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OZET

Periferik sinir yaralanmalar1 sik goriilen; etkilenen hasta grubunda, duyusal ve
motor fonksiyonlarda kayba neden olabilen bir durumdur. Kusursuz yapilan cerrahiler
sonrasinda bile motor ve duyusal fonksiyonlarda tatmin edici sonuc¢lara ulasilamayabilir.
Periferik sinir yaralanmalarmin tam olarak iyilesmemesi genellikle etkilenen uzuvlarda
uyusma, kronik agri1, duyusal ve/veya motor fonksiyonlarda azalma gibi bircok olumsuz
sonuca yol agmakta ve bu nedenlerle periferik sinir yaralanmalar1 diinya ¢apinda bir klinik
sorun teskil etmektedir. Tam anlamiyla basarili olarak uygulanabilecek farmakolojik
ajanin bulunmasi i¢in giincel aragtirmalar bu yone dogru evrilmistir. Bu arastirmalardan bir
tanesi de nanoteknoloji ve bu yontemle uretilen nanomateryallerdir. Calismamizda
periferik sinir rejenerasyonuna farkli mekanizmalar {izerinden katki1 yapan metilkobalamin
ve takrolimus iceren nanofiber sinir sargilarmin etkilerinin karsilastirilagtiriimasi

amaglanmistir.

Her grupta 8’er adet sican olacak sekilde 6 grup olusturularak islemler
gergeklestirildi. Tiim gruplarda anestezi altinda siganlarin sol siyatik siniri dorsal yaklagim
ile eksplore edildi ve Grup 1 hari¢ diger tiim gruplarda sol siyatik trifurkasyonunun 1 ¢cm
proximalinde mikroskop altinda mikromakas ile tam kat diiz kesi yapildi. Kesi sonras1 ayni
seansta siyatik sinir 9/0 nylon dikisler ile epindral onarim yapilarak koaptasyon saglandi.
Grup 2 icin sadece epindral onarim yapildi. Grup 3 i¢in epindral onarim hatt1 etrafina
elektro-egirme yontemi ile tiretilen PCL sinir sargisi sarildi. Grup 4 igin epindral onarim
hatt1 etrafina igerisinde Metilkobalamin bulunan, Grup 5 i¢in Takrolimus bulunduran, Grup
6 icin hem Metilkobalamin hem de Takrolimus bulunduran PCL nanofiber sinir sargilari
sarildi. Siganlar 8 hafta siire ile takip edildi. Siganlar sakrifiye edilmeden 6nce fonksiyonel
degerlendirme igin yiirlime testi ve elektrofizyolojik degerlendirmeler yapildi.
Sakrifikasyon anestezi altinda gergeklestirildikten sonra sol siyatik sinirden 6rnek alinarak
histopatolojik inceleme yapildi. Bilateral gastroknemius kaslar1 origo-insersiyolarindan
ayrilarak hassas laboratuvar terazisi agirliklar1 6l¢iildii ve gastroknemius kas agirlik indeksi

hesaplandi.



8. hafta sonunda yapilan degerlendirmelerde siyatik sinirde tam kat kesi yapilarak
cerrahi islem uygulanan gruplar arasinda en iyi SFI degeri Grup 4’te bulundu. Siyatik
sinirde tam kat kesi yapilarak cerrahi islem uygulanan gruplar arasinda sham grubuna en
yakin, en iyi gastroknemius kas agirlik indeksi degerleri Grup 4 ve 5 ’te bulundu. Grup 4
ve 5 arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0.600). Grup 1’den Grup 6’ya
sirastyla ortalama latans siireleri; 1,42+0,13 , 2,15+0,47 , 1,83+0,22 ,1,634+0,22 , 1,74+0,25
, 1,824£0,16 ms olarak bulundu. Grup 1’den Grup 6’ya sirasiyla ortalama amplitiid
degerleri; 11,91+2,30 , 3,59+0,76 , 4,86+3,71 , 9,27+£2,41 , 7,75£2,51 , 5,62+3,37 mV
olarak bulundu. Histopatolojik degerlendirmede ortalama fibrozis degeri Grup 5°te en
diisiik olarak bulundu. Inflamasyona bakildiginda Grup 5 ve 6’da diger gruplara gére daha
az inflamasyon goruldd. Grup 4 ve 5°te aksonal dejenerasyon derecesi %50’den fazla olan
sican goriilmedi. Ortalama vaskiilarizasyon degerinin en yiiksek Grup 3’te oldugu ve Grup
4,5 ve 6’min da benzer vaskiilarizasyon degerlerine sahip oldugu gériildii. Gruplar mm?
‘deki aksonal yogunluk agisindan karsilastirildiginda en fazla ortalama akson sayisinin
Grup 5’te oldugu goriildii. Fasikiiler organizasyon bozuklugunun siyatik sinire tam kat kesi
yapilarak cerrahi islem uygulanan gruplar arasinda en az Grup 4’te oldugu goriildii. Grup

4’te %50 fazla fasikiiler organizasyon bozuklugu bulunan sigan goériilmedi.

Sonu¢ olarak hem metilkobalamin hem takrolimus iceren nanofiber sinir
sargilarinin ayr1 ayr1 kullanildiginda fonksiyonel ve histopatolojik olarak sinir
rejenerasyonuna olumlu katkida bulundugu goriildii. Iki ajan fonksiyonel ve histopatolojik
olarak karsilastirildiginda sinir rejenerasyonu acgisindan birbirlerine belirgin iistliinligii
olmadig1r goriildii. Metilkobalamin ve takrolimusun birlikte kullaniminin  sinir
rejenerasyonu lizerinde sinerjistik bir etki yaratmadigi ve sinir iyilesmesi i¢in olumlu

katkilar1 bulunmasina karsin istatistiksel olarak anlamli fark olusturmadigi1 gézlemlendi.

AnahtarKelimeler:metilkobalamin,nanofiber, periferik sinir rejenerasyonu
polikaprolakton,sinir sargisi,takrolimus



ABSTRACT

Peripheral nerve injuries are common and can cause loss of sensory and motor
functions in the affected patient group. Even after successful surgeries, satisfactory results
in motor and sensory functions may not be achieved. Incomplete healing of peripheral
nerve injuries often leads to many adverse consequences such as numbness, chronic pain,
and decreased sensory and/or motor function in the affected limbs, and for these reasons,
peripheral nerve injuries constitute a worldwide clinical problem. Current research has
evolved in this direction in order to find a pharmacological agent that can be successfully
administered. One of these researches is nanotechnology and nanomaterials produced with
this method. In our study, we aimed to compare the effects of nanofiber nerve wraps
containing methylcobalamin and tacrolimus, which contribute to peripheral nerve

regeneration through different mechanisms.

Six groups were constituted with 8 rats in each group and the studies were
performed. The left sciatic nerve of rats was explored by dorsal approach under anesthesia
in all groups. In all groups except Group 1, a full-thickness straight transection was
performed with micro scissors 1 cm proximal to the left sciatic trifurcation under the
microscope. After the transection, epineural repair of the sciatic nerve was performed with
9/0 nylon sutures in the same session and coaptation was achieved. For Group 2, only
epineural repair was performed. For group 3, PCL nerve wrap produced by electro-
spinning method was wrapped around the epineural repair site. PCL nanofiber nerve wraps
containing Methylcobalamin for Group 4, Tacrolimus for Group 5 and both
Methylcobalamin and Tacrolimus for Group 6 were wrapped around the epineural repair
site. The rats were followed up for 8 weeks. Before the rats were sacrificed, walking track
test and electrophysiologic evaluations were performed for functional assessment. After
sacrification under anesthesia, the left sciatic nerve was sampled for histopathological
examination. Bilateral gastrocnemius muscles were separated from their origo-insertions
and weights were measured on a sensitive laboratory scale and gastrocnemius muscle

weight index was calculated.

Vi



At the end of the 8th week, the best SFI value was found in Group 4 among the
groups that underwent surgical procedure with a full-thickness transection of the sciatic
nerve. The highest and best gastrocnemius muscle weight index values were found in
Groups 4 and 5, which were closest to the sham group among the groups that underwent
surgical procedure by making a full-thickness transection in the sciatic nerve. There was no
statistically significant difference between Groups 4 and 5 (p=0.600). The mean latency
periods from Group 1 to Group 6 were 1.42+0.13, 2.15+0.47, 1.83+0.22, 1.63%0.22,
1.74+0.25, 1.82+0.16 ms, respectively. The mean amplitude values from Group 1 to Group
6 were 11.91+2.30, 3.59+0.76, 4.86+3.71, 9.27+2.41, 7.75£2.51, 5.62+3.37 mV,
respectively. In histopathological assessment, the mean fibrosis value was found to be the
lowest in Group 5. When inflammation was evaluated, less inflammation was observed in
Groups 5 and 6 compared to the other groups. In Groups 4 and 5, there were no rats with
more than 50% axonal degeneration. Group 3 had the highest mean vascularization value
and Groups 4, 5 and 6 had similar vascularization values. When the groups were compared
in terms of axonal density per mm? , the highest mean axon number was seen in Group 5.
Fascicular disorganisation was found to be the least in Group 4 of the groups that
underwent surgery with full-thickness transection of the sciatic nerve. In group 4, there

were no rats with more than 50% fascicular disorganisation.

In conclusion, nanofiber nerve wraps containing either methylcobalamin or
tacrolimus contributed favorably to nerve regeneration functionally and histopathologically
when used separately. When the two agents were compared functionally and
histopathologically, no significant superiority was observed in terms of nerve regeneration.
It was observed that the combined use of methylcobalamin and tacrolimus did not have a
synergistic effect on nerve regeneration and did not result in a statistically significant

difference, although there were positive contributions to nerve regeneration.

Keywords:methylcobalamin,nanofiber,nerve wrap,peripheral nerve regeneration
,polycaprolactone,tacrolimus
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1. GIRIS

Periferik sinir yaralanmalar1 sik goriilen; etkilenen hasta grubunda, duyusal ve
motor fonksiyonlarda kayba neden olabilen bir durumdur. Periferik sinir yaralanmalarinda
en sik sebep travma olmakla birlikte enfeksiyon,iskemi,iyonize radyasyon,eksternal
kompresyon,zor dogum,inflamasyon gibi durumlar diger yaralanma nedenleri olarak
gosterilebilir. Periferik sinir yaralanmasi multitravma hastalarinda %2.8’lik insidansa

sahiptir (1,2).

Periferik sinirde travma sonrasi birgok morfolojik, metabolik ve patofizyolojik
degisiklik meydana gelmektedir. Bu degisiklikler yalnizca hasar bolgesinde degil, sinir
govdesinde, hasarin proksimal ve distalindeki segmentlerde, sinir lifinin sonlandigi
noromuskiiler kavsak veya duyu reseptorlerinde de goriilmektedir (3). Periferik bir sinirde
lyilesme siireci rejenere olmus aksonlarin periferdeki hedef organlarla fonksiyonel baglanti
kurmasi ile sonlanmaktadir. Schwann hiicreleri rejenerasyon safhasinda onemli bir yer
tutmaktadirlar. Her ne kadar yaralanan periferik sinirlerin rejenerasyon kapasitesi olsa da ,
aksonal rejenerasyon 1-3 mm/gun olarak yavas ilerlemektedir (4). Bu nedenle yaralanma

hedef organa uzak oldugunda fonksiyonel sonuglar zayif olmaktadir (5).

Mikrocerrahi yontemlerindeki gelismeler ve ndrobiyolojik arastirmalara ragmen;
sinir uglar1 arasinda kii¢iik defekt oldugunda veya keskin cisimle meydana gelen siddetli
ndrotmeziste mikrosuturlarla yapilan epindral sinir onarimi halen altin standart olarak
kabul edilmektedir (6). Kusursuz yapilan cerrahiler sonrasinda bile motor ve duyusal
fonksiyonlarda tatmin edici sonuglara ulasilamayabilir. Periferik sinir yaralanmalarinda
tam anlamiyla basarili olarak uygulanabilecek farmakolojik ajanin bulunmasi i¢in giincel
arastirmalar bu yone dogru evrilmistir. Bu arastirmalardan bir tanesi de nanoteknoloji ve
bu yontemle 0retilen nanomateryallerdir.  Nanoteknoloji son yillarda periferik sinir
rejenerasyonunda Onemli rol oynamakta olup nanofiberlerin aksonal biiylimeye katki

saglayabilecegi gosterilmistir (7).



Polikaprolakton (PCL) biyobozunur polimerlerden biridir. Bu polimerlerden
elektro-egirme yontemiyle iiretilen nanofiberler 6zellikle nanofiber yapili doku iskeleleri
olarak siklikla kullanilmaktadir. PCL kabul edilebilir mekanik mukavemeti olan, kolay
polimer islenebilirlige ve kontrol edilebilir bozulma oranima sahip biyobozunur sentetik bir
polimerdir. Polikaprolakton (PCL) nanofiberler diger materyallere gore avantajli olup
biyouyumlu, biyobozunur ve Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA)
onaylidir (8).

Metilkobalamin bir vitamin B12 analogu olup, sinir rejenerasyonuna ve
fonksiyonel iyilesmeye katki sagladigi bildirilmistir (9). Takrolimus’un (FK506) lokal
kullanimda sistemik yan etkilerden kagmarak fonksiyonel sinir rejenerasyonunu artiran

etkilere sahip oldugu bildirilmistir (10).

Literatiirde son yillarda nanoteknoloji ile Uretilen  nanomateryallerin  sinir
iyilesmesine etkilerini arastiran ¢alismalarmn sayis1 artmaya baslamistir. Metilkobalamin ve
takrolimusun sinir rejenerasyonuna yaptigi etkiler farkli caligmalarda degerlendirilmesine
karsin polikaprolakton polimer iizerine eklenerek birlikte kullaniminin ve ayr1 ayri
kullanilarak fonksiyonel, histopatolojik, elektrofizyolojik etkilerinin karsilastirildig:
caligmaya literatiirde rastlamadik. Calismamizda periferik sinir rejenerasyonuna farkli
mekanizmalar tizerinden katki yapan metilkobalamin ve takrolimus iceren nanofiberlerin

etkilerinin karsilastirilastirilmas1 amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sinir Sistemi

Sinir sistemi merkezi ve periferik olmak iizere iki kisimdan olusmaktadir. Merkezi
sinir sistemi (MSS) , beyin ve medulla spinalisten olusurken; bu kisimlar disindaki biitiin
sinir hiicreleri ve uzantilar1 periferik sinir sistemine dahil edilmektedir. Merkezi sinir
sistemi duyusal bilgilerin alinmasi, islenmesi ve yanitlanmasindan sorumludur (11). Ayni
zamanda organlarimiz arasindaki koordinasyonun saglanmasi, istemli ve istemsiz
hareketlerin yapilmasi i¢in gerekli uyarilarin verildigi; zeka, hafiza, 6grenme ve emosyonel

fonksiyonlarimn diizenlendigi merkezdir (12).

