Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuar:
Uygulama ve Arastirma Merkezi (ARUM) tarafindan, Tip Fakiiltesi Anatomi ve Plastik
Cerrahi Anabilim Dalinin da katkilariyla gerceklestirilmistir. Calisma icin Eskisehir
Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 483/2015 sayili izni
alinmis, “Deney Hayvanlar1 Etik Kurul Yonergesi” ve "Hayvan Haklar1 Evrensel
Bildirgesi"nde yer alan tiim sartlara uyulmustur. Cerrahi islemler Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tibbi ve Cerrahi Deney Hayvanlari Uygulama ve Arastirma Merkezinde
(TICAM) gergeklestirilmistir. Calismada 250 — 300 gr arasinda degisen agirliklarda, ti¢
veya dort aylik Spraque-Dawley cinsi 30 adet sigan kullanilmistir. Hayvanlarin {iretimi,
deneyler dncesi ve sonrast bakimlari da Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi ve Cerrahi

Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezinde (TICAM)da yapilmistir.

Deney hayvanlar1 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik dongiisiiniin saglandigi,
22+1°C sicaklikta, %50+5 nem oraninda ve diizenli havalandirmanin saglandig1 odalarda
barindirilmistir. Calisma boyunca beslenmeleri igin standart ticari sigan yemi ve igme suyu
olarak da g¢esme suyu verilmistir. Hayvanlarda beslenme ve su tiiketimlerinde bir
sinirlandirma yapilmamistir. Her gruptaki denekler uygulama sonrasinda {i¢ ay boyunca

ayr1 kafeslerde barindirilmistir.

3.1. Deney Gruplariin Olusturulmasi

Otuz adet sigan esit sayida olmak sartiyla rastgele altt gruba (n=5) ayrilmustir.
Denek gruplar sirasiyla kullanilan yapr ve etken maddeye gore asagidaki sekilde
olusturulmustur (Sekil 3.1.):

I. Grup: SHAM

I1. Grup: Otolog sinir grefti (OSG)

II1. Grup: Silikon tiip (ST)

IV. Grup: Silikon tiip +LIiCl (SL)

V. Grup: Silikon tiip+ Hyaluronik asit (SH)

V1. Grup: Silikon tiip+ Hyaluronik asit+LiCl> (SHL)
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Sekil 3.1. Deney gruplarinin sematik gosterimi A) Sinir otograft1 B) Bos silikon tiip C) Bos
silikon tiip i¢ine lityum kloriir uygulamasi D) Bos silikon tiip i¢ine hyaluronik
asit hidrojeli uygulamasi, E) Bos silikon tiip i¢ine lityum yiiklii hyaluronik asit
hidrojeli uygulamasi

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Etil alkol (Sigma, Aldrich-ABD), Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck- Almanya),;
Sodyum  hidrojen  fosfat (NaxHPOs) (Merck-ABD);  Monopotasyum  fosfat
(KH2POs)(Merck — A.B.D.); Glutaraldehit (EMS,ABD ); Osmiyum Tetraoksit
(EMS,ABD); Uranil asetat (EMS,ABD); Propilen oksit (Merck-A.B.D.); Araldit CY212
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(Agar Scientific,ingiltere); Sodyum sitrat (Merck-ABD); Kursun nitrat (Merck-ABD),
Toluidin mavisi (Sigma Aldrich, A.B.D.); Susuz Boraks (Na:BsO7) (Sigma Aldrich,
A.B.D.); Lityum kloriir (LiCl2) ( Sigma Aldrich, A.B.D.); Hyaluronik Asit (Sigma Aldrich,
A.B.D.); Dioktil sodium siiksinat (Sigma Aldrich, A.B.D.); izooktan (Sigma Aldrich,
A.B.D.); Trimetilolpropan triglisidil eter (Sigma Aldrich, A.B.D.); Thiopental sodyum (1.
Ulugay - Tiirkiye)

3.3. Kullanilan Cihazlar

Isik mikroskop (Olympus-Almanya); Rotator (TedPella, ABD); Ultramikrotom
(Leica-Almanya); Trim cihaz1 (Leica-Almanya); Knifemaker (Leica-Almanya); Manyetik
karistirict  (Schott, A.B.D.);Buzdolab1 (Argelik- Tiirkiye); Distile su cihaz1 (Elga-

Almanya); Etiiv (Binder, Almanya); Hassas terazi (Ohaus-Isvigre)

3.4. Kullanilan Kimyasallarin Hazirlanmasi

3.4.1. Lityum Kkloriir ¢ozeltisi hazirlanmasi

Lityum kloriir (LiCl) ¢ozeltisi 1,5 miliekivalan (mEq) olacak sekilde PBS
soliisyonu igerisinde hazirlandi. Ekivalan tanim olarak molekiil agirliginin valans degerine

oranidir. Yani

E=m/v‘drr.

Bir molekiiliin valans degeri o molekiiliin ¢dziicii ortamina verdigi pozitif ya da
negatif iyon sayisi ile belirlenir. Lityumun valans degeri birdir. Bu durumda 0,0636 gr LiCl
tuzu tartilarak 1000 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) igerisinde ¢oziinmesi saglanmis,
1,5 mEq LiCL cozeltisi elde edilmistir. Uygulama oOncesi elde edilen ¢ozelti 0,22
mikrometre gozenekli filtreden gecirilmistir. Uygulama sirasinda bu ¢dzeltiden insiilin

ignesi yardimiyla 0.2 ml kullanilmustir.

3.4.2. Hyaluronik asit hidrojelinin hazirlanmasi

Lineer yapidaki hyaluronik asit (HA) 50 mg/L konsantrasyonunda 0.2 M sodyum
hidroksit (NaOH) igerisinde ¢ozeltisi hazirlanarak, 400 rpm’de yaklagik 1 saat karistirma
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ile lineer HA’in ¢6ziinmesi saglanmistir. 40 ml’lik viallerde 10 adet 30’ar ml 0.2 M dioktil
sodyum sulfosuksinat ¢ozeltisi izooktan igerisinde hazirlanmis ve ¢oklu Karistirict
kullanilarak her bir viale daha 6nceden hazirlanmis olan HA ¢o6zeltisinden 1.0 ml ilave
edilip vortekslendikten sonra 1200 rpm’de 1 saat karismasi saglanmigtir. Bu siire sonunda
ortama ¢apraz baglayici olarak trimetilolpropan triglisidil eter, HA’in tekrarlayan birimleri
baz alinarak hesaplanan miktarda ilave edilmistir. Capraz baglayict ilavesinden hemen
sonra karisim vortekslenmis ve 1200 rpm de 1 saat daha partikiil olusumu i¢in karisima
birakilmigtir. Capraz baglanma sonrasi aseton kullanilarak HA partikiillerinin ¢kmesi i¢in
bir gece beklenmis, Coken HA hidrojel partikiilleri 10000 rpm 10 dakika santrifiij edilmis
ve santriflij sonrasi dekantasyon ile supernatant uzaklastirilmistir. Bu islem 3 defa
yapilarak, elde edilen HA hidrojel partikiilleri freezdryer’da 24 saat kurumaya
birakilmistir.(Sekil3.2)

Uygulama sirasinda 10 mg kuru hidrojel 1 ml distile su igerisinde alinmis, 750 rpm
hizda bir saat karistirilarak homojenizasyon saglanmstir. Elde edilen siispansiyon insiilin

ignesi yardimiyla 0.2 ml olarak uygulanmistir.

2Bk
» o

1. 5B 15

Sekil 3.2. Hyaluronik asit hidrojelinin taramali elektron mikroskobu ile goriintiilenmesi
(Bar: 10 pm)
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3.4.3. Lityum yiiklii hyaluronik asit hidrojeli hazirlanisi

Hazirlanan HA hidrojel partikiilleri (300 mg) 0.1 M 40 ml lityum kloriir sulu
cozeltisine eklenerek iki saat absorpsiyon saglanmistir. Lityum yiikli HA partikiilleri
asetonda ¢oktiiriilerek santrifiijlenmis ve freezdryer’da kurutulmustur. Absorplanan lityum
miktarinin belirlenmesi i¢in 5 M HCI ¢ozeltisi ile desorpsiyon saglanmis ve ¢ozelti
ICP/OES cihazinda analiz edilmistir. Yaptigimiz ¢alisma sonucunda TMP capraz
baglayicisi ile baglanmis HA hidrojellerine yiiklenen lityum miktari 12 mg Li/gr hidrojel

olarak belirlenmistir.

Uygulama sirasinda 10 mg kuru hidrojel 1 ml distile su icerisinde alinmis, 750 rpm
hizda bir saat karistirilarak homojenizasyon saglanmistir. Elde edilen siispansiyon insiilin

ignesi yardimiyla 0.2 ml olarak uygulanmustir.

3.4.4. Uranil asetat boyasinin hazirlanmisi

Uranil asetat boyasi hazirlanirken 1 gr uranil asetat’in 20 ml metanol igerisinde
¢Oziinmesi saglanmistir. Boya +4°C’de, koyu renkli siselerde ve karanlikta saklanmustir.
Kullanmadan 6nce oda sicakligina ulagsmasinda dikkat edilmis, her bir 6rnek 20 dakika

filtrelenmis uranil asetat ile boyanmis sonrasinda ultra saf su ile yikanmistir.

3.4.5. Reynold’s kursun boyasinin hazirlanisi

Reynold’s kursun boyasi hazirlanirken 1,73 gr sodyum sitrat ve 1,33 gr kursun
nitrat tartilmistir. Her iki kimyasalin 30 ml su igerisinde ¢Oziinmesi saglanmig, 1 M
sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH 12’ye ayarlanmistir. Bu asamadan sonra ¢ozelti 50 ml’ye
distile su ile tamamlanmis ve tekrar pH 12 olmasi saglanmistir. Boya +4°C’de, koyu renkli
siselerde ve karanlikta saklanmistir. Kullanmadan 6nce oda sicakligina ulasmasina dikkat
edilmis, her bir 6rnek 4 dakika filtrelenmis uranil asetat ile boyanmis sonrasinda ultra saf

su ile yitkanmustir.
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3.4.6. Fosfat tamponunun hazirlamsi

Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) hazirlanisinda 6ncelikle sodyum ve potasyum
tamponlar1 hazirlanir.Sodyum tamponu igin sodyum hidrojen fosfat’dan (Na2HPQOgy) 7,42
gr tartilarak saf su icerisinde c¢Ozlinmesi saglanmigtir. Potasyum tamponu ig¢in
monopotasyum fosfat’dan (KH2PO4) 5,675 gr tartilarak 412,5 ml igerisinde ¢dziinmesi
saglanmistir. Hazirlanan bu tamponlardan 360 ml sodyum tamponundan ve 55 ml
potasyum tamponundan alinarak karistirlmistir. Karisgtmin pH degeri 7.4 olmalidir. pH
degerinin ayarlanmasi gerekirse diisik pH icin sodyum tamponu, yiiksek pH icin ise

potasyum tamponu kullanilarak ayarlama yapilmistir.

3.4.7. Toluidin mavisi boyasinin hazirlanisi

Toluidin mavisi boyasi hazirlanirken 1 gr toluidin mavisi ile 1 gr susuz boraks
(Na2B40Oy7) tartilmistir. Her iki kimyasal 100 ml ultra saf su igerisine eklenerek ¢oziinmesi
saglanmistir. Hazirlanan kimyasal 6rnek boyamasi i¢in once filtrelenmis daha sonra da
sicakligt 50 derece olacak sekilde isitilmistir. Alinan yari ince kesitler 5 dakika boya

igerisinde bekletilmis sonrasinda ise 3 kez 30 saniye ultra saf su ile yikanmustir.

3.5. Hayvanlara Uygulanan Cerrahi islemler

Hayvanlara uygulanan tiim cerrahi islemler genel anestezi altinda yapilmistir.
Anestezik madde olarak intraperitoneal (i.p) Thiopental sodyum (50mg /kg, I. Ulugay,
Istanbul, Tiirkiye) ~ kullanilmustir. Gerekli hallerde anestezi ek ilag dozlartyla idame
ettirilmistir. Si¢anlarin sag uyluklar1 tiiyler makasla kisaltildiktan sonra tiiy dokiicii
kremlerle temizlenmistir. Hayvanlar cerrahi masasina tespit edildikten sonra, cerrahi saha
Povidon iyodin soliisyonu ile temizlenmistir. Tim cerrahi islemlerde sterilizasyon
kurallarina uyulmustur. Sag uyluga cilt kesisini takiben gluteus maksimus kasi ikiye
ayrilarak siatik sinir ortaya konmustur. Cerrahi islemler bu asamadan sonra gruplara gore
farklilik gostermektedir. SHAM grubunda siyatik sinir etraf dokulardan serbestlestirldikten
sonra ek islem yapilmamistir. OSG’de siyatik sinir trifukasyonun 2mm {izerinden 10
mm'lik sinir pargasi ¢ikarildiktan sonra ortotopik olarak greft seklinde tekrar yerine

konmus; proksimal ve distalinden 4'er adet dikisle 8/0 prolenle (Ethicon, ingiltere) tespit
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edilmistir. ST grubunda ise sinirin kesilme sonrasi geri ¢ekilmesi de gozoniine alinarak 10
mm'lik sinir pargast ¢ikarilmis; 14 mm uzunlugundaki silikon tiip igine kesilen sinirin
proksimal ve distal giidiigii her biri 2 mm olacak sekilde sokulmus ve iki giidiik arasinda
nihai olarak 10 mm aralik kalacak sekilde 4 adet 8/0 prolenle tespit edilmistir (Sekil3.3).
Bu asamadan sonra otolog sinir grefti ve SHAM grubu disindaki biitiin gruplara cerrahi
islem ardindan distal bolgeden insiilin enjektorii ile 0,2 ml uygulama yapilmistir.
Uygulama sonrasinda sinirin distal ve proksimal kisimlari steril vazelin kullanilarak

kapatilmistir.

Sekil 3.3. Siyatik sinirin proksimal ve distal uclarinin silikon tiip i¢ine yerlestirilmesi. SL,
SH ve SHL gruplarinda benzer uygulama yapildiktan sonra proksimalden
enjektor yardimiyla silikon tiip igerisine enjeksiyon saplanmustir.

3.6. Hayvanlarin Oldiiriilmesi ve Biyopsilerin Alinmasi

Ug aylik bekleme siiresini takiben sicanlar yiiksek doz tiyopental sodyum
(100mg/kg 1.p) anestezisi altinda kalpten kanin bosaltilmasi yoluyla O6ldiiriilmiistiir.
Batinlar1 agilarak aort igine 21 gauge damar tiipti yerlestirilerek énce PBS ile sonra 20 ml
%3 gluteraldehit tespit soliisyonu ile yikanmugtir. Tespit solusyonunun dokulara iyice
yerlesmesi i¢in 10 dakika beklendikten sonra eski sag uyluk kesisi tekrar acilarak, deney
gruplar1 uzunlugu boyunca siyatik sinir, otolog Sinir grefti ve ya siyatik sinir-silikon tiip

yapilarinin proksimal ve distal uglar1 5/0 ipek dikisle isaretlenerek blok halinde
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cikarilmigtir. Alinan doku ornekleri %3 gluteraldehit soliisyonuna konularak 1sik ve

elektron mikroskopik inceleme igin ilgili laboratuvara gonderilmistir.

3.7. Biyopsilerden Isik ve Elektron Mikroskobi Takibi ve Incelemesi

Elektron mikroskobik degerlendirme igin alinan doku parcalari bir mm®liik
parcalara ayrilarak %3’liik gluteraldehitli PBS soliisyonuna alindi ve bir gece +4°C’de
bekletilmistir. Ertesi giin 3 kez 15 dakika PBS soliisyonu ile yikanan dokular PBS ile
hazirlanmig %1°lik osmiyum tetraoksit soliisyonunda iki saat oda 1sisinda rotatorda
karistirilarak tespit edilmistir. Daha sonra tekrar 3 kez 15 dakika PBS soliisyonu ile

yikandi. Sonraki asamalarda asagidaki basamaklar izlenmistir.

- %30’luk alkolde +4°C’de 15 dakika 2 defa

- %350’lik alkolde +4°C’de 15 dakika 2 defa

- %70’lik alkolde +4°C’de 15 dakika 2 defa

- %90°1ik alkolde +4°C’de 15 dakika 2 defa

- %95°1ik alkolde +4°C’de 15 dakika 2 defa

- %100’liik alkolde +4°C’de 30 dakika 1 defa

- %100’liik alkolde oda 1s1sinda 30 dakika 1 defa

Bu basamaklar ile dehidrasyon asamasi tamamlanmistir. Bu asamadan sonra
yapilacak islemler oda 1sisinda gerceklestirilmistir. Dehidrasyon sonrasinda seffaflagtirma
islemi icin 2 defa propilen oksitte 30 dakika bekletilmistir. Daha sonra es miktarda
karistirilmis propilen oksit ve resin CY212 soliisyonunda 2 saat rotatorda karistirilmis, bu
asama sonrasinda saf resin CY212 igerisine alinarak bir gece rotatorda karistirilmaya
birakilmigtir. Ertesi giin ggmme materyali bulunan kuyucuklara gémme islemi yapilmis ve

60°C’de 48 saat polimerizasyon islemine birakilmigtir.

Ultramikrotom (Leica UltraCutR) kullanilarak histolojik inceleme i¢in 700 nm
kalinhiginda kesitler ve elektron mikroskobik inceleme i¢in 60 nm kalinliginda kesitler
alimmistir. Histolojik kesitler %1°lik toluidin mavisi ile, elektron mikroskobik kesitler ise
metanol igerisinde hazirlanmis %5°lik uranil asetat boyasi ve Reynold kursun boyasi ile

boyanarak incelenmistir.
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3.8. Histomorfolojik Degerlendirme

Siyatik sinirlerden elde edilen kesitlerin analizi dijital kamera ve tablo kontrol
iinitesi igeren bir bilgisayar ile bir arastirma mikroskobundan (Leica DM3000) olusan
stereolojik gériintii analiz birimini (Stereolnvestigator) araciligi ile yapilmstir. Ilk olarak
her bir rat i¢in siyatik sinir 6rneklerinin siirlar kiigiik biiylitmede (10x) belirlenmistir.
Ikinci olarak, 20um x 20um boyutlarinda tarafsiz sayim cercevesi biiyiikliigii belirlenmis,
bilgisayar programi tarafindan sistematik rastgele bir sekilde ornekleme yapilmis ve

yiiksek biiylitmede (100x) gézlenen aksonlar sayilmistir.