2.2. Periferik Sinir Sistemi (PSS)

Periferik sinir sistemini; periferik sinirler, gangliyonlar ve serbest sinir sonlanmalar1
olusturur. Periferik sinirler uyarilar1 periferden MSS'ne, MSS'den ise perifere tasirken
hedef organlar ile merkezi sinir sistemi arasinda ¢ift yonlii uyar1 iletimini saglarlar (13).
Embriyolojik olarak PSS ektodermden gelisir. Gelisimin 4. haftasinda néroektoderm iginde
noral krest gelisir ve bu yap1 mezoderm i¢ine go¢ eder. Schwann hiicreleri ve diger

noroblastik hiicrelerinin gelisimi burada baslar (14).

2.2.1. Periferik Sinir Anatomi ve Histolojisi

Duyu, motor ve otonom olmak {izere 3 tip periferik sinir vardir. Duyusal sinir
lifleri medulla spinalisin arka koklerinden, motor sinir lifleri ise medulla spinalisin 6n
koklerinden ¢ikarlar (15).(Sekil 1) Afferent liflerle alinan duyu mesajlar1 arka kok
gangliyonlarma, oradan da arka boynuza gelir ve motor iletiler omurilik 6n boynuz

hlcrelerinden perifere uzanarak iletilirler (13).



Posterior primary ramus
(to back of neck and trunk)

Peripheral

Spinal cord
nerve

Anterior primary ramus
(to limbs; anterior and lateral trunk)
Neuromuscular junction

= Motor
Sensory

Muscular fiber

Sekil 1. Periferik Sinir Anatomisi Sematik Cizim (Illustration by David Schumick, BS, CMI. Reprinted with
the permission of the Cleveland Clinic Center for Medical Art & Photography © 2009)

Noronlar ve ndroglial hicreler sinir sisteminin ana hicreleridir. Noronlar;
dendritler, hiicre govdesi (perikaryon) ve akson olmak iizere 3 boliimden olusurlar
(16).(Sekil 2) Reseptor gorevi goren dendritler birbiri ile baglant1 saglarken, c¢evre ile
iletisimi saglayan uzantilar aksonlardir. Genellikle sinir hiicresinin birgok dendriti varken

bir tane aksonu olur.

Aksonlar myelinli veya myelinsiz olabilirler. Schwann hiicreleri noral krest kokenli
hiicrelerdir ve aksonun c¢evresinde myelin kilifin olusumundan sorumludur. Schwann
hiicreleri elektrik yalitimini saglarlar, aksonlarin yeniden biyimesi icin rehberlik ederler,
periferik sinir sisteminde olusan artiklar1 temizlerler. Myelinsiz aksonlar schwann hiicre
membranlarinin invajinasyonlariyla parsiyel olarak sarilmis iken myelinli aksonlar, spiral
sekilde diizenlenmis schwann hiicre membranlarmin konsantrik sekilde kompakt hal
almasi ile olugsmaktadir. Myelin Ortiileri arasinda bulunan ranvier diiglimlerine kadar olan
akson kisminda iletim iyon akisi ile saglanirken; diiglimler seviyesinde bu iyon akisi,
elektriksel aksiyon potansiyeline déniiserek ilerler. letim bu bolgelerde “atlayicr” sekilde
ilerlemektedir. Bu sebeplerle insanlarda myelinli genis capli bir sinir hiicresinde ileti hiz1

73 m/sn yi bulurken, myelinsiz hiicrelerde bu hiz 0.5 m/sn ye kadar diismektedir (17).
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Sekil 2. Standart ndron yapisi

Hiicre govdesi sinir liflerinin devamliligini, beslenmesini ve korunmasini saglayan,
noronda metabolik olaylarin gergeklestigi kisimdwr. Niikleus, niikleolus ve Nissl
cisimcikleri gévdede yer alir. Nissl cisimcikleri sinirde rejenerasyon zamani artig gosterir.
Aksonlar yiiksek fosfolipit 6zellige sahip li¢ kath aksolemmayla cevrili olan ve néronun
govdesinden c¢ikan lifsi uzantilardir. Sinirsel uyariyr aksiyon potansiyeli olarak hedef

organa tagirlar (18).

Noronlarin sekli ve boyutu islevine gore degisir. Bazilar1 iletiyi beyne veya
omurilige tasir. Bazilar1 ise tam tersini yapar. Noronlar sekillerine gére unipolar, bipolar ve

multipolar olmak tizere 3 grupta degerlendirilir (16).(Sekil 3.)
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Sekil 3. Noronlarm sekillerine gore siniflandirilmasi



Bir akson ve birden ¢ok dendriti olan néronlara multipolar néron, bir akson ve bir
dentriti olan ndronlara bipolar néron, tek bir uzantis1 olan ndronlara unipolar ndron
(pseddounipolar néron) denir. Unipolar ndronlarin perikaryonundan ¢ikan tek uzanti bir
stire sonra T veya Y seklinde dallanarak ikiye ayrilir. Bu nedenle literatiirde daha ¢ok

psodounipolar olarak isimlendirilmektedir (12).

Periferik sinirlerin transvers kesiti incelendiginde birbirinden ayr1 olarak siniri
saran destek bag dokusu yapilarnin oldugu goriilmektedir. Endondryum, perinéryum,
epindéryum yapilart santralden perifere dogru sinir kilifin1 ¢evreleyen yapilardir (19).(Sekil

4.)
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Sekil 4. Periferik sinir yapisi

Endondryum: Endondryum, Schwann hiicresi ve miyelin kilifiyla birlikte aksonu
cevreleyen, hassas bir fibroz doku ortiisiidiir. Endondéryum gevsek kollajendz matriksle
genis ekstraseliiler bosluklardan olusmaktadir. Perinéryumdan farkli olarak daha gevsek,
yumusak ve siki olmayan bag dokudan zengin olup viicut hareketleri sirasinda sinirin

kaygan bir ortam igerisinde uygun ekskiirsiyonu saglamasima yardimci olmaktadir (19).

Perinbryum: Ayni hedefe yonelen aksonlar birleserek fasikiilleri olustururlar.
Fasikiiler gruplar1 saran konnektif doku ise perindryumdur. Endonéral ortamin korunmasi
ve regiilasyonunu saglamak icin kan sinir bariyeri gorevi de olan perindryum, c¢ok kath

tabakas1 sayesinde mekanik bariyer olarak koruma gorevi de vardir (20).



Epindéryum: Sinir bag dokusunun en dig tabakasi olan epindryum yogun diizensiz
bag dokusu, kollejen (tip 1ve tip 3), elastik lifler ve yag dokusundan olusur. Fasikiillerin
etrafin1 gevreleyerek birarada olmalarin1 saglamakla birlikte beslenme ve zarar verecek
etkenlere karst koruma ozelligi vardir (21). Embriyolojik olarak mezodermden gelisen
epindryum insan viicudunda sinir paketinin total kesit alaninin yaklasik % 30-70 kismin1
olusturmaktadir. Genel kural olarak, bir sinir ne kadar ¢ok fasikiil igerirse ¢evresinde 0
kadar kalin epindrylim barindirir. Periferik sinirlerdeki epinoral tabaka miktar1 bireysel
farkliliklar gostermekte olup sinirin anatomik lokalizasyonu ve sorumlu oldugu is ytikiine

gore de degismektedir (22).

2.3. Periferik Sinir Yaralanmalari

Periferik sinirde travma sonrasi birgok morfolojik, metabolik ve patofizyolojik
degisiklik meydana gelmektedir. Bu degisiklikler yalnizca hasar bdlgesinde degil, sinir
govdesinde, hasarin proksimal ve distalindeki segmentlerde, sinir lifinin sonlandigi
noromuskiiler kavsak veya duyu reseptorlerinde de goriilmektedir.(Sekil 5.) Noronlarin
bolinme yetenekleri yoktur. Noronlarin aksine; periferik sinir sisteminde yer alan
Schwann hiicreleri ile gangliyonlardaki satellit hiicrelerin béliinme yetenekleri vardir. Bir

sinirin aksonu kesildiginde; 6nce dejenerasyon, sonrasinda ise rejenerasyon meydana gelir
(12).

Hasarlanma sonrasinda sinir govdesinde meydana gelen degisiklikler yaklagik ilk 6
saat icerisinde baslar, 14-21. Giinlerde tepe noktasina ulasir. Oncelikle gévdede hacimce
artis olur. Ardindan hiicre c¢ekirdeginde perifere dogru kayma meydana gelir, graniilli
endoplazmik retikulum ve Nissl cisimcikleri kaybolarak kromatoliz ad1 verilen sitoplazmik

degisiklikler hasarlanmaya sekonder gerceklesir (23).

Hasarlanmanin ardindan hiicrede meydana gelen degisiklikler hasarin hangi
siddette meydana geldigi ve hasarlanmanin hiicre gdvdesine olan mesafesi ile iliskilidir.
Hasar sonrasinda kromatoliz ve hiicre tamir mekanizmalar1 baglasa bile stire¢ hiicre 6limii
ile sonuglanabilir (24). Bu noral kayip motor noronlarda duyu noéronlarma gore daha az
olur(25). Sinir hasarinin oldugu bolgenin sinir gdvdesine uzaklig ile sinir rejenerasyon hizi
ters orantilidir. Yani proksimalden distale ilerledik¢e rejenerasyon hizi azalir, yaralanma

govdeden uzaklastik¢a hiicrenin hayatta kalma ihtimali artar (26).



Proksimal segmentte aksonlar yaralanma sahasinin bir miktar daha gerisinden
dejenere oldugu icin mevcut alanda sadece endondoral tiipler (Schwann hiicrelerinin bazal
laminasi1) bos silindir seklinde kalmaktadir. Lezyonun ciddiyetine bagli olarak proksimal
segmentte ortaya ¢ikan bu retrograd dejenerasyon bir veya daha fazla sayida internodal
segment icerebilir (27). Hasar sonrasi 24 saatlik siirenin ardindan proksimal ugta kollateral
ve terminal tomurcuklanma olusumu baslar. Bu tomurcuklarin ranvier diiglimiinden koken
alanina kollateral, proksimal aksonal ugtan kdken alana terminal tomurcuk denir ve bu
tomurcuklar antegrad ilerleme gosterirler. Tomurcugun ug¢ kismina biliylime konisi,
kendisine de rejenerasyon tomurcugu denir (28). Tomurcuklarin u¢ bolimleri (biiylime
konisi), mitokondri, lizozom ve diiz endoplazmik retikulum gibi yapilardan zengindir. Bu
tomurcuklarin hareket 6zelligi de vardir. Schwann hiicresindeki fibronektin ve laminine

olan afiniteleri bitylime tomurcuklarinda bliyiime yoninu belirlerler (29).

Distalde yer alan sinir segmentinde Wallerian dejenerasyon olarak adlandirilan
hiicresel dejeneratif degisiklikler meydana gelir. Bu sayede akson ve miyelin kaynakli
maddeler ortamdan uzaklastirilir, yenilenen aksonun biiyiimesi igin ¢evresel sartlar olmasi
gerecken uygun hale gelmis olur (30). Rejenere olan lifler hem doku hem de son organ

seciciligi gostermektedir. Bu siirece norotropizm denir.

Sinir liflerinin diger dokular yerine sinire dogru biiyiiyebilmesi i¢in distal par¢anin etki
gosterebilecegi kritik aralik mesafesi 6nem arz etmektedir. Distal sinir segmentinde Schwann
hiicreleri, fibroblastlar, miyositler ve hasarli aksonlar belirli yogunluk ve zamanlarda bir dizi
norotrofik faktor ekspresyonu yaparlar. Norotrofinler sinir liflerinin  uzamasmi ve
olgunlagsmasimi saglarlar (31,32). Schwann hicre proliferasyonunu tetikleyen 6nemli
etkenlerden birisi akson- Schwann iletisiminin ortadan kalkmasidir. Schwann hiicreleri NGF

gibi ¢esitli norotrofik faktorlerin tiretimini arttirmaktadir (33).

Schwann hiicreleri ¢ogalarak hiicre siitunlar1 olusturmaya baslarlar. Bu siitunlar
akson uzamasma yol gosterici islev iistlenir. Akson biiylir ve dallanarak, Schwann
hiicrelerinin olusturdugu stitunlar dogrultusunda ilerleyerek birka¢ filaman olusturur.
Yalnizca bu siitunlara girebilen lifler bliylimeye devam edip efektdr organa ulasabilir.
Rejenerasyonun islevsel olmasi i¢in liflerin dogru yere yonelmesi gerekmektedir. Bununla
birlikte miks tip sinirlerde rejenere olan duyusal sinirler motor son plaga yonelirse islev

geri donmeyecektir (34).



Norojenerasyonun basarili olmasi bosluk mesafesi, Wallerian dejenerasyonu,
norotrofizm 6zgilliigli, ortamdaki debrislerin temizlenme hizi ve son organ canlilig1 gibi
faktorlere baghdir. Bosluk mesafesi artmasi ile rejenerasyon hizi azalacaktir ve bu lokal bir
ndroma olugmasina neden olabilir. Ortamdaki debrislerin temizlenmemesi fibrozise yol

acarak hedef organa ulagsmay1 engelleyebilir (35).

Reinervasyon ile fonksiyonel iyilesme es anlamli degildir. Iletim tam olarak
saglansa bile saglikli olmayan bir hedef organ varliginda fonksiyonel sonug elde edilemez.
Klinik olarak rejenerasyonu Tinel testi ile degerlendirmek miimkiindiir. Tinel isaretinin
hareket hizi yaklasik olarak 1 ila 2 mm/giin'diir. Tinel isaretinin konumunun zamanla

ilerlememesi, muhtemelen sinir rejenerasyonunun engellendigini gosterir (36).
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Sekil 5. Periferik sinir dejenerasyonu ve rejenerasyonu sematik ¢izim (37)



2.3.1. Periferik Sinir Yaralanmalar1 Simiflandirmasi

Periferik sinir lezyonlarinda siiflandirilma sinir liflerinde ve trunkuslarda olan yapisal
veya fonksiyonel degisikliklere gore degerlendirilebilir. Mekanik iletim blogunda kompresyon
gibi lokal intrandral mikrosirkiilasyon blogu varsa metabolik (fizyolojik) iletim blogundan s6z
edilir. Bu durumda yapisal olarak sinir saglam olsa bile impuls iletiminde sorun olusur.
Beslenmedeki eksiklige bagli bir iletim bozuklugu olan metabolik iletim bozuklugu,
kompresyonun ortadan kaldirilmas: halinde hemen geri doner. Uzun siiren iskemilerde geri
doniis, iskemik kalma zamanina baglhidir. Alti-sekiz saatlik iskemi sinir liflerinin geri doniigsiiz

hasari i¢in kritik bir zamandir (38).