3.9. Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen verileri degerlendirmek igin SPSS®(Statistical Package for Social
Sciences, IBM Statistic, 22. siirim) paket programi kullanilmistir. Degerlerin dagilimlari
Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Grup i¢i dagilimlar normal olmadig1 i¢in Kruskal-Wallis
testi ve Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi kullanildi. Sonuglar %95°lik giiven araliginda ve

anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirildi.
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4 BULGULAR VE TARTISMA

Calismamizin ilk asamalarinda silikon konduitin uygun i¢ ¢apinin belirlenmesi igin
1.0mm, 1.5mm ve 2.0 mm c¢ap Ol¢iisiine sahip konduitler kullanilmis ve ii¢ ay bekleme
stiresi sonunda sakrifiye edilen hayvanlarda rejenerasyon bakimindan 1.0 mm i¢ ¢aph
konduit kullaniminin daha iyi sonuglar verdigi tespit edilmistir. Diger asama da ise
hidrojelin konduit igerisine hangi yolla uygulanacagini belirlemek tizere iki farkli deneme
yapilmistir: Birinci gruptaki hayvanlarda, bir ucu sinire eklenmis konduit igerisine dnce
hidrojel uygulanmis, ardindan konduitin diger ucu sinire suture edilmistir. Ikinci gruptaki
hayvanlarda ise once konduitin her iki ucu sinire eklenmis ve daha sonrasinda hidrojel, bir
igne (21 gauge) yardimiyla konduit icerisine uygulanmistir. Ug aylik bekleme periyodu
sonrasi birinci grupta c¢alisilan hayvanlarda hem yapi olarak daha ince hem de daha
yiizeysel bir rejenerasyon gozlenmis; ikinci gruptaki hayvanlarda ise daha kalin bir
rejenerasyon govdesi elde edilmistir ve bu gruptaki hayvanlarin uygulama yapilan
ayaklarimi daha iyi kullandiklari gozlenmistir ve ¢alismanin devaminda bu veriler géz
Oniine alinarak uygulamalara devam edilmistir. Bu dogrultuda hayvanlardan alinan siyatik
sinir orneklerinin elektron mikroskobik takipleri gergeklestirilmis, hazirlanan bloklardan
oncelikle ultramikrotom (Leica Ultracut) yardimiyla 700 nm’lik yar1 ince kesitler; daha

sonra da 60 nm’lik tam ince kesitler alinmis ve verilerimiz elde edilmistir.

4.1. Deney Gruplarmmn Isik Mikroskobik Verileri

Calisma gerceklestiriliken silikon tiipiin yerlesimine gére her gruptan {iger 6rnek
alinmistir. Silikon tiiplin ayaga yakin olan tarafi distal, omurilige yakin olan tarafi
proksimal, silikon tiip igerisinde kalan bolgesi ise rejenere olarak isimlendirilmistir.
Calismamizda rejenere ve distal kisimlarin 1sik mikroskobik incelemeleri yapilmistir.

Asagida her 6rnek icin 6nce rejenere ardindan da distal gruplarin resimleri sunulmustur.

SHAM grubuna ait kesitlerde normal noéral morfoloji (kirmizi ok) izlenmistir.
Siyatik sinirin myelinli aksonlar1 normal goriiniimde olup ¢ok az myelinsiz akson

belirmistir (Sekil 4.1).
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Sekil.4.1. SHAM grubu 151k mikroskobik goriintiisii a) 20x biiylitme, Normal ndral
morfoloji gosteren aksonlar (ok ile gosterilmistir), skala bar:10pum b) 40x
biiyiitme, Normal noéral morfoloji gosteren aksonlar (ok ile gosterilmistir), skala
bar:10um

Otograft kullanim1 sonrast gozlenen morfolojik bulgular Sekil 4.2°de verilmistir.
Rejenere bolgenin kesitlerinde ise normal miyelinli ve miyelinsiz sinir lifi yapilan

gozlenirken, ¢cok az dejenere aksona (beyaz ok) rastlanmigtir. Distal bolgede ise akson
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sayilart ¢ok olmakla birlikte birka¢ kalin miyelinli aksonda dejenerasyonlar (siyah ok)
tespit edilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.2. OSG - rejenere grubu 1sitk mikroskobik goriintlisii a) 20x biiyiitme, skala
bar:10um b) 40x biiyiitme, skala bar:10um
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Sekil 4.3. OSG - distal grubu 151k mikroskobik goriintiisii a) Aksonal dejenerasyon (siyah
oklar) ve kan damarlart (siyah yildiz) gosterilmektedir, 20x biiyiitme, skala
bar:10um b) Aksonal dejenerasyon (siyah oklar) ve kan damarlari (siyah yildiz)
gosterilmektedir,40x biiyilitme, skala bar:10um

Sadece silikon konduit uygulanan grupta rejenere alanin periferik kisminda diizgiin
dagilim gosteren bag doku yapisi (BD) ve merkeze dogru gidildik¢e artan sayida
remyelinize aksonlar dikkat cekmektedir. Akson boyutlarinin oldukca kiiciik ve kalin
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myelinli akson sayilarinin az olmasi dikkat ¢ekici bir bulgu olarak belirmistir (Sekil 4.4).
Ayn1 ornegin distal bolgesinde ise az sayidaki biiylik miyelinli aksonlarda hasar, akson

sayilarinda azalma ve yer yer dejenerasyonlar (beyaz ok) tespit edilmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.4. ST - rejenere grubu 151k mikroskobik goriintiisii a) Bag dokusu (BD), miyelinli
aksonlar (siyah oklar) ve miyelinsiz aksonlar (beyaz yildiz) gdsterilmektedir.
20x biiylitme, skala bar: 20um b) Miyelinli aksonlar (siyah oklar), miyelinsiz
aksonlar (beyaz yildiz) ve bazi dejenerasyon bulgular1 (kirmizi oklar)
gosterilmektedir. (40x biiyiitme, skala bar:10pum



Sekil 4.5. ST - distal grubu 151k mikroskobik goriintiisii a) 20x biiyiitme, skala bar:20um b)
40x biiyiitme, skala bar:10um
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Lityumun direk silikon tiip igerisine uygulamasi sonucu elde edilen 11k
mikroskobik verilerde rejenere alanda kompakt ve diizenli akson yapilari gézlenmis ve
remyelinize alanlar oldukca fazla belirmistir (Sekil 4.6). Distal bolgede ise akson

yapilarinin oldukga diizenli ve kompakt oldugu goriilmistiir (Sekil 4.7)

A

5

Sekil 4.6. SL — rejenere grubu 1s1k mikroskobik goriintiisii a) 20x biiylitme, skala bar:10pum
b) 40x biiyiitme, skala bar:10um



10 um

Sekil 4.7. SL - distal grubu 151k mikroskobik goriintiisii a) 20x biiyiitme, skala bar:10um b)
40x biiyiitme, skala bar:10um

HA hidrojeli kullanilan grupta rejenere bolgede tipik akson ve miyelin yapilar

gozlenmekle birlikte yer yer akson sayilarinda azalma goriilmektedir. Remiyelinizasyon
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fazladir. Kalin myelinli akson sayist ise ¢ok azdir (Sekil 4.8). Distal bolgede ise bazi

alanlarda myelinli liflerde kopma ve dejenerasyonlar tespit edilmistir (Sekil 4.9).

—

Sekil 4.8. SH - rejenere grubu 151k mikroskobik goriintiisii a) 20x biiyiitme, skala bar:10um
b) 40x biiyiitme, skala bar:10um
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—
10 pm

Sekil 4.9. SH - distal grubu 151k mikroskobik goriintiisii a) 20x biiylitme, skala bar:10pm b)
40x biiyiitme, skala bar:10um

Lityum tasiyan hyaluronik asit hidrojeli uygulamasinda, rejenere bolgede normal

morfolojik bulgular tespit edilmis olup, akson boyutlarinin olduk¢a kiigiik ve diizenli
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olmadig1 goze carpmaktadir (Sekil 4.10). Distal alanda ise diizensiz akson dagilimi

yaninda yer yer aksonal kopma ve hasarlar (beyaz ok) tespit edilmistir (Sekil 4.11)

/

10 pm

S b - -

Sekil 4.10. SHL - rejenere grubu 1sik mikroskobik goriintiisii a) 20x biiylitme, skala
bar:10um b) Aksonal dejenerasyon bulgusu (siyah ok basi) gosterilmistir. 40X
biiylitme, skala bar:10um
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Sekil 4.11. SHL - distal grubu 151k mikroskobik goriintiisii a) Bag doku (BD), aksonal
dejenerasyon (kirmizi ok) ve aksonal kopmalar (beyaz ok) gosterilmistir. 20X
biiyiitme, skala bar:10um b) Aksonal kopmalar (beyaz ok) gosterilmistir 40X
biiyiitme, skala bar:10pum
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4.2. Deney Gruplarimin Elektron Mikroskobik Incelenmesi

TEM ile elde edilen goriintiilerde SHAM gurubuna ait aksonlar organize ve koyu
boyanmig bir filament agiyla karakterize olarak belirmistir. Akson stoplazmasi normal

ultrayapisal morfolojiler gostermektedir (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. SHAM grubu elektron mikroskobik goriintiisii A) Schwann hiicreleri (SH) ve
miyelin kilif (MK) gosterilmistir. Bar: 1 pm, B) Schwann hiicreleri (SH) ve
miyelinsiz aksonlar (UA) gosterilmistir Bar: 1 um
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Otograft kullanim1 sonrasi rejenere alanda gozlenen morfolojik bulgular Sekil
4.14°de verilmistir. Kesitlerde aksonal biiziisme ve kofullasma (K) goézlenirken, yer yer

akson miyelin ayrilmalar1 (kirmizi ok) dikkat ¢ekmistir (Sekil 4.13).

Sekil 4.13. OSG - rejenere grubu elektron mikroskobik goriintiisii A) Bar: 2 um B) Bar: 1
pum
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Distal bolgede ise akson miyelin ayrilmalarinda (kirmizi ok) belirgin artig tespit

edilmistir (Sekil 4.14).

- LR L -
L9, .f‘_fﬁy.'-‘ ‘ " j;.-.; . ' ‘

Sekil 4.14. OSG - distal grubu elektron mikroskobik goriintiisii A) Bar: 2 um B) Bar: 1 um

Sadece silikon konduit uygulanan grupta rejenere alanda akson ve miyelin
yapilarinin diizenli oldugu gozlenmistir. Az sayida rejenerasyon bolgeleri ve aksoplazmada
kofullasma (K) belirgin olarak gozlenmektedir. Miyelinsiz aksonlar ise diizenli olarak
belirmistir(Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. ST - rejenere grubu elektron mikroskobik goriintiisii A) Bar: 1 pum B) Bar: 500
nm

Ayn1 ornegin distal bdlgesinde ise aksonal biiziismeler baglamis olup Schwann
hiicreleri (SH) normal goriiniimdedir (Sekil 4.16).



60

Sekil 4.16. ST - distal grubu elektron mikroskobik goriintiisii A) Bar: 500 nm B) Aksonal
cokmeler yildiz ile gosterilmistir. Bar: 500 nm

Lityumun direk uygulamasi sonucu elde edilen verilerde rejenere alanda Schwann
hiicreleri normal goriiniimlii iken en dikkat ¢ekici bulgu kalin miyelinli aksonlarda akson
miyelin ayrilmalarinin gézlenmesidir. Miyelinsiz aksonlar normaldir. Miyelin fiberler

normal goriintimdedir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. SL - rejenere grubu elektron mikroskobik goriintiisii A) Bar: 1 um B) Aksonal
cokmeleri y1ldiz ile gdsterilmistir. Bar: 1 pm

Distal bolgede ise akson miyelin ayrilmalari (Ok yine bazi alanlarda gézlenmis ve

miyelinli liflerin en dis kisimlarinda lamellar ayrilmalar gozlenmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. SL - distal grubu elektron mikroskobik goriintiisi A) Bar: 1 pm B)Aksonal
¢okmeler y1ldiz ile gosterilmistir. Bar: 1 pm

Hyaluronik asit hidrojeli kullanilan grupta rejenere bolgede kalin myelinli akson
say1s1 az olup Schwann hiicrelerinde (SH) belirgin sismeler izlenmistir. Akson yapilari ise
genel olarak diizgliindiir (Sekil 4.19).



63

Sekil 4.19. SH - rejenere grubu elektron mikroskobik goriintlisii A) Bar: 2 pm B) Bar: 1
pum

Distal bolgede ise akson yapilar1 rejenere bolgeye gore anlamli derecede dejeneratif
ve biiziismiis bigimde gozlenmistir. Akson miyelin ayrilmalar1 ve atipik Schwann hiicre

gortintimleri dikkat ¢ekmektedir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. SH - distal grubu elektron mikroskobik goriintiisii A) Bar: 2 um B) Bar: 2 um

Lityum tasiyan hyaluronik asit hidrojeli uygulamasinda, rejenere bolgede normal
morfolojik bulgular tespit edilmis olup, Schwann hiicreleri ve myelinsiz kiliflar oldukca
saglam goriinlimdedir. Bazi alanlarda tamamlanmamis remiyelinizasyon bolgeleri tespit
edilmistir. Kalin miyelinli aksonlarda énemli bir hasar gézlenmemis, az sayida miyelinli

aksonda da kofullar izlenmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. SHL - rejenere grubu elektron mikroskobik goriintiisii A) Bar: 500 nm B) Bar:
500 nm

Distal alanda ise Schwann hiicreleri saglikli gériiniimlerini korumakta olup miyelin

kiliflarda ¢ok ciddi bir hasara rastlanmamustir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. SHL - distal grubu elektron mikroskobik goriintiisii A) Bar: 500nm B) Bar: 1
pm

4.3. Deney Gruplarimn Histometrik incelenmesi

Rejenere alanlarda toplam akson sayilari karsilastirildiginda OSG grubunun diger
gruplara oranla daha fazla sayida akson igerdikleri gozlenmektedir. Ancak bu farklilik
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sadece SH (p<0,01), SHL gruplarn (p<0,05) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamlilik gostermektedir (Sekil 4.23). Distal bolgeler incelendiginde ise SHAM, OSG ve
ST gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik saptanmamustir. Hyaluronik asit hidrojeli
uygulanmig grupta distal alanlardaki toplam akson sayisinda g¢arpict bir azalma tespit
edilmistir. Lityum grubunun, SH ve SHL gruplarina oranla belirgin olarak daha fazla akson
icerdigi gozlenmistir (p<0,05). SHL grubunda SH grubundan daha fazla SL grubundan
daha az akson sayilmistir (Sekil 4.24).

50000' *%
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SHAM OSG ST SL SH SHL

Sekil 4.23. Rejenere alanlarin toplam akson sayis1 bakimindan karsilastiriimasi. OSG’de,
SH ve SHL’ye oranla rejenere alanda daha fazla akson gozlenmistir. Grafikte
verilen degerler ortalama =+ standart hata olarak gosterilmektedir. * p<0,05; **
p<0,01. Kruskal-Wallis ve Dunn’s ¢oklu karsilagtirma testi.
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Sekil 4.24. Distal alanlarin toplam akson sayis1 bakimindan karsilastirilmasi. SL grubunda,
SH grubuna oranla distal alanda daha fazla akson gozlenmistir. Grafikte verilen
degerler ortalama + standart hata olarak gosterilmektedir. * p<0,05. Kruskal-
Wallis ve Dunn’s ¢oklu karsilastirma testi.

4.4. Literatiir Isiginda Bulgularin Tartisiimas:

PS yaralanmalar1 oldukga sik goriilen ve fonksiyonel sonuglar1 genellikle ¢ok iyi
olmayan yaralanmalardir. No6ron ve SH yaralanmasi sonucu ortaya ¢ikan
demiyelinizasyonu aksonal dejenerasyon takip eder. Giiniimiize kadar pek ¢ok
antiinflamatuar veya rejenereratif ajan tedavi amaciyla uygulanmasina ragmen heniiz sinir

iylesmesinde en iyi sonuglara ulagilamamustir.

Ug uca sinir onarimimin miimkiin olmadig1 durumlarda ise defektif sinir onariminda
altin standart kabul edilen otolog sinir greftleri kullanilmaktadir. Ancak insanda ve diger
canlilarda otolog sinir grefti alici alanlart sinirli sayida oldugu igin, aragtirmalar dogal sinir
dokusuna alternatif yontemlere (biyolojik ve sentetik konduitler, hiicre tedavileri, dolgu
maddeleri, biiyiime faktorleri vb.) yonlendirilmistir. Bunlardan literatiir arastirmasi

boliimiinde ayrintili olarak bahsedilmistir.
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Sentetik sinir konduitleri, PS cerrahisinde u¢ uca onarimin direk miimkiin
olamadig1 durumlarda sinir bosluklar1 arasinda bir koprii gorevi gorecek sekilde
kullanilmaktadir. Burada kullanilan biyomateryallerle rejenere olan aksonlar i¢in ortam
olusturulmasi amaglanmaktadir. Bu biyomateryaller aksonun c¢evresini saran miyelini
ireten SHlerini desteklemelidir. Boylece periferik sinir rejenerasyonu i¢in uygun
mikrocevre olusturulabilir. Konduit yaninda mikrogevreyi olusturan bir diger faktor de
ekstraselliller matrikstir. HA, ekstrasellular matriksi olusturan onemli bir yap1 olup,
periferik sinir dokusu dahil olmak iizere viicudun tiim dokularinda dokuyu destekleyici
ozellikleri iyi bilinmektedir. HAnin hiicre gelisimi, farklilagmasi ve hiicre membran
yiizeyleri iizerindeki adezyon molekiilii reseptorleriyle hiicre goclinde de destekleyici
ozellikleri rapor edilmektedir (Hu vd., 2000). Ancak viicut 1sisinda sudaki asirt
¢ozlinlirligli sebebiyle kisa omiirliidiir ve hizla pargalanarak ortamdan temizlenir. HAIn
doku miihendisligi ile tiretilen yapay organ ve dokularda yap1 tasi olarak kullanimu ile ilgili

caligmalar devam etmektedir.