Sinir yaralanmalar1 Seddon tarafindan yapilan tamimlamada noropraksi,
aksonotmezis ve ndrotmezis olmak iizere 3 tip sinir hasar1 seklinde tariflenmistir (39).
Sunderland ise 1951 yilinda sinir hasarlanmalarin1 genisleterek 5 kisimda tarif etmistir
(40). Mackinnon ise Sunderland tarafindan yapilan siniflandirmaya 6. derece miks

yaralanmay1 ekleyerek smiflandirmay1 1988 yilinda giincellemistir (41).(Sekil 6.)

2.3.1.1. Seddon Siniflandirmasi

Noropraksi: Anatomik biitiinlik ve aksonal devamlilik korunmustur, fakat gegici
ileti blogu olugsmustur. Yaralanmanin en basit seklidir. Genellikle kompresyon veya
traksiyon yaralanmalari ile olusur. Histolojik incelemede en sik demiyelinizasyon goriiliir,
iyilesme kendiliginden gerceklesir, tam sinir iyilesme sansi vardir ancak bunun i¢in 6-8
haftalik bir siire gerekmektedir. Sinir lifleri boyunca belirli bir noktada yaralanmaya

ragmen, sinir yapilar1 saglam kalir ve wallerian dejenerasyon olusmaz (39).

Aksonotmezis: Perindryum,epinéryum, Schwann hiicreleri bazal membrani ve
endondryum dahil olmak iizere ¢evre mezenkimal yapilar korunurken sinir aksonunun ve
cevredeki miyelinin tamamen Kesintiye ugramasi durumunda ortaya ¢ikar. Eger
hasarlanma sonucunda sinir hicresinin olimii olmamigsa lezyon distalinde Wallerian
dejenerasyon, lezyon proksimalinde aksonal tomurcuklanma gergeklesir. Bazal membran
ve endondral doku Schwann hiicreleri i¢in kilavuz tiip gorevi yaparak proliferasyona

yardime1 olur (39,42). Endondral kilifta bozulma olmadigi i¢in néroma olusumu yoktur.
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Spontan rejenerasyon olmasi beklenir, yaralanma diizeyinde Tinel bulgusu belirgindir ve

sinir rejenerasyonu sirasinda proksimalden distale dogru ilerlemesi beklenir (39).

NoOrotmezis: Sinir gdvdesinin tam olarak kopmasi, genis bir avulsiyon veya siddetli
bir kompresyon ile ortaya c¢ikabilir. Aksonlar ve periferindeki dokular tamamen
bozulmustur. Perindryum ve epindéryumda tam olarak kopma olmayabilir ancak hasara
bagl fonksiyon gosteremezler. Lezyon distalinde duyusal, motor ve otonomik yanitlar
almamaz. Yaralanma genellikle proksimal giidiikte néroma olusumuna yol acar.
Inflamasyon ve endondryal kilif biitiinliigiindeki bozulma nedeniyle fibrozis
gorulmektedir. Bu grupta onemli bir spontan iyilesme beklenemez. Kendiliginden onarim
miimkiin olmadig1 i¢in sinir fonksiyonunu geri kazanmanimn tek yolu cerrahi midahaledir
(23).

2.3.1.2. Sunderland Siniflandirmasi

1.Derece Yaralanma: Seddon smiflanmasindaki noropraksiye denk gelmektedir.
Lokal iskemi, traksiyon, hafif ezilme, kompresyon gibi nedenlerle olusabilir. Yaralanma
bolgesinde sinir iletimi durur ancak akson yapisinda bir bozulma olmaz, Wallerian
dejenerasyon gorilmez. Segmental demiyelinizasyon gorulebilir.  Cerrahi  miidahale

gerektirmez ve ¢ogunlukla spontan iyilesmenin birka¢ haftaya kadar tamamlanmas1 beklenir
(41,43).

2.Derece Yaralanma: Seddon smiflamasindaki aksonotmezise esdeger olarak
kabul edilmistir. Akson ve miyelin hasari olmasina ragmen endondryum, perindryum ve
epindryumda hasar olmamustir. Distal segmentte Wallerian dejenerasyon geligir. Schwann

hiicre bazal membrani ve endondral kilif saglam oldugu icin spontan iyilesme beklenir

(40,41).

3.Derece Yaralanma: Seddon siniflamasindaki aksonotmezis ve norotmezisin bir
karigimi olarak kabul edilir. Bu tip yaralanmalarda epinéryum ve perindryum saglamdir,
ancak Schwann hiicre kilifi, endondriyum ve akson devamlilifi bozulmustur. 3. Derece
yaralanmalar endondral hasar ve ardindan skar dokusu olusumunu igerir. Endondryumdaki
hasarm derecesine baglh olarak iyilesme miktar1 degiskenlik gosterebilir. Schwann hiicre

kilifi ve endondryum hasarlanma nedeniyle tam iyilesme olmaz (41,44).
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4.Derece Yaralanma: Sinirin epindryum disindaki tiim tabakalarinin devamlilig
bozulmustur. Fiziksel olarak sinir biitiinliigli devam etmekle birlikte, olusacak skar
dokusunun yaratacagi blok sinir rejenerasyonunu engeller ve hasar bolgesinde néroma
olusumuna neden olur. Distalde Wallerian dejenerasyon meydana gelir. Gerilim, traksiyon,
ezilme, sinire yapilan hatali enjeksiyon sonucu goriilen yaralanmalar genellikle bu tip
hasara sebep olur. Spontan iyilesme ihtimalinin diisitk olmasi nedeniyle skarli bolgenin

eksizyonu ve cerrahi onarim Onerilir (40,41).

5.Derece Yaralanma: Sinir govdesinin tam olarak kopmasi ve epinéryum da dahil
olmak (zere sinir devamliligmm kayboldugu yaralanmalardir. Spontan iyilesme
beklenmez.Cerrahi onarim sinir iyilesmesi igin tek segenek olarak goriilmektedir. Siklikla
penetran travmalar ile meydana gelir (40,41).

1988 yilinda Mackinnon ve Dellon miks (karisik) yaralanma bigimini tariflemis,
Sunderland smniflandirmasina 6. Derece yaralanmayi ekleyerek modifiye etmislerdir. Bu
grupta, ayni sinir boyunca degisik seviyelerde ve farkli derecelerde sinir hasarlar1 bir
aradadir. Tedavisinde de hasarli segmentler arasinda farkli yaklasim yapilmaktadir, 4. ve 5.

derece hasarm oldugu fasikiillere cerrahi onarim mutlaka yapilmalidir (41,45).

12



Cell Body L ' 4

Dendrites__ \ Myelln Sheath . e -~ Epineurium
Schwann Cells  ——=—=—"—~- Perineurium
! ‘ ’ v _ . Endoneurlum
*‘“ s
M Axon with
Nucleus,\ — \ complex sheath
Sunderland Seddon
*\, Classification Process Classification
\..ng__,___, ——— First Segmgnta_l Neurapraxia
degree demyelination
Y e
> Second Axon damaged,;
= "*,7 = g degree  Endoneurium intact
'\/
.~ Third Axon, Endoneurium
-~~—~%—~ e — — 2
) - degree damaged; — Axonotmesis
Perineurium intact
‘\‘/
£ Axon, Endoneurium,
S SN L Fourth
) 3 degree Perineurium damaged;
Epineurium intact
l\l —_—
- Z A / Fifth Loss of continuity of .
! - "y degree entire nerve trunk Neurotmesis

Sekil 6. Periferik sinir yaralanmalar1 sinifladirmasi sematik ¢izim (46)

2.4. Periferik Sinir Cerrahisi

Sinir onariminin asil amaci, yenilenen duyusal, motor ve otonomik aksonlar1 distal

sinir ortamina yonlendirerek, siitur hattinda minimum lif kaybiyla hedef organlarin yeniden

innervasyonunu saglamaktir (47). Sinir hasarinin tipi, yeri ve kapsami,

Zamanlamasi,

onarim tiirli, fasikiillerin uygun hizalanmasi,

cerrahi

ameliyatin

teknik ve hasta

komorbiditeleri gibi periferik sinir onarimimin sonucuna etki eden bir¢ok faktor

bulunmaktadir. Tarihte ilk kez sinir onarimi sonrasi basarili sinir rejenerasyonu Cruikshank

tarafindan bildirilmistir (48).
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Sinir onariminin zamanlamasi sinir hasarmin tipine, yaranin durumuna ve sinir
yatagmma vaskiiler beslenmesine baglidir (49). Keskin sinir transeksiyonlarinda ezilme
komponentinin olmamasi veya minimal olmasi, iyi vaskiiler beslenme ve temiz yara
durumunda fonksiyonun geri kazanilmasi i¢in primer sinir onarimi en iyi segenektir.
Operasyon sirasinda kopan sinirin proksimal ve distal segmentleri incelenerek
Uzerlerindeki vaskiiler yapilarin seyrinin belirlenmesi ve koronal dizlemde bu damarlarin
yonune gore diizgiin onarim yapilarak u¢ uca gelmesi 6nemlidir. Noroma gelismesi,
kesilen sinir uglarinda meydana gelen retraksiyon proksimal ve distal sinir giidiiklerinin

tam u¢ uca gelmesini zorlastirir (50).

Gunimuizde literatirde farkli goriisler bulunsa da yaralanma sonrasi 3-7 gin
arasinda yapilan onarimlar primer sinir onarmmi olarak adlandirilmaktadir ve kesilen sinirin
hemen yeniden onarimi daha iyi sonuglarla iliskilendirilmistir (51). Acil onarim Kriterleri
karsilanmadiginda gecikmeli onarim gerekir. Sekonder sinir onarimlari, sinir yaralanma
bolgesinin net olmadigi ve spontan iyilesmenin cerrahi onarmmdan daha iyi sonug
verebilecegi,ciddi vaskiiler yetmezlik gibi durumlarda tercih edilir. 3-6 ay sonra spontan
iyilesmenin klinik ve elektrofizyolojik belirtilerinin olmamas:1 durumunda cerrahi

mudahale gerekmektedir (52).

Sinir uglar1 arasinda minimal gap olan ve minimum gerilimle sinir uglarmin
yaklastigi durumlarda direkt sinir onarimi tercih edilir. Onarimdan sonra optimal sinir
rejenerasyonu icin sinir guduikleri gerginlik olmadan hassas bir sekilde hizalanmali ve
minimum doku hasari,minimum sayida dikisle atravmatik olarak onarilmalidir (51).
Periferik sinir yaralanmalarmda ug-uca onarim sirasinda en sik kullanilan 2 teknik;epindral

ve fasikiler onarimlardir (53).

Epinéral Onarim: En sik kullanilan tekniktir. Epindral vaskiiler yapilar kilavuz
olarak kullanilarak optimal koaptasyon saglanabilir. Proximal ve distal gudiikte stturlar
sadece epindryumdan gecer. Avantajlar1 arasinda; kisa operasyon siiresi, daha basit bir
teknik olmasi, intrandral dokuya miidahale edilmediginden fibroziste azalma sayilabilir.

Dezavantaj olarak ise ayn1 fasikiiller kars1 karstya gelmeyebilir (54).
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Internal epineurium

External epineurium

Sekil 7. Epinoral Sinir Onarimi Sematik Gosterimi (Siemionow M, Brzezicki G. Chapter 8: Current
techniques and concepts in peripheral nerve repair. Int Rev Neurobiol. 2009;87:141-72.)

Fasikiiler Onarim: Fasikiiler onarim tekniginde esas hedef biiyiiyen sinir liflerinin
yanlig yonlenmesini engellemek admna iligkili iki fasikiiliin siitiirasyonunu saglamaktir.
Fasikiiler onarimda dikisler perindryum igine yerlestirilir. Bu teknik interfasikiler
epindryumun diseksiyonunu ve fasikiillerin ayrilmasini gerektirir. Fasikiil bagma 2-3 sltur
gerektirmesi,teknik olarak zorlayici olmasiskar ve fibrozise egilim yaratmasi

dezavantajlar1 arasindadir (53).

Sekil 8. Fasikiiler Sinir Onarimu Sematik Gosterimi (Siemionow M, Brzezicki G. Chapter 8: Current
techniques and concepts in peripheral nerve repair. Int Rev Neurobiol. 2009;87:141-72.)
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2.5. Periferik Sinir Rejenerasyonunda Nanofiber Materyal Kullanim

Gilintimiizde popilerligi giderek artan ve hemen hemen tiim disiplinlere ve bilim
dallarina uygulanabilirligi olan nanoteknoloji, gercek diinya teknolojilerinin nano boyuta
indirgenmesi olarak tanimlanabilir. Nanoteknoloji maddenin atomik ve molekiler duzeyde,

yaklagik 1-100 nm aras1 6lgekte kontrolii veya yeniden yapilandirilmasi siirecini kapsar (55).

Nanobiyoteknoloji ise nanoteknoloji ve biyoteknolojinin kesigimi ile ortaya ¢ikan son
derece disiplinler arasi bilim alanidir. Arastirma konularini tanimlamak kesin olarak miimkiin
olamamakla birlikte nanobiyoteknoloji; organik ve inorganik nanopartikillerin fiziksel ve
kimyasal Ozellikleri ile molekiiler klonlama, farkli biyolojik tiirlerden elde edilen DNA
molekiillerinin miithendislik yontemleri ile birlestirilmesi, protein teknolojisi ve immiinoloji
uygulamalar1 gibi arastirma konularini ele alir. Nanobiyoteknolojinin son zamanlarda ortaya
cikan bir diger calisma alaninin hedefi ise malzeme bilimi ve biyoteknolojinin birlesimiyle
olusturulan yeni akilli materyalleri ve fizikokimyasal teknikleri biyolojik problemleri ¢6zmek

i¢cin kullanmaktir (56).

Biyomedikal ¢alismalarda nanopartikiiller, manyetik rezonans ve bilgisayarli tomografi
gibi molekiiler goriintiileme sistemlerinde, ilag salinimi1 ve ilag salinim sistemleri gelistirmede,
hedef gen veya hiicreye yonelik teshis ve tedavilerde, as1 gelistirmede ve biyomalzemelerde

takviye malzemesi olarak kullanilmaktadir (57).

Elyaf biliminde, genellikle ¢ap1 50 ila 300 nm arasinda degisen ve geometrik agidan ise
ince, uzatilmis, ipliksi yapida bulunan elyaflar nanofiber olarak adlandirilir (58). Bu elyaflarin
digerlerinden farki, daha kiigiik ve oldukca gozenekli bir yapiya sahip olmasi ve yiizey
alanlarinin  hacimlerine oranla daha fazla olmasidir (59). Nanofiberler ¢ok g¢esitli
malzemelerden Uretilebilir. Nanofiberlerin tiretimi icin ¢esitli metotlar kullanilmaktadir. Bu
yontemler ¢gekme, sablon sentez, faz ayrimi islemi, kendiliginden tutunma, eriyik iifleme ve
son olarak gelistirilen elektro-egirme yontemidir. Bu yoOntemler arasinda elektro-egirme
yontemi uygulama alaninin ¢ok genis olmas1 ve iiretimin tek asamali, kisa zamanlh ve diisiik

maliyetli olmasi sebebiyle en ¢ok tercih edilen yontemdir (60).
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2.5.1.Polikaprolakton(PCL)

Sentetik biyobozunur polimerler, biyouyumluluklari nedeniyle doku miihendisligi
uygulamalarinda siklikla tercih edilmektedirler. Polilaktikasit (PLA), Poliglikolikasit
(PGA), PCL gibi polimerler yalin halde kullanildiklar1 gibi bu polimerlerin kopolimerleri
veya karisimlar1 da biyomedikal alandaki c¢alismalarda kullanilmaktadir. Sentetik
malzemeler genellikle belirli hucresel reseptorleri aktive etmez ve bu nedenle kendi
baslarina aksonal biliylime veya hiicre go¢ii gibi istenen hiicresel tepkileri ortaya ¢ikaramaz.
Bunun yani sira, bu malzemelerin bozunma hizi ve mekanik 6zellikleri uygulamalara gore
kontrol edilebildiginden sinir doku iskelelerinin insasi i¢in kullanilmaktadir. Genel olarak,
bu sentetik malzemeler ndral hiicre blyumesini destekler, ancak hiicre proliferasyonunu ve

canliligini destekleme yetenekleri ¢esitli 6zelliklerinden dolay1 farklilik gosterir.

PCL, FDA onayli bir polimerdir ve uygun mekanik ve kimyasal 6zellikleri ve nispeten
yavas bozunma hizi nedeniyle ilag dagitimi, cerrahi siitiirler ve doku miihendisligi iskeleleri
gibi ¢esitli biyomateryal uygulamalarinda kullanilmaktadir (61). PCL'nin bozunmas1 PLA ve
PGA'dan daha yavastir ve bozunma siiresi 2-3 yil araligindadir (62). PCL nanofiberler, toksik
olmayan, enflamatuar olmayan bozunma firiinlerine sahip, ucuz, imalat1 kolay, yiiksek oranda
¢Oziiniir, biyouyumlu ve yavas biyolojik bozunma 6zelliklerinden dolay1 néronlarin yapismasi

ve farklilagsmasina uygun noral iskeleler tiretmek i¢in kullanilmaktadir (63).

Ayrica, yapilan ¢alismalar bir PCL sinir kanalinin, implante edilen bdlgede uygun
gozeneklilik olusturmasi ve vaskiilarizasyonu artrmasi nedeniyle siyatik fonksiyonel
indeks (SFI) degerlerinde artis, kas atrofisinde iyilesme ve siyatik sinir bosluklarinda
yenilenen akson sayisinda artis sagladigi bildirilmis ve motor fonksiyonlarda iyilesmeyi
destekleyebilecegini gostermistir (64). Destek hiicreleri veya blyume faktorlerinin
olusturulan noral iskele yapisma dahil edilmesi, ¢cok kanalli bir mimari olusturulmasi,
biyoaktif inorganik partikiillerin veya nanopartikiillerin ilave edilmesi sinir onarimini

desteklemektedir.
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2.5.2. Takrolimus (FK506)

Takrolimus (FK506) , 1984 yilinda Streptomyces tsukubaensis isimli bakteriden
elde edilmis dogal bir makrolid laktondur (65). Takrolimus, karaciger transplantasyonu
icin giliglii bir immiinosupresan olarak FDA tarafindan onaylanmistir ve norotrofik
ozelliklerinin ilk deneysel raporlar1 benzer zamanlarda yaymlanmistir (66). Takrolimusun
immunsupresif etkisi; diisiik molekiil agirlikli immiinofilin olan FKBP-12 ile baglanmas1
sonucu olusan FK506/FKBP-12 kompleksinin, T lenfositler Gzerinde bulunan
PP2B/kalsinérin’ in selektif inhibitdrii olarak calismasi ile olusur (67). Interlokin-2
saliniminm inhibisyonu ile devam eden stire¢ sonunda T hiicre proliferasyonu azalir ve

hiicresel immiin yanit zayiflar.

Bununla beraber takrolimusun myelinli aksonlarm sayisini, myelin kalinligmi,
aksonal rejenerasyonu arttirdigt ve noroprotektif etkileri oldugu gosterilmistir (68).
Noroprotektif etkisinin kesfedildigi zamandan beri, FK506'nin periferik sinir rejenerasyonu
icin uygulanmasi, FK506'min sistemik uygulamasinin olumsuz etkilerini azaltmak ig¢in
ozellikle lokal dagilim agisindan klinisyenlerin ve bilim adamlarinin ilgisini ¢gekmistir (69).
Literatirde ¢ok sayida benzer takrolimusun nororejeneratif etkisini destekler nitelikte
calisma mevcuttur fakat takrolimusun nérorejeneratif etki mekanizmasi hala net olarak
bilinmemektedir. Takrolimusun hiicre i¢ci mekanizmalarla etkisine ek olarak sinir

iyilesmesinde skarlagsmay1 azaltarak da etki ettigine dair ¢alismalar mevcuttur (70).

Takrolimusun nonselektif etki mekanizmasi nedeniyle sistemik uygulamasimin
nefrotoksisite, hipertansiyon, hiperestezi, santral sinir sistemi toksisitesi, enfeksiyon,

hiperglisemi, kas giicsiizliigli ve gastrointestinal semptomlar gibi olumsuz etkileri vardir

(66).
2.5.3. Metilkobalamin

Metilkobalamin, bir B12 vitamini analogudur ve homosisteinden transmetilasyon
reaksiyonu ile metionine doniisiim sonucu olusur (71). Ayn1 zamanda metilkobalamin,

memeli sinir sisteminin biyokimyasal metabolizmasi, motor ve duyusal islevleri igin giiglii

bir afiniteye sahiptir (72). Metilkobalaminin; aksonal buyimeyi ve noronal sagkalimi
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artirdig1 (73), Schwann hiicre farklilagsmasini ve miyelinizasyonu hizlandirdigi (74) yapilan

calismalarda gosterilmistir.

Metilkobalamin birgok iilkede klinik olarak kullanilmaktadir, ucuz ve olduk¢a az
yan etkisi vardir. Doz agiminin bilinen bir yan etkisi yoktur (75). Ancak Metilkobalamin
20-50 dakika gibi kisa bir yari Omiire sahiptir. Bu ylzden ylksek plazma

konsantrasyonunu korumak icin tekrarlayan uygulamalar gerektirmektedir (76).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarinin Temini ve Gruplandirilmasi

Calisma oncesi Necmettin Erbakan Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan etik kurul onay1 2022-006 sayil1 karar ile alinmis ve ¢alisma boyunca hayvan
deneyleri arastirma protokollerine uyulmustur. Calisma ve deney hayvanlarinin bakimi
Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma
Merkezi’'nde yapilmistir. “Metilkobalamin ve Takrolimus Igeren Polikaprolakton (PCL)
Nanofiberlerin Periferik Sinir Rejenerasyonuna Etkilerinin Karsilastirilmas1” adli tez
projesi Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii
tarafindan desteklenmistir. Bu deneyde, agirliklar1 250-300 gr arasinda degisiklik gosteren
48 adet disi 2-5 aylik Wistar Albino cinsi ratlar kullanilmigtir. Deney baglamadan once ve
sonrasinda ratlara standart yasama kosullar1 altinda bakildi. Ratlar oda sicakliginda 12 saat
guindiiz / 12 saat gece olacak sekilde bakilmistir. Deney Necmettin Erbakan Universitesi
KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastrma Merkezi Laboratuvari’nda

uygulanmaistir.

Her grupta 8’er adet sican olacak sekilde 6 grup olusturularak islemler
gerceklestirildi. TUm gruplarda anestezi altinda siganlarin sol siyatik siniri eksplore edildi
ve Grup-1 hari¢ diger tiim gruplarda siyatik sinirde mikromakas yardimiyla keskin ve diiz

kesi yapildi. Kesi sonrasi ayn1 seansta Siyatik sinire cerrahi olarak epindral onarim yapildi.

Grup 1: Sham grubu.Sol siyatik sinir dorsal yaklasimla eksplore edildikten sonra
sinire miidahale yapilmayan grup. Siyatik sinir gorildiikten sonra cilt insizyonu 4/0
propylene (Dogsan®, Polipropilen sentetik, emilmeyen, monofilaman sttur,TUrkiye) ile

siiture edilerek onarildi.

Grup 2: Sol siyatik sinir dorsal yaklasimla eksplore edilip, siyatik sinir
trifurkasyonunun 1 cm proximalinde mikromakas yardimiyla tam kat diiz kesi yapildi.
Ayn1 seansta siyatik sinir 9/0 nylon dikisler ile (Ethilon, Monoflament polyamide 6 suture
,Ethicon Ltd) epindral onarim yapilarak koaptasyon saglandi. Daha sonra cilt insizyonu 4/0
propylene (Dogsan®, Polipropilen sentetik, emilmeyen, monofilaman sttur,Turkiye) ile

stiture edilerek onarildi.
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Grup 3: Sol siyatik sinir dorsal yaklasimla eksplore edilip,siyatik sinir
trifurkasyonu 1 cm proximalinde mikromakas yardimiyla tam kat diiz kesi yapildi. Ayni
seansta siyatik sinir 9/0 nylon dikisler ile (Ethilon, Monoflament polyamide 6 suture
,Ethicon Ltd) epinoral onarim yapilarak koaptasyon saglandi. Daha sonra epindral onarim
hatti etrafina 1x0,6 cm’lik PCL nanofiber sinir sargis1 sarildi. Daha sonra cilt insizyonu 4/0
propylene (Dogsan®, Polipropilen sentetik, emilmeyen, monofilaman sttur, Tirkiye) ile

stiture edilerek onarild.

Grup 4: Sol siyatik sinir dorsal yaklasimla eksplore edilip, siyatik sinir
trifurkasyonu 1 cm proximalinde mikromakas yardimiyla tam kat diiz kesi yapildi. Ayni
seansta siyatik sinir 9/0 nylon dikisler ile (Ethilon, Monoflament polyamide 6 suture
,Ethicon Ltd) epindral onarim yapilarak koaptasyon saglandi. Daha sonra epindral onarim
hatt1 etrafina 1x0,6 cm’lik Metilkobalamin igeren PCL nanofiber sinir sargisi sarildi. Daha
sonra olarak cilt insizyonu 4/0 propylene (Dogsan®, Polipropilen sentetik, emilmeyen,

monofilaman siitur, Tlirkiye) ile siiture edilerek onarildi.

Grup 5: Sol siyatik sinir dorsal yaklasimla eksplore edilip,siyatik sinir
trifurkasyonu 1 c¢cm proximalinde mikromakas yardimiyla tam kat diiz kesi yapildi. Ayni
seansta siyatik sinir 9/0 nylon dikisler ile (Ethilon, Monoflament polyamide 6 suture
,Ethicon Ltd) epindral onarim yapilarak koaptasyon saglandi. Daha sonra epindral onarim
hatt1 etrafina 1x0,6 cm’lik Takrolimus i¢eren PCL nanofiber sinir sargisi sarildi. Daha
sonra olarak cilt insizyonu 4/0 propylene (Dogsan®, Polipropilen sentetik, emilmeyen,

monofilaman sutur, Tiirkiye) ile siiture edilerek onarildi.

Grup 6: Sol siyatik sinir dorsal yaklasimla eksplore edilip,siyatik sinir
trifurkasyonu 1 cm proximalinde mikromakas yardimiyla tam kat diiz kesi yapildi. Ayni1
seansta siyatik sinir 9/0 nylon dikisler ile (Ethilon, Monoflament polyamide 6 suture
,Ethicon Ltd) epindral onarim yapilarak koaptasyon saglandi. Daha sonra epinoral onarim
hatt1 etrafina 1x0,6 cm’lik Metilkobalamin ve Takrolimus igeren PCL nanofiber sinir
sargist sarildi. Daha sonra olarak cilt insizyonu 4/0 propylene (Dogsan®, Polipropilen

sentetik, emilmeyen, monofilaman siitur, Tiirkiye) ile siiture edilerek onarildi.
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Grup 1 - Sham

Grup 2 - Primer Epinéral Onarim
Grup 3 - Saf PCL

Grup 4 - PCL+Metilkobalamin

Grup 5 - PCL+Takrolimus

Y 19 D3 D% M

Grup 6 - PCL+Metilkobalamin+Takrolimus

Sekil 9. Gruplarin sematik gosterimi

3.2. Nanofiber Sinir Sargilarinin Uretimi ve Ozellikleri

Calismamizda kullanilan  nanomateryallerin ~ Uretimi  Necmettin  Erbakan

Universitesi Biyomedikal Miihendisligi Laboratuvarlarmda gergeklestirilmistir.

Nanomateryallerin Gretimi icin Takrolimus (%0.1 Takrolin Merhem,Farma-Tek
[la¢ Sanayi), Metilkobalamin (Osende Vitamin B12 tablet-1000 mcg, TAB ilag), PCL (Mw
= 80,000 g/mol, Sigma-Aldrich), dimetilformamid (DMF,73.09 g/mol, Sigma-Aldrich),
kloroform (119.38 g/mol, Carlo Erba Reagents), fosfat tampon solisyonu (pH=7.4,

Gundiz Kimya, Turkiye) temin edilerek tiretim asamasina gegildi.

[k olarak ilagsiz PCL iiretimi icin, PCL (%10) 1:1 oraninda DMF ve kloroform
karigimi icerisinde ¢oziilerek 4 saat manyetik olarak karistirildi. PCL nanofiber tabakasina
eklenecek ilag orami tiim nanofiberler (PCL+Metilkobalamin, PCL+Takrolimus,
PCL+Metilkobalamin+Takrolimus) i¢in PCL agirhginin %30’u olarak belirlendi.
PCL+Metilkobalamin+Takrolimus nanofiber {iretimi icin fraksiyonu esitlemek iizere
Takrolimus ve Metilkobalamin ayr1 ayr1 olarak PCL agirlik oraninin %15°1 olacak sekil

eklendi.
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Ardindan, ilag¢ yiiklii nanofiber ¢ozeltilerinin her biri icin dl¢iilen ilag dnce ¢oziicii
karigiminda ¢oziilmiistiir. Daha sonra bu ilag-¢oziicii karigimina belirli miktarda PCL
eklenmis ve her bir ¢ozeltide homojen bir kivam elde edene kadar karistirilarak ayni

sekilde hazirlanmigtir.