Mohammadi ve arkadaslar1 insan amniyotik membranindan elde edilen
biyobozunur bir sinir konduiti i¢ine HA ve sinir biiylime faktorii kullanarak aksonal
rejenerasyonda artis oldugunu rapor etmislerdir (Mohammad vd., 2000). Zhang ve
arkadaslar1 tavsanda defektif yiiz sinir yaralanmalarinda tedavisi igin, HA-Kollajen
konduitler igine noral stem hiicreleri gomiilmiis norotrofin-3 kombinasyonunun etkilerini
arastirmiglardir. Fasikiiller ve sinir fiberlerinin gelisiminde doku rejenerasyonu tespit
edilmis; dejenerasyonunda da azalma gozlenmistir (Zhang vd., 2008). Benzer seckilde
Ozgenel ve arkadaslari, erigkin bir rat modelinde tek doz hyaluronik asidin topikal
uygulanmasinin periferik sinir rejenerasyonu artist ve sinir dokusunda skar olusumu
azalmasi {izerine olumlu etkileri oldugunu rapor etmislerdir (Ozgenel et al., 2003).
Hiseyinoglu ve ark. yaptig1 calismada rat siyatik sinir ndrorafisinde silikon tiip ve HA
uygulamasinin  sinir  rejenerasyonu  ilizerine etkilerini  elektrofizyolojik  olarak
arastirmislardir. Sonugclar, sinir onarimi sirasinda silikon tiip ve HA kullaniminin sinir
rejenerasyonu agisindan iyi sonuglar verdigini gostermistir (Hiiseyinoglu vd., 2012). Ancak
HA'nin sinir rejenerasyonuna etkisinin sinirli olduguna dair de caligmalar mevcuttur.
Mekaj ve arkadaglarinin yaptigi bir aragtirmada sinir onarim bdlgesine topikal olarak
serum fizyolojik, HA ve takrolimus uygulanmis ve siyatik sinirin biyomekanik 6zellikleri

arastirilmistir. Ayrica bu tavsanlarda sinir rejenerasyonunun fonksiyonel ve morfolojik
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karakteristikleri de karsilastirilmistir. Arastirmacilar ne HA ne de takrolimus kullaniminin

sinir onarimi sonrasi 12 haftada biyomekanik 6zellikleri degistirmedigini rapor etmislerdir
(Mekaj vd., 2015).

Miyelin, aksonal impulslarin hizli iletiminde temel bir rol oynamaktadir.
Miyelinizasyon periferik sinirlerde SHleri tarafindan saglanan kompleks ve 1iyi
diizenlenmis bir prosestir (Susuki vd., 2011; Woodhoo ve Sommer, 2008). Miyelin gen
ekspresyonu, kemiricilerde dogum sonrasi 1-21. giinlerde olusan miyelinasyon prosesi
stiresince uyarilmaktadir. Sonrasinda ise bu genlerin diisiik dozlarda ekspresyonu bile
miyelinlesme siirecini devam ettirmek icin yeterlidir. Bu genler sinir yaralanmasi sonrasi

remiyelinizasyonu baslatmak igin uyarilmaktadir (Madduri ve Gadner, 2010)

Miyelin gen ekspresyonunu dogrudan diizenleyen ¢ok az hiicresel sinyal
bulunmaktadir. Yapilan galismalarda Wingless-iligkili baglanti1 bolgesi (WNT) / B-catenin
sinyal yolaginin miyelin gen ekspresyonunda temel bir rol oynadigi gosterilmistir. Wnt
aktivasyonu, glikojen sentaz kinaz 3B (GSK3P) enzimini inhibe eder ve [-catenin
degradasyonunu onler. Stabilize B-catenin ¢ekirdek icine dogru yer degistirir ve ¢ekirdek,
gen transkripsiyonun diizenlendigi yerdir (Rowe ve Chuang, 2004; Quiroz vd., 2004)

Lityum, GSK3p’nin enzimatik bir inhibitoriidiir ve WNT/B-catenin sinyal yolagini
taklit etmektedir. Duygudurum ve Kkisilik bozukluklarinin tedavisinde de sikga
kullanilmaktadir. Yapilan c¢aligmalarla sinir koruyucu ve antiapoptotik 6zelliklere sahip
oldugu ve norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde de kullanilabilecegi rapor edilmistir
(Forlenza vd., 2014; Diniz vd., 2013; Camins vd., 2010). Ancak Lityumun periferik sinir
hasarindaki etkilerinin arastirildigi ¢alismalar oldukca azdir. Periferik sinir hasarinda
lityumun roliinii inceleyen ilk ¢alisma 2008 yilinda yayinlanan  bir 6n inceleme
niteligindedir (Nouri vd., 2009). Sistemik uygulanan Lityumun si¢anlarda sinir ezilme
hasar1 sonrasinda norolojik fonksiyonu anlamli diizeyde diizeltmese de, histolojik olarak
sinir rejenerasyonunu arttirdign gosterilmistir. Makoukji vd. (2012) ise sistemik verilen
lityumun yiiz ve siatik sinirin ezilme yaralanmalarinda SHlerindeki preiferik myelin
genleri aktivitesini arttirarak remyelizasyonu sagladigini bildirmislerdir (Makoukji vd.,
2012). Yazarlara gore lityum bu etkisini hiicre ¢ekirdeginin i¢indeki P-catenin miktarini
arttirarak gostermektedir. Lityumun SHleri tizerindeki etkisi yaninda dogrudan akson

rejenerasyonu iizerine de etkisi olabilir. Su vd. (2014) sicanlarda omuriligi ventral kok
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avillzyon yaralanmasi olusturulan sicanlarda GSK-3f aktivitesinin tetiklendigini ve
sistemik Lityum uygulamasinin bu aktiviteyi baskiladigini bildirmislerdir (Su vd., 2014).
Ayni ¢alismanin ikinci kisminda ise aviilziye olan ventral kok replante edildikten sonra
Lityum verilmesi halinde aksonal rejenerasyonun belirgin bir sekilde arttigt ndron
isaretleme ¢aligmalar1 ile gosterilmistir. Ancak sistemik Lityum uygulamasi ajanin
giivenlik smir1 genis olmasina ragmen istenmeyen etkilere neden olabilir. Baslica duygu-
durum bozukluklart tedavisinde kullanilan Lityumun sistemik olarak verilmesi merkezi
sinir sistemi belirtilerine yol agabilir. Periferik sinir yaralanmasi gibi bdlgesel ve tek uzvu
iceren yaralanmalarda lokal kullanilmasi daha uygundur. Lin ve ark. sicanlarda defektif
siyatik sinir yaralanmasi modelinde lokal olarak ¢evre kas dokulara verilen lityumun
uygun konduit ve mikrogevre kosullarinda sinerjistik etki ile SHsi ve akson fiber
dansitesini arttirdigini  gostermislerdir (Lin vd., 2013). Bu ¢alismada Lityum klorid
solusyonu 1,5 ve 2,5 mEq/kg dozunda ve 14 giin boyunca uygulanmistir. Caligmaya
yiiksek dozunun daha etkin oldugu bildirilmektedir. Ancak bu ¢alismaya bazi elestiriler
getirilebilir. Birincisi ¢alismaya sinir rejenerasyonunu olumlu etkileyen pek ¢ok degisken
dahil edilmistir. Bu durum lityumun uygulamasinin dogrudan etkinligini gosteren kanitlar
gizlemektedir. Ikincisi cevre dokuya yapilan topikal uygulama lityumun hedef dokuda
daha etkinligine ulagsmadan ¢evre dokularca emilmesi ile sonuglanabilir. Ayrica bir ajanin
topikal etkinliginin arastirildigi ¢alismalarda etken madde konduit i¢inde verilmektedir (
Azizi vd., 2012; Mohammadi vd., 2013a; Mohammadi vd., 2013b; Park vd., 2011; Mekaj
vd., 2014)

Calismamizda ise lityumun etkinligi, sinir rejenerasyonunu dogrudan etkilemeyen
ve ¢evre dokudan sinir dokusunun daha 1yi izole oldugu silikon tiip i¢inde incelenmistir.
Bu lityumun sinir rejenerasyonuna etkisini dogrudan gosterme agisindan onemlidir. Bu
sekilde 1,5 mEq derisimdeki Lityum clorid ¢ozeltisinin de sinir regenerasyonuna olumlu

etkisi oldugu gosterilmistir.

Calismanin hipotezi kurulurken lityum kloridin suda ¢6ziinen formunun uzun siire
ortamda kalamayacagi diisiiniildigi i¢in Li molekiilleri HA igerikli jel formunda bir
tasiyictya ylklenmistir. Ayrica bu jel yapisinin ekstraselliiler matriks ozelliginden de
faydalanabilecegi diisiiniilmiistir. HA'min diger c¢alismalara benzer olarak sinir

rejeneasyonuna olumlu etkisi oldugu, yeni olusan sinir dokusundaki fibrozisi azalttig1
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gosterilmesine ragmen, konduit i¢inde olusan sinir dokusu ¢api; bos silikon ve Lityum
yiiklii silikon konduitlerin i¢inde olusan sinir dokusuna gore daha ince oldugu goriilmiistiir.
Bunun sebebi ¢alisma i¢in hazirlanan HA molekiillerinin kimya laboatuarinda 6zel bir
islemle capraz bag sayisinin arttirilmast olabilir. HA'nin yikim siiresinin uzatilmasi
amaclanmistir ancak olusturulan HA molekiilii sinirin ilerlemesini kismen de olsa

engellemis olabilir. Ancak bu ayr1 arastirma konusudur.