Elektro-egirme islemi, 22 G ignelere bagh ¢ozelti yiikli plastik siringalari iten
siringa pompast ve toplayict olarak aliiminyum folyo kapli silindirik doner tambur
kullanilarak gergeklestirilmistir. Elektro-e§irme cihazinin besleme hizi, uygulanan voltaj
ve metalik igne ucu ile toplayici tambur arasindaki mesafe parametreleri sirasiyla 1
mL/saat, 25-27 kV ve 14 cm olarak ayarlanmistir. Tiim nanofiber tabakalar i¢in standart
ortam kosullarinda elektro-egirme islemi gergeklestirilmistir. Elektro-egirme islemi
sonucunda tambur {izerinde olusan nanofiber tabaka aliiminyum folyodan ayrilarak oda

sicakliginda muhafaza edildi.

Nanofiber materyallerin in vitro karakterizasyon analizi degerlendirmesinde
Taramali Elektron Mikroskopi (TEM) ile gorintl analizi, hidrofilik/hidrofobik 6zelliklerin
analizi, Fourier Dontistiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) ile spektrum analizi ve

biyobozunurluk testleri yapildi.

[lag yiiklii nanofiber yiizeylerinin morfolojik yapilari, piiskiirtme yoluyla altm nano
tabaka ile kaplandiktan sonra taramali elektron mikroskobu (TEM, Hitachi - SU 1510)
kullanilarak birka¢ farkli biiylitme 6l¢eginde tarandi. Nanofiberlerin ortalama lif ¢aplari, 5

kat biiytitiilmiis gorintiler kullanilarak Image J yazilimi yardimiyla tanimlandi.

Nanofiber tabakalarin hidrofiliklik/hidrofobiklik ozellikleri bir su temas agisi
tansiyometresi (Biolin Scientific Attension, ThetaLite) ile degerlendirildi. Nanofiber
tabakalardan 2 x 2 cm boyutlarinda kesilen numuneler diizenege yerlestirilerek temas
agilarmin kaydi sirasinda 5 pL'lik su damlaciklar1 nanofiber pargalarin dis yiizeylerine bir
dakika siireyle damlatildi. Olgiimlerin ortalama degeri her bir numune i¢in nihai temas

acis1 olarak hesaplandi.

Nanofiber orneklerinin FTIR spektroskopisi analizi, fonksiyonel gruplar ve
molekiiller arasindaki kimyasal baglar1 belirlemek igin 400-4000 cm * dalga boylarmnda
FTIR spektrometresi (Thermo Scientific, Nicolet iS20) kullanilarak gerceklestirildi.
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Fosfat tampon solisyonuna batirma yontemi kullanilarak 3 x 3 cm kesilmis
nanofiber Orneklerinin biyobozunurluk testi 14 hafta sirdi ve her bir 6rnegin agirhik
kayiplar1 hafta hafta kaydedildi. Ornekler baslangicta kuru halde tartilarak bir haftalik
stire¢ boyunca 37 °C'de inkiibasyon icin 15 mL fosfat tampon sollisyonu igeren tiplere
aktarildi. Her haftanin sonunda, numuneler tiiplerden ¢ikarildi ve filtre kagid1 ile kurutuldu
ve ardindan her 6l¢iim igin kurumaya birakildi. Sonucta, her bir nanofiber numunesinin

bozunma egrileri, zaman i¢indeki agirlik degisimlerine (%) gore ¢izildi.

Sekil 10. Uretimi yapilan nanofiber materyallerden érnekler (a) Saf PCL , (b) PCL+Metilkobalamin, (c)
PCL+Takrolimus
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Sekil 11. TEM goruntileri (A) PCL+Metilkobalamin (B) PCL+Takrolimus
(C)PCL+Metilkobalamin+Takrolimus.
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Sekil 12. Su kontakt agilar1 (A”)SafPCL (B’)PCL+Metilkobalamin (C*)PCL+Takrolimus
(D) PCL+Metilkobalamin+Takrolimus. (E) Nanofiber sargilarin FTIR spektroskopi analizi .
(F) Nanofiber sargilarin haftalara gore in vitro biyobozunurluk orani.
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3.3.Anestezi

Tiim cerrahi prosediirler ve deney sonunda sakrifikasyon islemi anestezi altinda
gerceklestirilmistir. Xylazine (10mg/kg- Rompun®, Bayer, Tlrkiye) ve Ketamin ( 40
mg/kg - Ketalar®,Eczacibasi, Tiirkiye) karigimi birlikte uygulanmistir. Cerrahi sonrasinda

analjezi amaciyla 100 mg/kg Parasetamol igme sularina karigtirilmistir.

3.4.Cerrahi Yontem

Tiim gruplarda cerrahi islemler uygun anestezi sonrasi siganlarin sol siyatik siniri
izerinde uygulandi. Sicanlarin sag siyatik sinirleri tizerinde herhangi bir islem
uygulanmadi. Siyatik sinir diseksiyonu i¢in sol posterior bacak ve gluteal bolge tras edildi.
Cerrahi bolgeler Baticonol® (Alg, Istanbul) ile temizlendi ve ratlar operasyon tahtasi
lizerine yiiz iistli yatirildi. Sol gluteal bolgeden sol uyluga dogru uzanan yaklasik 2 cm’lik
insizyonla girildikten sonra cilt flepleri eleve edildi. Intermuskuler diseksiyon sonrasi
siyatik sinir eksplore edildi. Yeterli ekspozisyon saglandiktan sonra siyatik sinir mikroskop

altinda etraf dokulardan nazikge diseke edildi. (Carl Zeiss, f170, Opmi pico, Germany)

Grup 1 hari¢ diger tiim gruplarda sol siyatik trifurkasyonunun 1 cm proximalinde
mikroskop altinda mikromakas ile tam kat diiz kesi yapildi. Kesi sonrasi ayni1 seansta
siyatik sinir 9/0 nylon dikisler ile (Ethilon, Monoflament polyamide 6 suture ,Ethicon Ltd)
epindral onarim yapilarak koaptasyon saglandi. Grup 2 i¢in sadece epindral onarim yapildi.
Grup 3 i¢in epindral onarmm hatt1 etrafina elektro egirme yontemi ile tiretilen PCL sinir
sargisi sarildi. Grup 4 i¢in epindral onarim hatti etrafina icerisinde Metilkobalamin bulunan
PCL sinir sargis1 sarildi. Grup 5 i¢in epindral onarim hatt1 etrafina igerisinde Takrolimus
bulunan PCL sinir sargist sarildi. Grup 6 icgin igerisinde hem Metilkobalamin hem de
Takrolimus bulunan PCL sinir sargist sarildi. Sinir onarimi tamamlandiktan sonra kas
insizyonu 4/0 vikril dikis materyali ile, cilt insizyonu 4/0 propylene (Dogsan®,
Polipropilen sentetik, emilmeyen, monofilaman situr, Turkiye) ile primer siture edilerek
onarildi. Cerrahi sonras1 5 giin boyunca insizyon hatlarina giinliik Baticonol® (Alg,

Istanbul) siiriilerek pansumanla takip edildi.
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Sekil 14. (a) Siyatik sinirde kesi sonrasi epindral onarim, (b) Nanofiber sinir sargismim epindral

onarim hatti etrafina yerlestirilmesi , (c) Nanofiber sinir sargisinin sarilmis hali
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3.5.Sinir Rejenerasyonu Degerlendirme Yontemleri

Siyatik sinirde epindral onarim yapildiktan sonra siganlar 8 hafta sure ile takip
edildi. Siganlar sakrifiye edilmeden 6nce fonksiyonel degerlendirme igin yiirlime testi ve
elektrofizyolojik ¢aligmalar yapildi. Sakrifikasyon anestezi altinda gergeklestirildikten
sonra sol siyatik sinirden Ornek alinarak histopatolojik inceleme yapildi. Bilateral
gastroknemius kaslar1 origo-insersiyolarindan ayrilarak hassas laboratuvar terazisi

yardimiyla agirlik 6l¢timleri gerceklestirildi.
3.5.1.Yurime testi

Motor fonksiyonel degerlendirme igin yapildi. 8. hafta sonunda siganlarmn her iki
ayaklar1 miirekkep ile boyandiktan sonra 90 cm uzunlugunda 10 cm genisligindeki yliriime
koridoruna yerlestirilen beyaz bir kagittan olusan zemin {lizerinde yiiriitiildi. Bu ylrime
sonrasi hayvanlarin ayak izleri alindi. En uygun ayak izleri kullanilarak, topuk ve 3.
parmak ucu arasindaki mesafe-basi uzunlugu (print lenght (PL)), birinci ve besinci
parmaklar arasi mesafe-adim genisligi (toe spread (TS)), ikinci ve dordiincii parmaklar
aras1 mesafe- adim ortasi genislik (intermediate toe spread (ITS)) milimetrik cetvel yardimi

ile 6lculda .

Bu degerler kullanilarak Siyatik Fonksiyonel indeks (SFI) hesaplandi. SFI De
Medinacelli tarafindan gelistirilen daha sonra Bain ve ark. tarafindan modifiye edilen
formiilasyona goére hesaplandi (77,78). 0 ile -100 arasi elde edilen degerlerde 0’a yakin
degerler daha iyi fonksiyonel sonuglar1 gosterirken, -100’e yaklasan degerlerde fonksiyonel
kaybin derecesi artmaktadir. Elde edilen SFI degerlerinde gruplar arasi fark olup olmadigi

istatistiksel olarak arastirild.

EPL-NPL ETS—NTS

EIT- NlT) _88

SFI Formuli: -38.3x (/- — T

—) +109.5 x (— ) +13.3x (
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Sekil 15. SFI hesaplamasinda kullanilan degerlerin sigan ayak izi lizerindeki sematize goriintiisii,

PL (basi uzunlugu), TS (adim genisligi), ITS (adim ortasi genislik).

3.5.2. Elektrofizyolojik Olctimler

Elektromiyografi (EMGQG), sicanlar ve fareler de dahil olmak iizere serbest¢e hareket
eden hayvanlarda kas i¢i veya ylizey elektrotlar1 kullanilarak kas gruplarindan aktivite
kaydetmek i¢in kullanilabilir (79). Motor iinitelerinin ¢alisma sekli ve diizeltilmis EMG
kaydmin genligi, kas aktivitesinin dogrudan 6l¢iilmesini saglar. Sican arka bacak kaslarina
yerlestirilen EMG elektrotlar: sik ve seri kayitlar saglayarak reinnervasyonun zamansal
seyrinin analizine olanak tanir (80). Bilesik kas aksiyon potansiyellerinin (Compound
Muscle Action Potantials) (CMAPs) amplitiidii hedef kasi innerve eden sinir liflerinin
sayist ile dogru orantili oldugundan ve motor sinirin iletim hizinin hesaplanmasina olanak
sagladigindan, CMAPs incelemeleri periferik sinirlerin iletim fonksiyonu icin énemli bir
gOstergedir (81). Distal latans, en hizli ileten sinir liflerinin aktivasyonu i¢in gereken siireyi
temsil ederken, noromiiskiiler kavsaktan sinir iletimi ve ardindan kas lifi aktivasyonu i¢in

gecen zaman araligini da igerir.
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Latans : Elektriksel uyari ile bilesik kas aksiyon potansiyeli arasindaki zaman fark1

Tepeden Tepeye Genlik (Amplittd): Bilesik kas aksiyon potasiyelinde iki tepe noktasi
(en yiiksek potansiyel ile en diisiik potansiyel) arasindaki voltaj farki

Sicanlarda 8. hafta sonunda bilesik kas aksiyon potansiyellerini tespit etmek
amagli siyatik sinir stimulasyonu yapildi. CMAPS iizerinden latans ve amplitiid degerleri
hesaplandi.  Sonucu etkilememesi agisindan myelorelaksan ilag  kullanilmadi.
Elektromiyografik degerlendirme Oncesi direnci azaltmak amaciyla sicanlarin uyluk ve
bacak bolgesindeki tiiyler tras edildi. Olgim igin iki uclu ve uglar1 arasindaki genisligi 20
mm olan stimilator, aktif ve toprak elektrodlar kullanildi. Aktif elektrod gastroknemius
kasinin orta bolgesine ve toprak elektrod kuyruga yerlestirildi. Stimulatériin bir ucu lomber
vertebralardan sol siyatik sinirin ¢iktigi seviyeye, diger ucu ise distalde siyatik sinir
trasesine yerlestirildi ve 1 Hz frekansli 0,2 ms siireli olarak verilen uyar1 sonrasinda elde

edilen yanitlar kayit altina alindi.

3.5.3.Gastroknemius Kas indeksi

Gastroknemius kas agirligi, siyatik sinir hasar1 ve onarimimdan sonra fonksiyonel
iyilesmeyi arastirmak i¢in kullanilmistir (82). Ayak bilegi plantar fleksor kaslarindan olan
gastroknemius siyatik sinirin tibial dali tarafindan inerve olur. Denervasyonun kas
tizerindeki etkileri hizli bir sekilde ortaya ¢ikar ancak iyilesme reinnervasyon miktarini
yansitacak sekilde yavastir (83). Siyatik sinirin kesilmesi, gastroknemius kasinin néral

innervasyonunun kaybina ve gastroknemius kas kiitlesinde azalmaya yol agmaktadir.

8. hafta sonunda tiim siganlarin bilateral gastroknemius kaslar1 origo ve insersiyo
noktalarindan ayrilarak ¢ikarildi ve 1slak kas agirliklar1 dijital hassas laboratuvar terazisi ile
tartildi. Ratlarin agirliklar1 ile beraber kas kiitlelerinin degiskenlik gosterebilecegi goz
Oniine alinarak kas indeksi hesaplandi. Kas indeksi opere olan tarafin kas agirlig

kontralateral taraf kas agirligina boliinerek hesaplandi (84).
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Sekil 16. Kas indeksi hesaplamasi i¢in (a) Gastroknemius kas diseksiyonu ve kasin ortaya konmasi (b)
Gastroknemius kasinin insersiyosundan ayrilmasi

Sekil 17. (a) Bilateral gastroknemius kasmin origo-insersiyo noktalarindan ayrilarak ¢ikarilmasi (b) Kaslarm

tek tek dijital hassas laboratuvar terazisi yardimiyla agirliklarinin dlgiilmesi
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3.5.4.Histopatolojik Degerlendirme

8. haftanin sonunda tiim siganlar anestezi altinda sakrifiye edilerek sol siyatik
sinirden sinir rejenerasyonunun histopatolojik degerlendirilmesi igin sinir onarim hattini
icerisine alacak sekilde 1 cm’lik uzunlamasma Ornekler alindi. Histopatolojik
degerlendirme icin oOrnekler %10’luk notral formalin solisyonunda 24-48 saat tespit
edildikten sonra makroskobik olarak ornekleme yapildi. Periferik sinirlerin proksimal ve
distallerinden ayr1 ayr1 6rneklemeler yapilip proksimal ve distal olarak kodlandi. Dokular
otomatik doku takip cihazinda rutin doku takip islemlerine alindi. Takip sonrasinda doku
gomme cihazinda hazirlanan parafin bloklardan Hemotoksilen&Eozin (H&E) ile
histokimyasal Masson Trikrom (MTK) ve Alcian Blue boyamalar i¢in mikrotom ile 4-5
mikron (um) kalmhginda kesitler alindi. DakoArtisan Link Pro tam otomatize histokimya

cihazi ile MTK ve Alcian Blue boyamalar1 uygulanda.

H&E ve histokimyasal boyali lamlar 151k mikroskobunda Olympus BX 46 ile
uzman patolog tarafindan degerlendirildi. Mikroskopik incelemede inflamasyon
yogunlugu,vaskiilarizasyon, fibrozis,yabanci  cisim  reaksiyonu, o6dem, fasikiiler
organizasyon bozuklugu (disorganizasyon) ve akson dejenerasyonu degerlendirildi. Ayrica

mm? lik alanda periferik sinirdeki aksonlarm saymmi (akson yogunlugu) yapildi (Tablo 1).
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Tablo 1. Histopatolojik Degerlendirme Kriterleri

Histopatolojik Gorinum Puan Skalasi
Yok 0
Inflamasyon Hafif !
Orta 2
Yogunlugu Yogun 3
Vaskiilarizasyon ~ 0-5 adet 1
(1 Biiyiik Biyiitme Alam~ 6-10 adet 2
icerisinde) >10 adet 3
Yok 0
Fibrozis Hafif 1
(Fibroblast Proliferasyonu) Orta 2
Yogun 3
Yok 0
Yabanci Cisim Hafif 1
Reaksiyonu Orta 2
Yogun 3
Normal sinir morfolojisi 0
Normal sinir yapisina yakin,fasikiiller arasi 1
Fasikuler diizgilin gecis,disorganizasyon az <%10
Organizasyon Sinir fasikiilleri aras1 diizgiin gecis azalmis 2
Bozuklugu %10-%50

Sinir fasikiilleri aras1 diizgiin gecis belirgin 3

azalmis >%050
. Yok 0

Odem

Var 1
Dejenerasyon Yok 0
Aksonal %10’dan az 1
Dejenerasyon %10-50 arast 2
%350’den fazla 3
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3.6.istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi IBM SPSS Statistics v25 (IBM Corp, New
York , USA) programi kullanilarak yapildi. Verilerin tanimlayic1 istatistik
(ortalama,ortanca,25-75 persentil vb.) degerleri hesaplandi. Normal dagilima sahip
olmayan bagimsiz degiskenlerin degerlendirilmesi igin Kruskal-Wallis varyans analizi
yapilarak gruplar arast karsilastirma yapildi. Gruplarin  kendi arasindaki ikili
karsilastirmalar1 i¢in Bonferroni dizeltmeli Mann-Whitney U testi kullanildi. TUm

istatistiksel analizlerde anlamlilik diizeyi olarak p <0.05 degeri kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1.Makroskopik Bulgular

Sicanlarin siyatik sinir eksplorasyonu i¢in yapilan insizyon hattinda komplikasyon
gorilmedi. Grup 2’de bir sicanin sol alt ekstremitesinde basi yarasi goriildii. Siganlar
sakrifiye edildikten sonra Grup 3’te bir siganin epindral onarim hatt1 etrafinda kist olusumu
goruldi. Histopatolojik inceleme 6rnegi alinmasi igin sol siyatik sinirler tekrar eksplore
edildiginde nanofiber sargilarin PCL’nin biyobozunma siiresi uzun olmasi sebebiyle sinir
tizerinde sarili halde kaldig1 ve bu sinir sargilarmin sinir iizerinde herhangi bir kompresyon

etkisi yapmadig1 gorildii.
4.2.Yurime Testi

Fonksiyonel degerlendirme icin 8. haftanin sonunda si¢anlar sakrifiye edilmeden
once yiirime testi yapildi. Elde edilen ayak izlerinden SFI formile uygun olarak
hesaplandi. Gruplar arasinda SFI degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p<0.001).

-10,000 %

-20,000

SFI

-30,000

-40,000

-50,000

-60,000

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
Grup

Sekil 18. Gruplara gore SFI ortalama degerleri grafigi
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SFI degerlerinin gruplara gore ortalama ve standart sapma sonuglar1 Grup 1’den
Grup 6’ya sirastyla -10,31+3,35, -41,11+7,02, -34,01+10,41, -25,63+6,88 , -30,42+6,34 ve
-33,30+7,76 olarak bulundu. Grup 1 ile diger tiim gruplar arasinda SFI degerleri agisindan
istatiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0.001). Siyatik sinirde tam kat kesi yapilarak
cerrahi islem uygulanan gruplar arasinda en iyi SFI degeri Grup 4’te bulundu. Grup 4 ile
diger tam kat kesi sonrasi cerrahi islem yapilan gruplar karsilastirildiginda Grup 2,3
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunurken (sirasiyla p<0.001, p=0.036) , Grup
5,6 ile arasinda SFI degeri daha iyi olmasina karsin istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmadi (sirasiyla p=0.074, p=0.059) .

Primer sinir onarimi yapilan Grup 2 onarim hatt1 etrafina nanofiber sinir sargisi
yapilan diger gruplar karsilastirildiginda ; Grup 3 ve 6 ile arasinda (swrasiyla p=0.401,
p=0.059 istatiksel olarak anlaml fark saptanmazken, Grup 4 ve 5 ile arasinda (sirasiyla

p<0.001, p=0.003) istatistiksel olarak anlaml1 fark saptandi.

Saf PCL nanofiber sinir sargisi sarilan Grup 3 ile ilaghh nanofiber sinir sargisi
kullanilan gruplar karsilastirildiginda sadece Grup 4 ile arasinda (p=0.036) anlamli fark
bulunurken Grup 5,6 ile arasinda (p=0.248 , p=0.6 ) anlamli fark bulunmadi.

4.3.Gastroknemius Kas Agirhik Indeksi

Fonksiyonel degerlendirme i¢in 8. haftanin sonunda tiim siganlarmn sag ve sol
gastroknemius kaslar1 origo-insersiyo noktalarindan ayrilarak eksize edildi. Hassas
laboratuvar terazisi ile yapilan agirlik 6l¢iimleri sonrast siyatik sinire cerrahi islem yapilan
taraf (Sol) cerrahi islem yapilmayan (Sag) tarafa oranlanarak gastroknemius kas agirlik
indeksi hesaplandi. Gruplar arasinda gastroknemius kas agirlik indeksi agisindan

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0.001).

Gastroknemius kas agirlik indeksi degerlerinin gruplara gore ortalama ve standart
sapma sonuclar1 Grup 1°’den Grup 6’ya sirasiyla; 0,985+,046 , 0,554+0,056 , 0,554+0,071 ,
0,691+ 0,054, 0,691+ 0,044 , 0,552 + 0,070 olarak bulundu. Grup 1 ile diger tiim gruplar
arasinda gastroknemius kas agirlik indeksi degerleri acisindan istatiksel olarak anlaml fark

saptand1 (p<0.001).
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Sekil 19. Gruplara gére Gastroknemius kas agirlik indeksi degerleri grafigi

Siyatik sinirde tam kat kesi yapilarak cerrahi iglem uygulanan gruplar arasinda
sham grubuna en yakin, en iyi gastroknemius kas agirlik indeksi degerleri Grup 4 ve 5 ’te
bulundu. Grup 4 ve 5 arasinda istatiksel olarak anlaml fark saptanmadi (p=0.600). Grup 4
ve 5 diger gruplarla karsilastirildiginda Grup 2,3 ve 6 arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark bulundu (sirasiyla p=0.002 p=0.002 ,p=0.003 p=0.002 ,p=0.002 p=0.002).

Primer sinir onarimi yapilan Grup 2 onarim hatt1 etrafina nanofiber sinir sargisi
yapilan diger gruplar ile karsilastirildiginda; Grup 3 ve 6 ile arasinda anlamli fark
bulunmazken (sirasiyla p=0.916,p=0.674), Grup 4 ve 5 ile arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (p=0.002).

Saf PCL nanofiber sinir sargist sarilan Grup 3 ile ilachi nanofiber sinir sargisi
kullanilan gruplar karsilastirildiginda Grup 4 ve 5 ile arasinda (p=0.003,p=0.002) anlaml1
fark bulunurken Grup 6 ile arasinda (p=0.674) anlaml1 fark bulunmadi.
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4.4 Elektrofizyolojik Degerlendirme Bulgularn

Elektromiyografik incelemede 8. hafta sonunda tiim gruplarin bilesik kas aksiyon
potansiyelleri Olctlerek elde edilen aksiyon potansiyelleri (zerinden latans suresi ve

amplitiid degeri hesaplandi.

4.4.1 Latans (ms)
Tim gruplar arasinda latans siireleri acgisindan istatiksel olarak anlamli farklilik

bulunmaktadir (p=0.009). Grup 1°den Grup 6’ya sirasiyla ortalama latans sireleri;
1,42+0,13 , 2,15+0,47 , 1,83+0,22 ,1,63+0,22 , 1,74+0,25 , 1,82+0,16 ms olarak bulundu.

3,00

~
=
3

Latans (ms)

?ﬁﬁﬁy?

,00

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
Grup

Sekil 20. Gruplara gore ortalama latans siireleri grafigi

Grup 1 ile Grup 2,3,4,5 ve 6 arasinda latans siireleri agisindan istatistiksel olarak

anlamli fark bulunmaktadir (sirastyla p=0.001, p=0.001, 0.023, p=0.005 ,p<0.001) .

Primer sinir onarimi yapilan Grup 2 onarim hatti etrafina nanofiber sinir sargisi
yapilan diger gruplar ile karsilastirildiginda; Grup 3 ve 6 ile arasinda anlaml fark
bulunmazken (sirasiyla p=0.156,p=0.093), Grup 4 ve 5 ile arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (p=0.002, p=0.036).
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Saf PCL nanofiber sinir sargist sarilan Grup 3 ile ilacli nanofiber sinir sargisi
kullanilan gruplar karsilastirildiginda; daha kisa latans siiresine sahip olmalarina ragmen
Grup 4,5 ile arasinda (p=0.141,p=0.293) anlaml1 fark saptanmadi. Grup 6 ile benzer latans

slire ortalamalarina sahip oldugu goriildii.

4.4.2. Amplitid (mV)

Tim gruplar arasinda amplitiid degerleri agisindan istatiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p<0.001). Grup 1’den Grup 6’ya swrasiyla ortalama amplitiid degerleri;
11,91+2,30 , 3,59+0,76 , 4,86+3,71 , 9,27+2,41 , 7,75+2,51 , 5,62+3,37 mV olarak

bulundu.
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Sekil 21. Gruplara gore ortalama amplitiid degerleri grafigi

Grup 1 ile Grup 2,3,4,5 ve 6 arasinda amplitiid degerleri agisindan istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmaktadir (swrasiyla p<0.001, p=0.005 , p=0.021, p=0.012 ,
p=0.003) .
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Primer sinir onarimi yapilan Grup 2 , onarim hatt1 etrafina nanofiber sinir sargisi
yapilan diger gruplar ile karsilastirildiginda; Grup 3 ve 6 ile arasinda anlamli fark
bulunmazken (sirasiyla p=0.462 , p=0.093), Grup 4 ve 5 ile arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 fark bulundu (p<0.001).

Saf PCL nanofiber sinir sargist sarilan Grup 3 ile ilacli nanofiber sinir sargisi
kullanilan gruplar karsilastirildiginda; Grup 4 ile arasinda (p=0.012) istatistiksel olarak
anlamli fark saptanirken Grup 5 ve 6 ile arasinda (p=0.115 , p=0.600 ) anlamli fark

saptanmadi.

4.5.Histopatolojik Degerlendirme Bulgular

Tilim siganlar 8. haftanin sonunda sakrifiye edildikten sonra sol siyatik sinirlerinden
epindral onarim hattim1 da igerisine alacak sekilde patolojik Ornekler alindi. Alinan
patolojik  ornekler ~ 6dem,  fibrozis, aksonal dejenerasyon, inflamasyon,
vaskiilarizasyon,akson yogunlugu,fasikiiler organizasyon bozuklugu(disorganizasyon) ve

yabanci cisim reaksiyonu agisindan degerlendirildi.

Tablo 2. Gruplara gore 6dem,fibrozis,inflamasyon ve yabanci cisim reaksiyonu sonug¢larmim ortalama +
standart deviasyon degerleri

Yabanci Cisim

Odem Fibrozis inflamasyon _
Reaksiyonu
Grup 1 0 0 0.125+0.354 0.125+ 0.354
Grup 2 0.875%0.354 1.625+0.744 2+0.756 0.375+£0.518
Grup 3 1+0 2+0.756 2+0.756 2.375+£0.518
Grup 4 1+0 1.625+0.744 1.500+0.535 2.500+0.535
Grup 5 1+0 1.250+0.463 1.250+0.463 1.625+0.744
Grup 6 1+0 1.375+£0.744 1.250+0.463 1.750+0.707
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Tablo 3. Gruplara gére 6dem, aksonal dejenerasyon, vaskiilarizasyon, akson yogunlugu ve disorganizasyon

sonuglarmin ortalama+standart deviasyon degerleri

0.125+0.354

1+0 49.625+8.484 0+0

2+0.756 1.875+0.835 137.625+25.662 1.875+0.835
1.750+0.707 2.750+0.463 142.875+14.327 1.500+0.756
1.125+0.641 2.625+0.518 154+19.004 1.125+0.354
1+0.535 2.625+0.518 177.875+16.418 1.625+0.744
1.125+0.991 2.625+0.518 173.625+15.371 1.375+0.916

4.5.1. Odem

Siyatik sinirdeki ddem degerlendirildiginde gruplar arasinda sadece Grup 1’de
6dem bulunmazken diger tiim gruplarda 6dem mevcuttu ve bu fark Grup 1 ile diger tiim

gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001).

Sekil 22. x100 H&E Odem (Ok ile isaretli alan)
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4.5.2. Fibrozis

Fibrozis degerleri agisindan tiim gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik
bulunmaktadir (p<0.001). Siyatik sinirde tam kat kesi yapilarak cerrahi islem uygulanan
gruplar arasinda ortalama fibrozis degeri Grup 5’te en diisiik olarak bulundu. Grup 5
siyatik sinire cerrahi igslem uygulanan diger gruplar ile karsilastirildiginda sadece Grup 3
ile arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunurken (p=0.037) Grup 2,4 ve 6 ile
arasinda ortalama fibrozis degeri diisiik olmasina karsin istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmadi (p=0.268 , p=0.268 ,p=0.890).

Primer sinir onarimi yapilan Grup 2 , onarim hatti etrafina nanofiber sinir sargisi
yapilan diger gruplar ile karsilastirildiginda;Grup 3,4,5 ve 6 ile arasinda fibrozis degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p=0.308 , p=1 , p=0.268 |,
p=0.393).