Bu calisma kapal1 bir ortamda lityumun defektif periferik sinir yaralanmalarinda tek
basina ve HA molekiillerine yiiklenmis sekilde uygulandiginda rejenerasyonu arttirict
ozelligini gdstermesi acisindan ilk olma &zelligine sahiptir. Ileriki ¢alismalarda lityumun
sinir kaynakl1 biiylime faktorleri salinimina etkisi yaninda SHleri ve aksonal rejenerasyon

iizerindeki etkileri de arastirilacaktir.
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5. SONUC VE ONERILER

Lityum duygu- durum bozukluklar1 tedavisinde sik kullanilmasi yaninda son
yillarda diger nérodejeneratif sinir sistemi hastaliklarda etkisi ispatlanmistir. Bu ¢aligmada
genelde sistemik yolla uygulanan lityumun periferik sinir yaralanmalarinda topikal
uygulamasinin etkisi arastirilmigtir. Calismamizda lityumun sinir rejenerasyonuna olumlu
etkisi oldugu tespit edilse de calismanin molekiiler, mekanik ve ileri morfolojik

incelemelerle ortaya ¢ikacak yeni kanitlarla desteklenmesi gerekmektedir.



74

KAYNAKLAR DiZiNi

Abreu, L. B., 1997, Upper extremity nerve lesions(diagnosis, indicaitons,surgical
techniques), San Paulo Medical Journal, 115, 4, 1495-1507.

Akbay, A., 2005, Periferik sinir mikroanatomisi ve sinir kesilerinde uygulanan cerrahi
teknikler, Tiirk Norosirurji Dergisi, 15,3, s. 198-201.

Aksoy, K., 2005, Temel Norosirurji, Tiirk Norosirurji Dernegi Yayinlari, s.1262-1271.

Ansselin, A, Fink, T., Davey, D., 1998, An alternative to nerve grafts in peripheral nerve
repair: Nerve guides seeded with adult schwann cells, Acta Chururgica Austriaca,
147, 19-24.

Archibald, S. J., J. Shefner, C. Krarup and R. D. Madison, 1995, "Monkey median nerve
repaired by nerve graft or collagen nerve guide tube.”, The Journal of
Neuroscience, 15, 4109-4123.

Aston, S.J., Beasley, R.W., Thorne, C.H.M., 1997, Grabb and Smith’s Plastic Surgery,
Lippincott-Raven, p. 80.

Augistin, J.G., Purves, D., Fitzpatrick, D., Hall, W.C., Lamantia, A.S., vd., 2004,
Neuroscience 3rd edition. Sinauer Associates Inc., p.31- 198.

Azizi, S., Mohammadi, R., Amini, K., Fallah, R., 2012, Effects of topically administered
FK506 on sciatic nerve regeneration and reinnervation after vein graft repair of
short nerve gaps, Journal of Neurosurgery, 32, 5, ES

Bain, J.R., Mackinon, S.E., Hunter, D.A., 1989, Functional evaluation of complate sciatic,
peroneal, and posterior tibial nerve lesions in the rat, Plastic and Reconstructive
Surgery, 83, 129- 36.

Barcelos, A. S.,Rodrigues, A. C., Silva, M. D., Padovani, C. R., 2003, Inside-out vein graft
and inside-out artery graft in rat sciatic nerve repair, Microsurgery, 23, 66-71.

Barreiros, V. C. P., Dias, F. J., lyomasa, M. M., Coutinho-Netto, J., de Sousa, L. G.vd.,
2014, Morphological and morphometric analyses of crushed sciatic nerves after
application of a purified protein from natural latex and hyaluronic acid
hydrogel, Growth Factors, 32, 5, 164-170.

Barton, M. J., Morley, J. W., Stoodley, M. A., Lauto, A., Mahns, D. A., 2014, Nerve
repair: toward a sutureless approach, Neurosurgical Review, 37, 4, 585-595.



75

KAYNAKLAR DIiZIiNi (devam)

Battiston, B., Tos, P., Geuna, S., 2007, Alternative techniques for peripheral nerve repair:
conduits and end-to-side neurorrhaphy, Acta Neurochirurgica Supplement, 100, 43-
50.

Belkas, J., Midha, R., Shoichet, M., 2005, Peripheral nerve regeneration through a
synthetic hydrogel nerve tube, Restorative Neurology and Neuroscience, 23, 19-29.

Berg, D.K., 1984, New neuronal growth factors, Annual Review of Neuroscience, 7, 149-
70.

Biazar, E., Khorasani, M. T., Montazeri, N., Pourshamsian, K., Daliri, M., vd., 2010,
Types of neural guides and using nanotechnology for peripheral nerve
reconstruction, International Journal of Nanomedicine, 5, 839-852.

Bora, F.W., 1967, Peripheral nerve repair in cats. The fascicular stitch, The Journal of
Bone & Joint Surgery American VVolume, 49, 4, 659-666.

Bowden, R.E.M, Gutmann ,E., 1944, Denervation and re-innervation of human voluntary
muscle, Brain, 273-313.

Burnett, M., Zager, E., 2004, Pathophysiology of peripheral nerve injury: a brief review,
Neurosurgical Focus, 16, 1-7.

Camins, A., Sureda, F. X., Junyent, F., Verdaguer, S., Folch, J. vd., 2010, An overview of
investigational antiapoptotic drugs with potential application for the treatment of
neurodegenerative disorders, Expert Opinion on Investigational Drugs, 19, 5, 587-
604

Campbell, W.W., 2008, Evaluation and management of peripheral nerve injury, Clinical
Neurophysiology, 119, 1951-1965.

Carriel, V., Alaminos, M., Garzon, |, Campos, A., Cornelissen, M., 2014, Tissue
engineering of the peripheral nervous system, Expert Review of Neurotherapeutics,
14, 3, 301-318.

Chen, M. B., Zhang, F., Lineaweaver, W. C., 2006, Luminal fillers in nerve conduits for
peripheral nerve repair, Annals of Plastic Surgery, 57, 462-471.



76

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Croce, N., Mathe, A. A., Gelfo, F., Caltagirone, C., Bernardini, S., vd., 2014, Effects of
lithium and valproic acid on BDNF protein and gene expression in an in vitro
human neuron-like model of degeneration, Journal of Psychopharmacology, 28, 10,
964-972.

Dahlin, L. B., 2004, The biology of nerve injury and repair, Journal of American Society
for Surgery of the Hand., 4, 3, 143-155.

Dahlin, L. B., 2008, Techniques of peripheral nerve repair, Scandinavian Journal of
Surgery, 97, 4, 310-316.

Daly, W., Yao, L., Zeugolis, D., Windebank, A., Pandit, A., 2012, A biomaterials approach
to peripheral nerve regeneration: bridging the peripheral nerve gap and enhancing
functional recovery, Journal of the Royal Society Interface, 9, 202-221

Danyemez, M. D., Secer, H. 1., 2010, Periferik sinir yaralanmalar1 ve cerrahisi. Temel
norosirurji, Tiirk Norosirurji Dernegi Yayinlari, s.1763-1787.

Demircan, N., Zileli, M., 2008, Periferik Sinir Cerrrahisi, s.105.-107.

Deumens, R., Koopmans, G. C., Joosten, E. A., 2010a, Regeneration of descending axon
tracts after spinal cord injury, Progress in Neurobiology, 77, 57-89.

Deumens, R., Bozkurt, A., Meek, M. F., Marcus, M. A. E., Joosten, E. A. J. vd., 2010b,
Repairing injured peripheral nerves: Bridging the gap, Progress in Neurobiology,
92, 3, 245 - 276

Diniz, B. S., Machado-Vieira, R., Forlenza, O. V., 2013, Lithium and neuroprotection:
translational evidence and implications for the treatment of neuropsychiatric
disorders, Neuropsychiatric disease and treatment, 9, 493-500

Ducic, I., Fu, R., lorio, M. L., 2012, Innovative treatment of peripheral nerve injuries:
combined reconstructive concepts, Annals of Plastic Surgery, 68, 180-187.

Ducker, T. B., Kempe L.G., Hayes, G. J., 1969, The metabolic backgrund for peripheral
nerve surgery. Jounal of Neurosurgery 30, 270-80.

Einat, H., Yuan, P., Gould, T.D., Li, J., Du, J., vd., 2003, The role of the extracellular
signaling pathway in mood modulation, The Journal of Neuroscience, 23, 7311-
7316.



77

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Eppley, B. L., Woodell, J. E., Higgins, J., 2004, Platelet quantification and growth factor
analysis from platelet-rich plasma: implications for wound healing, Plastic and
Reconstructive Surgery., 114, 6, 1502-1508.

Evans, G. R. D., 2000, Challenges to nerve regeneration, Seminars in surgical oncology,
19, 3, 312-318.

Forlenza, O. V., De Paulo, V. J. R., Diniz, B. S., 2014, Neuroprotective effects of lithium:
implications for the treatment of Alzheimer’s disease and related neurodegenerative
disorders, American Chemical Society Chemical Neuroscience, 5, 6, 443-450

Frostick, S., Yin, Q., Kemp, G., 1998, Schwann cells, neurotrophic factors and peripheral
nerve regeneration, Microsurgery, 18, 397-405.

Fu, R., Tang, Y., Ling, Z. M., Li, Y.Q., Cheng, X., vd., 2014, Lithium enhances survival
and regrowth of spinal motoneurons after ventral root avulsion, BioMed Central
Neuroscience, 15, 84, 1-14.

Geuna, S., Raimondo, S., Ronchi, G., Di Scipio, F., Tos, P. vd., 2009, Chapter 3: Histology
of the Peripheral Nerve and Changes Occurring During Nerve Regeneration,
International Review of Neurobiology, 87, 27-46.

Hall S., 1997, Axonal regeneration through acellular muscle grafts, , 190, 57-71.

Hall, S. M., 1989, Regeneration in the peripheral nervous system. Neuropathology and
Applied Neurobiology., 15, 6, 513-29.