Saf PCL nanofiber sinir sargisi sarilan Grup 3 ile ilagh nanofiber sinir sargisi
kullanilan gruplar karsilastirildiginda;Grup 4 ve 6 ile arasinda anlamlhi farklilik

bulunmazken (p=0.308 , p=0.086 ) Grup 5 ile arasinda fibrozis degerleri a¢isindan anlamli

fark bulundu (p=0.037).

Sekil 23. (a) x40 MTK fibrozis yok , (b) x40 MTK orta derecede fibrozis ,(c) x40 MTK yogun fibrozis.
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4.5.3. inflamasyon

Inflamasyon degerleri agismndan tim gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli
farklilik bulunmaktadir (p<0.001). Grup 1 ile diger tiim gruplar arasinda inflamasyon
degerleri agisindan anlamli farklilik saptandi (p<0.001).

Primer sinir onarimi yapilan Grup 2 , onarim hatt1 etrafina nanofiber sinir sargisi
yapilan diger gruplar ile karsilastirildiginda;Grup 5 ve 6 ile arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilhik bulunurken (p=0.037), Grup 3 ve 4 ile arasinda anlamli farklilik
saptanmadi (p=1, p=0.165).

Saf PCL nanofiber sinir sargisi sarilan Grup 3 ile ilaclhh nanofiber sinir sargisi
kullanilan gruplar karsilastirildiginda; Grup 5 ve 6 ile arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik bulunurken (p=0.037), Grup 4 ile arasinda anlaml farklilik saptanmadi (p=0.165).

X
P83

Sekil 24. (a) X100 H&E Hafif Inflamasyon, (b) x40 H&E Yogun inflamasyon (isaretli alanlar )

4.5.4.Yabanci Cisim Reaksiyonu
Siyatik sinirde tam kat kesi yapilarak cerrahi islem uygulanan gruplar ortalama

yabanct cisim reaksiyonu acisindan degerlendirildiginde sham grubuna en yakin deger

Grup 2’de saptand1.Grup 1 ve 2 arasinda anlamli farklilik bulunmadi (p=0.264).
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Primer sinir onarimi yapilan Grup 2 epindral sinir onarimi sonrasi sinir sargisi
kullanilan diger gruplar ile karsilastirildiginda ;Grup 3,4,5 ve 6 ile arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptandi (p<0.001 , p<0.001, p=0.004 , p=0.002 ). Siyatik sinir
etrafina sarilan nanofiber sinir sargilar1 151k mikroskopi incelemesinde multiniikleer dev

hiicreler agisindan daha yogun olup belirgin yabanci cisim reaksiyonu olusturmaktadir.

Saf PCL nanofiber sinir sargisi sarilan Grup 3 ile ilagh nanofiber sinir sargisi
kullanilan gruplar karsilastirildiginda; Grup 5 ile arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunurken (p=0.04), Grup 4 ve 6 1ile arasinda anlamli farklilik saptanmadi
(p=0.626 p=0.069).

Sekil 25. (a,b) x100 H&E Yabanci cisim reaksiyonu (ok ile isaretli), (c) x40 H&E Santralde periferik sinir ve
periferde onu gevreleyen yogun yabanci cisim reaksiyonu (ok ile isaretli)

4.5.5.Aksonal Dejenerasyon

Aksonal dejenerasyon degerleri agisindan sham grubuna en yakin degerler Grup
5’te elde edilmistir. Primer sinir onarmmi yapilan Grup 2 epindral sinir onarimi sonrasi sinir
sargis1 kullanilan diger gruplar ile karsilastirildiginda ; Grup 4 ve 5 ile arasinda istatistiksel
olarak anlaml farklilik saptandi (p=0.032 , p=0.012).Grup 3 ve 6 ile arasinda anlaml
farklilik bulunmadi (p=0.492, p=0.062).Grup 4 ve 5’te aksonal dejenerasyon derecesi

%50’den fazla olan sigan goriilmedi.
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Aksonal
Dejenerasyon

[ Yok

W <%10
[ %10-50
W >%50

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
Grup

Sekil 26. Aksonal dejenerasyon derecesine gore gruplardaki sigan sayisi

Saf PCL nanofiber sinir sargisi sarilan Grup 3 ile ilagh nanofiber sinir sargisi

kullanilan gruplar karsilastirildiginda; Grup 5 ile arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik bulunurken (p=0.034), Grup 4 ve 6 ile arasinda anlaml farklilik saptanmadi

(p=0.094 p=0.132).
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Sekil 27. (a) x200 H&E Aksonal dejenerasyon , (b) x100 Alcian Blue Aksonal dejenerasyon
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4.5.6.Vaskularizasyon

Gruplar vaskiilarizasyon degerleri agisindan karsilastirildiginda Grup 1 ile diger
tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi.Grup 2’den Grup 6’ya
sirastyla (p=0.010, p<0.001 , p<0.001, p<0.001, p<0.001). Ortalama vaskilarizasyon
degerinin en yiiksek Grup 3’te oldugu goriildii. Grup 4,5 ve 6’nin benzer vaskiilarizasyon

degerlerine sahip oldugu goriildii.

Primer sinir onarimi yapilan Grup 2 epindral sinir onarimi sonrasi sinir sargisi
kullanilan diger gruplar ile karsilastirildiginda; sadece Grup 3 ile arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptandi (p=0.030). Grup 4,5 ve 6 ile arasinda ortalama
vaskiilarizasyon degerleri Grup 2’de daha diisiik olmasina ragmen istatistiksel olarak

anlaml fark olmadig1 gorildii.

Sekil 28. (a) x100 H&E Vaskiilarizasyon, (b) x200 H&E Vaskiilarizasyon (Oklarla isaretli alanlar), (c) x200
MTK Vaskilarizasyon

4.5.7.Akson Yogunlugu

Gruplar mm? ‘deki aksonal yogunluk agisindan karsilastirildiginda en fazla
ortalama akson sayisinin Grup 5°te oldugu goriildii. Grup 5 diger ilag iceren nanofiber sinir
sargilar1 ile karsilagtirildiginda Grup 4 ile arasinda anlamli fark bulunurken (p=0.021 ),
Grup 6 ile arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmadi (p=0.834).
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Sekil 29. Gruplara gére mm? “deki ortalama akson sayilari

Primer sinir onarimi yapilan Grup 2 epindral sinir onarimi sonrasi sinir sargisi
kullanilan diger gruplar ile karsilastirildiginda;Grup 3 ve 4 ile arasinda ortalama akson
sayis1 agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0.293 , p=0.074). Grup 5 ve
6 ile arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0.006 , p=0.010).

Saf PCL nanofiber sinir sargisi sarilan Grup 3 ile ilagh nanofiber sinir sargisi
kullanilan gruplar karsilastirildiginda; Grup 5 ve 6 ile arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik bulunurken (p=0.002, p=0.005 ), Grup 4 ile arasinda anlaml farklilik saptanmadi
(p=0.172).

4.5.8.Fasikiiler Organizasyon Bozuklugu (Disorganizasyon )

Gruplar  disorganizasyon derecelerine gore karsilastirildiginda  fasikiiler
organizasyon bozuklugunun siyatik sinire tam kat kesi yapilarak cerrahi islem uygulanan
gruplar arasinda en az Grup 4’te oldugu gorildi. Grup 4’te %50 fazla fasikiiler
organizasyon bozuklugu bulunan sigan goriilmedi. Grup 4 ilaghh nanofiber sinir sargisi
yapilan diger gruplarla karsilastirildiginda; Grup 5 ve 6 ile arasinda anlamli fark bulunmadi

(p=0.107 , p=0.521).
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s Disorganizasyon
[ Yok

W <%10

— @ %10-50

W >%50

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5 Grup 6
Grup

Sekil 30. Disorganizasyon derecelerine gore gruplardaki sigan sayisi

Primer sinir onarimi yapilan Grup 2 epindral sinir onarimi sonrasi sinir sargisi
kullanilan diger gruplar ile karsilastirildiginda; sadece Grup 4 ile arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik saptandi (p=0.038). Grup 3,5 ve 6 ile arasinda Grup 2’de ortalama
disorganizasyon degerleri yiiksek olmasina karsin anlamh farklilik bulunmadi (p=0.330 ,
p=0.533, p=0.264 ).

Saf PCL nanofiber sinir sargisi sarilan Grup 3 ile ilagh nanofiber sinir sargisi
kullanilan gruplar karsilastirildiginda;Grup 4,5 ve 6 ile arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik goriilmedi (p=0.239, p=0.680 , p=0.770 ).

PP —
el Y R e Y
D J L /7 P ;f_""': ¥
y /,,//'/ / r ‘.,,.’;
YAy, h [ fade
) 7 / "l e
14" . /,,«7-»., -
whll /;’;' L T
/,/'/”’/, i I 2 (/5 st
gl Al :
Ny
/ 41 I ¥, y 'y
Ui Ll
iy /
Al / k ¥
] /4 // Y
y / /// iy 1 /
vV / v
1/, ;
f { 4 /'// /'//, J
Ny
3 £/ 1 /
a $LYD 5 10
) B 2 /g /

Sekil 31. (a) x40 H&E Normal sinir yapist , (b) x200 H&E Periferik sinirde sol st tarafta fasikiiler
organizasyon bozuklugu yok , sag alt tarafta fasikiiler organizasyon bozuklugu <%10 , (c) x200 H&E
Periferik sinirde fasikuler organizasyon bozuklugu %10-50.
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5. TARTISMA

Periferik sinir sistemi rejenerasyon yetenegine sahip olmasma ragmen, sinir
onarimini takiben fonksiyonel iyilesme yavas ve genellikle yetersizdir (85). Amerika
Birlesik Devletleri'nde her yil yaklagik milyonda 43,8 kisi travmatik sinir yaralanmalarina
maruz kalmaktadir ve bunlarin ¢ogu 6nemli el fonksiyonlarini kontrol eden {ist ekstremite
sinirlerini etkilemektedir (86). Artan dinya nifusu ve uzayan ortalama yasam siiresi g0z
oniinde bulunduruldugunda, daha fazla sayida yaralanma ortaya ¢ikma egilimindedir ve

sonug olarak, hasarli sinirlerin onarilmasi i¢in ¢ok sayida tedavi ve ameliyat gerekecektir.

Periferik sinir yaralanmalar1 , maruziyetleri géz Oniine alindiginda travmatik
yaralanmalar, ameliyat komplikasyonlari, konjenital yaralanmalar ve savas yaralar1 gibi
birgok farkli mekanizmadan kaynaklanabilir (87). Travmatik yaralanmalarda yaralanmanin
olusum mekanizmasi degisiklik goOsterebilir. Bunlar arasinda; penetran yaralanmalar,
ezilme, traksiyon, iskemi ve termal, elektrik soku ve radyasyon gibi daha az yaygin
mekanizmalar sayilabilir. Bir diger yaygin yaralanma mekanizmasi da mekanik
deformasyonun yani sira iskemiyi de i¢eren kompresyondur. Cok ¢esitli hastaliklar da
periferik sinir yaralanmalarinin temel nedeni olabilir, 6rnegin diyabetik periferik ndropati

sonucu gelisen sinir hasarlar1 (88,89).

Periferik sinir yaralanmalarmin tam olarak iyilesmemesi genellikle etkilenen
uzuvlarda uyusma, kronik agri1 , duyusal ve/veya motor fonksiyonlarda azalma ve
hastalarda rahatsiz edici kalic1 sakatlik gibi bir¢ok olumsuz sonuca yol agmaktadir. Bu
sonuglar hastanin hem fiziksel hem de zihinsel olarak yasam kalitesinde biiyiik bir kayiptir
ve yukarida belirtilen gercekler géz Oniine alindiginda, periferik sinir yaralanmalarini

diinya ¢apinda bir klinik sorun olarak degerlendirmek gerekir (90).

Sinir patofizyolojisindeki mevcut durum goz Oniine alindiginda, son yillarda tibbi
ve ameliyat tekniklerinde yalnizca kiiglik ilerlemeler kaydedilmistir. Epindral onarim, iyi
vaskiilarize her iki sinir ucunun dogrudan, gerilimsiz siitiirler ile gerceklestirilebildiginde

tercih edilen cerrahi onarim secenegi olmaya devam etmektedir (91).

49



Periferik sinir yaralanmalarinda tam anlamiyla basarili olarak uygulanabilecek
farmakolojik ajanin bulunmasi i¢in gilincel aragtirmalar bu ydne dogru evrilmistir. Bu
aragtirmalardan bir tanesi de nanoteknoloji ve bu yontemle liretilen nanomateryallerdir.
Nanoteknoloji son yillarda periferik sinir rejenerasyonunda onemli rol oynamakta olup
nanofiberlerin aksonal biiylimeye katki saglayabilecegi gosterilmistir (7). Aksonal
rejenerasyonu hizlandirabilecek stratejiler, denervasyon suresini azaltabilir ve hedeflerine
ulagan noron sayisini artirabilir. Periferik sinir yaralanmalarmin belirtilen 6énemi g6z
oniine alindiginda, bu yaralanmalarin klinik yonetiminde ortaya ¢ikan bazi zorluklarin ele
allmmasma ve c¢oziilmesine yardimci olmak i¢in nanoteknolojinin kullanilmasi,
arastirilmaya deger bir alandir ve Oniimiizdeki yillarda arastrmalarin artarak devam

edecegini diisiinmekteyiz.

Periferik sinir rejenerasyonunu engelleyen en dnemli fizyopatolojik durumlardan
bazilari; inflamatuar yanit, fibrozis veya skar dokusu olusumu ve uygun vaskularizasyon

eksikligidir.

Noroinflamasyon, sinir dejenerasyonu ve ardindan gelen rejenerasyonda dnemli bir
fenomendir. Iyilesme siireci boyunca degisen canli ve aktif bir siirectir. inflamasyonun
hem zamanlamasi hem de derecesi rejenerasyon siirecinin iyilesmesine ya da
engellenmesine yol agacaktir. Bu siireg bireyler arasinda da 6nemli 6lgtide farklilik gosterir
ve bu da kontrol edilmesini zorlastirr (92). Bagisiklik sistemi sinir rejenerasyonu sirasinda
kritik bir rol oynar ve bir yaralanmadan sonra her zaman inflamatuar bir yanit sz
konusudur. Sitokin ve kemokinler salgilandik¢a, graniilositler (nétrofiller ve mast
hiicreleri) ve agraniilositler (monositler/makrofajlar ve lenfositler) dahil olmak {izere farkli
imman hiicre tipleri travmatik olaydan sonraki ilk saatlerde kritik bdlgeye toplanir (93).
NoOrodejeneratif olaylarda ortaya ¢ikan inflamasyonun kontrol altina alinmasi, hastaya 6zgii
miidahaleler gerektiren olduk¢a karmasik bir sorundur. Son zamanlarda nanoteknoloji

alanindaki aragtirmalar bu sorunu ele almaya ¢aligmaktadir (94) .