Hammonds, M. D., Shim, S. S., 2009, Effects of 4 weeks lithium and olanzapine treatment
on levels of BDNF, bcl-2 and phosphorylated CREB in the hippocampus, Basic &
Clinical Pharmacology & Toxicoloy, 105, 113-1109.

Heinrich, A., Boer, U., Tzvetkov, M., Oetjen, E., Knepel, W., 2009, Stimulation by lithium
of the interaction between the transcription factor CREB and its co-activator
TORC, Bioscience Reports, 29, 77-87.

Hu, M., Sabelman, E. E., Tsai, C., Tan, J., Hentz, V. R., 2000, Improvement of Schwann
cell attachment and proliferationon modified hyaluronic acid strands by polylysine,
Tissue Engineering, 6, 6, 585-593



78

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Huang, X., Wu, D. Y., Chen, G., Manji, H., Chen, D. F., 2003, Support of retinal ganglion
cell survival and axon regeneration by lithium through a Bcl-2-dependent
mechanism, Investigative Ophthalmology & Visual Science, 44, 1, 347-354.

Hudson, T. W., Evans, G. R. D., Schmidt, C. E., 2000, Engineering strategies for
peripheral nerve repair, Orthopedic Clinics of North America, 31, 3, 485-497.

Hung, H. A, Sun, G.,Keles, S., Svaren, J., 2015, Dynamic regulation of schwann cell
enhances after peripheral nerve injury, Journal of Biological Chemistry, 290, 11,
6937-6950.

Huseyinoglu, H., Yildinm, C.H., Sengoz, A., Ozaydin, 1., Aksoy, O., vd., 2012,
Electrophysiological Assessment of the Effects of Silicone Tubes and Hyaluronic
Acid on Nerve Regeneration in Rats with Sciatic Neurorrhaphy, Kafkas
Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Dergisi, 18, 6, 917-922.

Jahn, O., Tenzer, S., Werner, H. B., 2009, Myelin proteomics: Molecular anatomy of an
insulating sheath, Molecular Neurobiology, 40, 1, 55-72

Jessen, K. R., Mirsky, R., 2005, The origin and development of glial cells in peripheral
nerves, Nature Reviews Neuroscience, 6, 9, 671-682

Jessen, K. R., Mirsky, R., 2016, The repair Schwann cell and its function in regenerating
nerves, The Journal of Physiology, doi: 10.1113/JP270874.

Jubran, M., Widenfalk, J., 2003, Repair of peripheral nerve transections with fibrin
sealant containing neurotrophic factors, Experimental Neurology., 181, 2, 204-12.

Kandel, E. R., Schwartz, J. H., Jessell, T. M., Siegelbaum, S. A., Hudspeth, A. J., 2013,
Principles of neural sciences, McGraw Hill Book, p. 21-38

Karanth, S., Yang, G., Yeh, J., Richardson, P. M., 2006, Nature of signals that initiate the
immune response during Wallerian degeneration of peripheral nerves, Experimental
Neurology, 202, 161-166.

Kazuho, H., Masaru, K., 2002, Myelin phagocytosis by macrophages and nonmacrophages
during wallerian degeneration, Microscopy Research and Technique, 57, 541-547.



79

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Kehoe, S., Zhang, X. F.,Boyd, D., 2012, FDA approved guidance conduits and wraps for
peripheral nerve injury: a review of material of efficiancy, Injury, 43, 553-572.

Kim, Y., Haftel, V. K., Kumar, S., Bellamkonda, R. V., 2008, The role of aligned polymer
fiber-based constructs in the bridging long peripheral nerve gaps,Biomaterials,29,
21, 3117-3127.

Lee, A. C., Yu, V. M., Lowe, J. B., Brenner, M. J., Hunter, D. A., vd., 2003, Controlled
release of nerve growth factor enhances sciatic nerve regeneration, Experimental
Neurology, 184, 1, 295-303.

Leskovar, A., Moriarty, L. J., Turek, J. J., Schoenlein, I. A., Borgens, R. B., 2000, The
macrophage in acute neural injury: changes in cell numbers over time and levels of
cytokine production in mammalian central and peripheral nervous systems, Journal
of Experimental Biology, 203, 1783-1795.

Lewis, T., Pickering, G. W., Rothschild, P., 1931, Centripetal paralysis arising out
ofarrested bloodflow to the limb, Heart, 16, 1-32.

Li, Y., Rodrigues, J., Tomas, H., 2012, Injectable and biodegradable hydrogels: gelation,
biodegradation and biomedical applications, Chemical Society Reviews, 41 , 2193-
2221,

Lieberman, A. R., 1971, The axon reaction: a review of the principal features of perikaryal
responses to axon injury, International Review of Neurobiology., 14, 49-124.

Lin, Y. C., Marra, K. G., 2012, Injectable systems and implantable conduits for peripheral
nerve repair, Biomedical Materials, 7, 024102, 1-9.

Lin, Y. C., Oh, S.J., Marra, K. G., 2013, Synergistic lithium chloride and glial cell line-
derived neurotrophic factor delivery for peripheral nerve repair in a rodent sciatic
nerve injury model, Plastic and Reconstructive Surgery., 132, 2, 251e-62e.

London, C. A., Abbas, A. K., Kelso, A., 1998, Helper T cell subsets: Heterogeneity,
functions and development, Veterinary Immunology and Immunopathology, 63,
37-44.

Lundborg, G., 1987, Nerve regeneration and repair. A review. Acta Orthopaedica
Scandinavica. 58, 2, 145-69.



80

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Lundborg, G., Dahlin, L., Dohi, D., Kanje, M. and Terada, N., 1997, A new type of
"bioartificial™ nerve graft for bridging extended defects in nerves, The Jornal of
Hand Surgery British & European Volume, 22, 3, 299-303.

Madduri, S. ve Gander, B., 2010, Schwann cell delivery of neurotrophic factors for
peripheral nerve regeneration, Journal of the Peripheral Nervous System, 15, 2, 93-
103.

Maggi, S. P., Lowe, J. B., Mackinnon, S. E., 2003, Pathophysiology of nerve injury,
Clinics in Plastic Surgery, 30, 2, 109-26.

Makoukji, J., Belle, M., Meffre, D., Stassart, R., Grenier, J., vd., 2012, Lithium enhances
remyelination of peripheral nerves, Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America. 109, 10, 3973-8.

Makwana, M., Raivich, G., 2005, Molecular mechanisms in successful peripheral
regeneration, Federation of European Biochemical Societies Journal, 272, 2628-
2638.

Mathes, S. J., 2006, Plastic surgery, Philadelphia: Saunders Elsevier, p: 719-43.

Matsuyama, T., Mackay, M., Midha, R., 2000, Peripheral nerve repair and grafting
techniques: a review, Neurologia Medico Chirurgica, 40, 4, 187-99.

McCarthy, J. G., May, J. W., Litter, W. J. , 1990, Plastic surgery. Philadelphia: WB
Saunders, 630-97.

Mekaj, A. Y., Morina, A. A., Bytyqi C. I., Mekaj, Y. H., Duci, S. B., 2014, Application of
topical pharmacological agents at the site of peripheral nerve injury and methods
used for evaluating the success of the regenerative process, Journal of Orthopaedic
Surgery and Research, 9, 94

Mekaj, A. Y., Morina, A. A,, Lajqi S., Manxhuka-Kerliu, S., Kelmendi, F. M. vd., 2015,
Biomechanical properties of the sciatic nerve following repair: effects of topical
application of hyaluronic acid or tacrolimus, International Journal of Clinical and
Experimental Medicine, 8, 11, 20218-20226

Mesher, A. L., 2013. Junqueira’s Basic Histology Text and Atlas (13. Baski). Cin: The
McGraw-Hill Companies



81

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Milessi, H., 2000, Techniques for nerve grafting, Hand Clinics, 16, 73-91.

Mirajullah, M., Xinya, S., 2002, Schwann cells:Leader of nervenkitt, Journal of Ayub
Medical College Abbottabad, 14, 30-33.

Mohammad, J. A., Warnke, P. H., Pan, Y. C., Shenaq, S., 2000, Increased axonal
regeneration through a biodegradable amnionic tube nerve conduit: Effect of local
delivery and incorporation of nerve growth factor/ hyaluronic acid media, Annals of
Plastic Surgery, 44, 1, 59-64

Mohammadi, R., Azad-Tirgan, M., Amini K., 2013a, Dexamethasone topically accelerates
peripheral nerve repair and target organ reinnervation: A transected sciatic nerve
model in rat, Injury, 44, 4, 565-569

Mohammadi, R., Esmaeil-Sani, Z., Amini K., 2013b, Effect of local administration of
insulin-like growth factor I combined with inside-out artery graft on peripheral
nerve regeneration, Injury, 44, 10, 1295-1301

Napoli, I., Noon, L. A., Ribeiro, S., 2012, A central role for the erk-signaling pathway in
controlling Schwann cell plasticity and peripheral nerve regeneration in vivo,
Neuron, 73,729-42.

Nie, X., Deng, M., Yang, M., Liu, L., Zhang, Y., Wen, X, 2014, Axonal regeneration and
remyelination evaluation of chitosan/gelatin-based nerve guide combined with
transforming growth factor-betal and Schwann cells, Cell Biochemistry and
Biophysics, 68, 1, 163-172.

Niu, Y., Chen, K. C., He, T., Yu, W., Huang, S. vd., 2014, Scaffolds from block
polyurethanes based on poly(epsilon-caprolactone) (PCL) and poly(ethylene
glycol) (PEG) for peripheral nerve regeneration, Biomaterials, 35, 14, 4266-4277

Nouri, M., Rasouli, M. R., Rahimian, R., Asadi-Amoli, F., Dehpour, A. R., 2009, Lithium
improves regeneration after sciatic nerve traumatic injury in rat, Journal of
Reconstructive Microsurgery, 25, 2, 151.

Okutan, O., Solaroglu, I., 2010, TND Temel ndrosiriirji kitabi, $.91-93.



82

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Ozgenel, G.Y., 2003, Effects of hyaluronic acid on peripheral nerve scarring and
regeneration in rats, Microsurgery, 23, 6, 575-581.

Ozaydin, 1., Unsald, E., Aksoy, O., Yayla, S., Kaya, M. vd., 2014, The Effect of Silicone
Tube and Silicone Tube+ Hyaluronic Acid Application on Adhesion Formation in
Experimental Peri-and Epi-neurorrhaphy in A Rat Model, Kafkas Universitesi
Veterinerlik Fakiiltesi Dergisi, 20, 591-597.

Park, J. S., Lee, H. J., Han, C. S., Chung, D. W., Kim, G. Y., 2011, Effect of Hyaluronic
Acid-Carboxymethylcellulose Solution on Perineural Scar Formation after Sciatic
Nerve Repair in Rats, Clinics in Orthopedic Surgery, 3, 4, 315-324

Pineau, I., Lacroix, S., 2007, Proinflammatory cytokine synthesis in the injured Mouse
spinal cord: multiphasic expression pattern and identification of the cell types
involved, Journal of Comparative Neurology, 500, 267-285.

Quiroz, J. A., Machado-Vieira, R., Zarate, C. A., Manji, H. K., 2010, Novel insights into
lithium's mechanism of action: neurotrophic and neuroprotective effects,
Neuropsychobiology, 62, 50-60.

Raimondo, S., Fornaro, M., Tos, P., Battiston, B., Giacobini-Robecchi, M. G. vd., 2011,
Perspectives in regeneration and tissue engineering of peripheral nerves, Annals of
Anatomy - Anatomischer Anzeiger, 193, 4, 334-340

Rhoades, R. A., Bell, D. R., 2009, Medical Physiology: Principles for Clinical Medicine,
Lippincott Williams and Wilkins, p.108-118.

Richardson, P. M., McGuinnes, U. M., Aguayo, A. J., 1980, Axons from CNS neurons
regenerate into PNS grafts, Nature, 284, 264-265.

Richardson, W. D., Jessen, K. R., 2001, Glial cell development, Oxford University Press,
299-330.

Robinson, L. R., 2000, Traumatic injury to peripheral nerves. Muscle Nerve, 23, 863- 73.

Ross, M., Pawlina, W., 2006, Histology:A text and atlas, Lippincott Williams & Wilkins,

Rowe, M. K., Chuang, D. M. 2004. “Lithium neuroprotection: molecular mechanisms and
clinical implications”, Expert Reviews in Molecular Medicine, 6, 1-18.



83

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Schmidt, C. E., Leach, J. B. 2003. “Neural tissue engineering: strategies for repair and
regeneration” Annual Review of Biomedical Engineering, 5, 293-347.

Schuettauf, F., Rejdak, R., Thaler, S., Bolz, S., Lehaci, C. vd., 2006, Citicoline and lithium
rescue retinal ganglion cells following partial optic nerve crush in the
rat, Experimental Eye Research, 83, 5, 1128-1134.

Sedaghati, T., Jell, G., Seifalian, A. M., 2014, Nerve regeneration and
bioengineering, Regenerative Medicine Applications in Organ Transplantation,
799-810.

Shim, S. S., Hammonds, M. D, Mervis, R. F. 2013. “Four weeks lithium treatment alters
neuronal dendrites in the rat hippocampus”, International Journal of
Neuropsychopharmacology, 16(6), 1373-1382.

Siebert, H., Bruck, W., 2003, The role of cytokines and adhesion molecules in axon
degeneration after peripheral nerve axotomy: a study in different knockout mice,
Brain Res, 960, 152-156.

So, K. F.,, Xu, X. M., 2015, Neural Regeneration, Science Press Beijing, s. 82.

Stoll, G., Jander, S., Myers, R. R., 2002, Degeneration and regeneration of the peripheral
nervous system: from Augustus Waller’s observations to neuroinflammation,
Journal of Peripheral Nervous System, 7, 13-27.

Strauch, B., Ferder. M., Lovelle-Allen, S., Moore, K., Kim, D. J., vd., 1996, Determining
the maximal length of a vein conduit used as an interposition graft for nerve
regeneration, Journal of Reconstrive Microsurgery, 12, 521-527.

Stubgen, J. P., 2008, Tumor necrosis factor-alpha antagonists and neuropathy, Muscle
Nerve 37, 281-292.

Su, H., Yuan, Q., Qin, D., Yang, X., Wong, W. M. vd., 2014, Lithium enhances axonal
regeneration in peripheral nerve by inhibiting glycogen synthase kinase 3beta
activation. BioMed Research International, 658753.

Sufan, W., Suzuki, Y., Tanihara, M.,Ohniski, K.Endo, K. vd., 2001, Sciatic nerve
regeneration through alginate with tubulation or nontubulation repair in cat,
Journal of Neurotrauma, 18, 3, 329-338.



84

KAYNAKLAR DIiZIiNi (devam)

Susuki, K., Raphael, A. R., Ogawa, Y., Stankewich, M. C., Peles, E. vd., 2011, Schwann
cell spectrins modulate peripheral nerve myelination, Proceedings of the National
Academy of Sciences, 108, 19, 8009 - 8014.

Sunderland, S., 1991, Nerve injuries and their repair: A critical appraisal, Melbourne.
Churchill Livingstone,

Takemura, Y., Imai, S., Kojima, H., Katagi, M., Yamakawa, I. vd., 2012, Brain-derived
neurotrophic factor from bone marrow-derived cells promotes post-injury repair of
peripheral nerve, Plos-One, 7, 9, e44592

Terenghi, G., 1999, Peripheral nerve regeneration and neurotrophic factors. Journal of
Anatomy, 194( Pt 1), 1-14.

Quiroz, J. A., Gould, T. D., Manji, H. K., 2004, Molecular effect of lithium, Molecular
Interventions, 4, 5, 259-272

Vajero, A., Meek, M. .F., Ferreira, A. .J., 2001, Functional evaluation of peripheral nerve
regeneration in the rat: walking track analysis, Journal of Neuroscince Methods,
108, 1-9.

Vekris, M., Soucacos, P., 2006, Update on peripheral nerve microsurgery, Microsurgery,
26, 216-217.

Wakatsuki, S.,Araki, T., Sehara-Fujisawa, A., 2014, Neurogilin-1/glial growth factor
stimulates Schwann cell migration bu inducing o5 1 integrin-ErbB2- focal
adhesion kinase complx formation, Genes Cells, 19, 1, 66-77.

Wang, S., Cai, L. 2010. “Polymers for Fabricating Nerve Conduits”, International Journal
of Polymer Science, 2010, 1-20.

Weber, A., Breidenback, W. C., Brown, R. E., Jabaley, M. E., Mass, D. P., 2000, A
randomized prospective study of polyglycolic acid conduits for digital nerve
reconstraction in humans, Plastic and Reconstructive Surgery, 106, 1036-1045.

Whitworth, I. H., Brown, R. A, Dore, C. J. , Anand, P., Green, C. J. vd., 1996, Nerve
growth factor enhances nerve regeneration through fibronectin grafts, The Journal
of Hand Surgery: British &European VVolume, 21, 4, 514-22.

Wilgis, E. F. S., 1982, Nerve repair and grafting, Churchill Livingstone, s. 915-38.



85

KAYNAKLAR DiZiNi (devam)

Winograd, J. M., Mackinnon, S. E., 2006, Peripheral nerve injuries: Repair and
reconstruction, Philadelphia: Saunders Elsevier, p.47-514.

Woodhoo, A. ve Sommer L., 2008, Development of the Schwann cell lineage: From the
neural crest to the myelinated nerve, Glia, 56, 14, 1481-1490.

Wu, F., Xing, D., Peng, Z., Rao, T., 2008, Enhanced rat sciatic nerve regeneration through
silicon tubes implanted with valproic acid, Journal of Reconstructive
Microsurgery, 24, 267-276.

Yang, Y., Chen, X., Ding, F., Zhang, P., Liu, J., vd., 2007, Biocompatability evaluation of
silk fibroin with peripheral nerve tissues and cells in vitro, Biomaterials, 28, 9,
1643-1652.

Yin, Q., Kemp, G. J., Frostick, S. P., 1998, Neurotrophins, neurons and peripheral nerve
regeneration, The Journal of Hand Surgery: British&European Volume, 23, 4, 433-
7.

Zhang, H., Wei, Y. T., Tsang, K. S., Sun, C. R., Li, J. vd., 2008, Implantation of neural
stem cells embedded in hyaluronic acid and collagen composite conduit promotes
regeneration in a rabbit facial nerve injury model, Journal of translational medicine,
6, 67

Zor, F., Deveci, M., Kilic, A., Ozdag, M. F., Kurt, B. vd., 2014. “Effect of VEGF gene
therapy and hyaluronic acid film sheath on peripheral nerve regeneration”,
Microsurgery, 34, 209-216.