Implant gevresinde fibrozis veya skar dokusu olusumu, bir yaralanmadan sonra
beklenen ve dogal olarak meydana gelen bir olaydir (95). Bununla birlikte ekstraseliiler
matriks’in asir1 birikimi ve bunun sonucunda yeniden sekillenme kalic1 skar olusumuna yol
actigindan sinir rejenerasyonu i¢in kritik olabilir. Fibrozis rejenerasyonu iki sekilde

engelleyebilir: (1) intranoral fibrozis aksonlarin proksimal segmentten distal segmente
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gecisini engeller,(2) ekstrandral fibrozis hastalarin hareketi sirasinda sinirlerin fizyolojik

hareketini sinirlayarak agriya ve fonksiyonel kisitlamaya yol agar (96).

Uygun vaskiilarizasyon eksikligi, yani yarali bdlgede anjiyogenez siirecinin
yetersizligi, son zamanlarda sinir rejenerasyonunu sinirlayan ana faktorlerden biri olarak
kabul edilmektedir. Vaskilarizasyon ve nodral doku miihendisligi arasindaki iligki
1990’larda kesfedilmistir(97). Sinir rekonstriiksiyonundan sonra sinir, rejeneratif ortami ve
sonucu potansiyel olarak degistiren iskemik kosullara maruz kalir (98). Uzun sireli
iskemiye maruz kalan dokular, oksijenasyon ve besin kaynagi eksikligi nedeniyle hiicre
hasar1 ve 6limii de dahil olmak lizere ¢ok sayida patolojik siirecle iligkilendirilir. Bu
durum, ¢ok daha hizli yeniden damarlanan normal otogreftlere kiyasla gecikmis yeniden
damarlanma gozlemlendiginden doku miihendisligi {riinii greftlerin zayif rejeneratif
sonuglar1 i¢in bir agiklama olarak kabul edilmistir (99). Her seye ragmen, rejenerasyon
stirecinin baglangici (6rn. Wallerian dejenerasyon ve schwann hiicrelerinin diizenlenmesi)
hipoksi tarafindan baslatilir (100). Bu tur olaylar,vaskiiler endotelyal biylime faktor
(VEGF) salgilamaya baslayan makrofajlar tarafindan 6zellikle algilanir. Schwann hiicreleri
daha sonra kan damarlarin1 bosluktan gé¢ etmek ve yol boyunca yenilenen aksonlari

getirmek icin fiziksel kilavuz olarak kullanir.

Calismamizda periferik sinir rejenerasyonunu etkileyen onemli fizyopatolojik
durumlara farkli mekanizmalar {izerinden etki eden nanofiber sinir sargilarmi kullandik.
Sinir onariminda kullanilacak bir sarginin arzu edilen nitelikleri, sinir kaymasima izin veren
(siniri sikistirmadan) ve onarim bolgesinde intrandral skarlasmayi sinirlayan ve dolayisiyla
aksonal biiyiimeyi tesvik eden bir ortam yaratabilen inert, biyolojik olarak pargalanabilir
bir malzeme icermelidir. Optimal rejenerasyonun gerceklesmesi igin, biiyliyen aksonlarin
oncelikle skarli onarim bolgesini proksimalden distal segmente dogru gecebilmesi gerekir
(96).

Metilkobalamin ve takrolimusun sinir rejenerasyonuna yaptigir etkiler farkl
calismalarda degerlendirilmesine karsin PCL polimer Uzerine eklenerek birlikte
kullanirmmimn ve ayr1 ayr1 kullanilarak fonksiyonel, histopatolojik, elektrofizyolojik

etkilerinin karsilagtirildigi calismaya literatiirde rastlamadik (101,103).
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PCL, uygun mekanik mukavemeti, saglamligi, biyolojik olarak parcalanabilirligi ve
sitouyumlulugu nedeniyle rejeneratif tipta artan bir ilgi gormistiir (104). Cekme mukavemeti
disiik olan PCL yliksek kopma uzamasi ile oldukga iyi elastik 6zellikler gostermektedir .
PCL'nin yavas bir bozunma hizina sahip oldugu iyi bilinmektedir (105). Bir ¢aligmada
polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) polimerin fizyolojik sicaklikta biiziilmesi nedeniyle sinir
ileti sargis1 olarak kullanim i¢in uygun olmadigi belirtilmistir (102). Caligmamizda saf PCL
sinir sargis1 kullanilan Grup 3 hem primer epindral onarimla hem de ilagli nanofiber sinir

sargilar1 ile karsilastirma ve kontrol grubu olarak kullanilmigtir.

Calismamizda saf PCL nanofiber sinir sargisi kullanilan Grup 3 sadece epinéral onarim
yapilan Grup 2 ile karsilastirildiginda; nanofiber grubunda daha iyi SFI degerleri elde edildi (
34,01+10,41 , -41,11+7,02). Elektromiyografik incelemede daha kisa latans siiresi ve daha
yiiksek amplitiid degerleri bulundu, fakat bu degerlendirme sonuglar1 istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. Histopatolojik degerlendirmede fibrozis ve inflamasyon agisindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmazken ,Grup 3’te daha yiiksek

vaskiilarizasyon ve akson yogunlugu ve daha az disorganizasyon goriildii.

Sarhane ve ark. 2019 yilinda yaptiklar1 ¢alismada makroporéz PCL sinir sargisini
epindral onarim ve biyolojik bir sinir sargist ile karsilastirmistir. Caligmada sinir
rejenerasyonu 5. haftada erken ve 16. Haftada ge¢c donem olmak Uzere iki farkli zamanda
degerlendirilmis. Calismanin sonucunda nanofiber grubunda kontrol grubuna gore
kollajen depolanmasinda azalma, akson yogunlugunda artis, miyelin kilif kalinliginda artis,
inflamasyon ve fibroziste azalma, latans siiresinde kisalma, kas agirlik kaybinda azalma
bulunmus (106). Calismada inflamasyon ve fibrozis erken donemde degerlendirilmis.
Akson yogunlugu, miyelin kilif kalinlig1 ve elektrofizyolojik degerlendirme sonuglarinin
erken donemde nanofiber grubu lehine oldugu ge¢ donemde (16. Hafta) birbirine oldukca
benzer sonuglara ulastig1 belirtilmis. Bu benzer sonuclarin insanlar {izerinde yapilacak bir
klinik senaryoda degerlendirilmesi halinde sinir rejenerasyonunun kasa ulagmasi ve
atrofisini 6nlemesi icin birka¢ hafta ekstra zaman vermenin 6nemli olabilecegi seklinde

yorumlanmustir.
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Calismamizda Sarhane ve ark.’larinin ge¢ donem sonuglar1 ile uyumlu sekilde
akson yogunlugu ve latans siiresi Grup 3’te daha iyi olmasma ragmen Grup 2 ile oldukga
benzer degerlere sahipti. Fibrozis, inflamasyon ve fonksiyonel degerlendirmelerin
calismamiz ile farkli sonuglara sahip olmasinin degerlendirme zamanlarinin farkli
olmasindan kaynaklandigin1 diisiinmekteyiz. Ayrica Sarhane ve ark. inflamasyonun erken

zamanda degerlendirilmesinin daha degerli sonug verebilecegini belirtmistir.

Metilkobalamin, bir B12 vitamini analogudur ve homosisteinden transmetilasyon
reaksiyonu ile metionine doniisiim sonucu olusur (71). Metilkobalamin dahil olmak Gzere
B12 vitamininin sinir sistemi iizerinde faydali bir etkiye sahip olduguna dair raporlar
vardrr. In vitro ortamda, B12 vitamini de dahil olmak iizere B vitamini kompleksi norit
biiyiimesini destekler ve B12 vitamini ile zenginlestirilmis ortam en yiiksek ortalama norit
biiyiimesini saglar (107). In vivo ¢alismalarda, yiiksek doz metilkobalamin , sigan siyatik
sinir hasar1 modelinde sinir iletimini ve rejenerasyonunu iyilestirmistir (108). Ancak
metilkobalamin 20-50 dakika gibi kisa bir yar1 dmiire sahiptir. Bu yiizden yiiksek plazma

konsantrasyonunu korumak icin tekrarlayan uygulamalar gerektirmektedir (76).

Calismamizda Metilkobalamin igeren sinir sargist kullanilan Grup 4 sadece
epindral onarmm yapilan Grup 2 ile karsilastirildiginda; nanofiber sinir sargisi grubunda
daha iyi SFI ve gastroknemius kas indeksi, daha kisa latans siiresi ve yiiksek amplitiid
stiresi bulunmus ve bu degerler istatiksel olarak anlamli saptanmustir. Histopatolojik
incelemelerde ise metilkobalamin igeren sinir sargis1 grubunda aksonal dejenerasyon ve
disorganizasyonun daha istatiksel olarak anlamli sekilde daha az oldugu, daha az
inflamasyon ve daha yiiksek vaskiilarizasyon ile akson yogunlugu degerlerine sahip

olmasina ragmen istatiksel olarak fark saptanmada.

Suzuki ve ark. rat siyatik siniri {izerinde ezilme tipi yaralanma modeli olusturmus
ve metilkobalamin igeren sinir sargilar1 ile sinir rejenerasyonunu degerlendirmis Ve
metilkobalaminin lokal olarak uygulanmasmin muhtemelen aksonal mRNA seviyelerini
ve lokal protein sentezini diizenleyerek in vivo fonksiyonel, elektrofizyolojik ve histolojik
iyilesme sagladig1 sonucuna ulasmislardir (101). Baz1 vakalarda sinir dokusundaki hasar
tuzak noropatisi ve sinir ezilme yaralanmasma gore daha agirdir ve periferik siniri
cevreleyen epindryum dahil tiim bag dokular1 ayrilir. Bizim ¢aligmamizda da siyatik sinir

lizerinde tam kat kesi olusturulmus (daha agir sinir yaralanmasi) ve epindral butunlik
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tamamen bozulmustur. Ayni ¢alismada iyilestirilmemis CMAP degerleri igin
ndromuskuler kavsaktaki iyilesme i¢in 6 haftanin erken olabilecegi belirtilmis. Bir baska
caligmada ise siyatik sinir ezilme yaralanmas1 modelinde CMAP'nin tam olarak iyilesmesi
icin 90 giinden daha uzun bir siirenin gerekli oldugu belirtilmistir (109). Motora 6zgu
norotrofik faktorlerin mRNA seviyeleri 15 giin i¢inde en yiiksek degerlere ulastiginda,
kalan tiim aksotomize motondronlar aksonlarini 8 ila 10 haftalik bir siire iginde asamali
olarak uygun motor dalmi yeniden olusturur (110) . Bizim ¢alismamiz da 8. hafta sonunda

amplitiid ve latans degerleri sham grubuna yaklasmaistir.

Takrolimus FDA onayli bir kalsindrin inhibitorii olup klinikte yaygin olarak
imminsupresif bir ajan olarak kullanilmaktadir (111). Immiinsupresif etkilerinden
bagimsiz olarak, takrolimus FKBP52'nin aracilik ettigi dogrudan norotrofik etkiler
sergilemektedir (112,113). Takrolimusun hiicre ici mekanizmalarla etkisine ek olarak sinir
iyilesmesinde skarlasmay1 azaltarak da etki ettigine dair ¢alismalar mevcuttur (70).
Bununla birlikte, FK506'n1n uzun siireli sistemik uygulamasi enfeksiyon, bobrek toksisitesi
ve karaciger toksisitesi riskinde artig ile iliskilidir (114). Bir ¢alismada takrolimusun
sistemik uygulamasi ile sinir sargisi olarak kullanilmasi arasinda bobrek,beyin ve kalp gibi
organ birikimi arasinda belirgin derece lokal uygulamada diisiik oldugu ayrica 24 saatlik
plazma konsantrasyonlar1 arasinda da lokal uygulamanin belirgin olarak daha diistik
oldugu goriilmiis (102). Calismamizda da takrolimusun sistemik toksisitesini 6nlemek

amaciyla lokal etkili takrolimus igeren nanofiber sinir sargisi kullanildi.

Yapilan c¢alismalarda takrolimusun nororejeneratif etkisine dair birkag farkli
mekanizma One siiriilmistiir. Caligmalar FK506 aktivitesine FK506 baglayici proteinler
(FKBP) olarak adlandirilan bir protein ailesinin ve 12-kKDA reseptorinin (FKBP-12)
aracilik ettigini gostermistir (67). Arastirmacilar FKBP'nin sadece T hiicrelerinde degil,
ayni zamanda noronal dokularda da bulundugunu géstermistir (115). FK506 ve FKBP-12
kompleksi, kalsiyumla aktive olan fosfataz kalsindrini inhibe ederek kalsindrin
substratlarinin biiytime ile iliskili protein-43(GAP-43) ile fosforilasyon seviyelerini artirir
(116). Noronlarda bir Kkalsinorin substrati olan GAP-43, akson uzamasinda (117) ve
biiylime konisi olusumunda 6nemli bir rol oynar (118). Takrolimusun prorejeneratif
etkilerine, noral hiicrelerde skarlagmanin azalmasi ve ERK yolaklarinin aktivasyonuna

aracilik ettigi diisiiniilmektedir (119).
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Calismamizda takrolimus igeren sinir sargisi yapilan Grup 5’te sadece epindral
onarim yapilan Grup 2’ye gore fonksiyonel olarak daha iyi SFI ve gastroknemius kas
agirlik indeksi elde edildi. Elektromiyografik incelemede ise daha kisa latans siiresi ve
daha yiiksek amplitiid degeri elde edildi. Histopatolojik incelemede inflamasyon, akson
yogunlugu ve aksonal dejenerasyon agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptandi.
Inflamasyondaki azalma 6zellikle T lenfositlerini inhibe etmek (izere hareket eden
FK506'm immiinsupresif etkisine baglanabilir (120). Bir ¢alismada, FK506'nin Schwann
hiicre proliferasyonunu ve sinir biiylime faktorii salgilanmasmi tesvik ettigi ve baska bir
caligma, FK506'nn fibroblast regiilasyonu yoluyla rejenerasyon bolgesindeki sinir dokusu
icindeki skarlasmay1 azaltarak sinir rejenerasyonunu destekledigini 6ne siirmektedir
(70,121). Calismamizda siyatik sinire tam kat kesi sonrast onarim yapilan gruplar arasinda
en diisiik fibrozis degeri Grup 5 ‘te elde edilmesine ragmen sadece Grup 3 ile arasinda
anlamli fark saptandi. Bunun nedeni fibrozis degerlendirmesinin sadece 8. haftada
degerlendirilmesi olabilir. Bir calismada makrofajlarin yaralanma sonrasi 7. giinde pik
yaptig1 ve kolajen VImn M2 tip makrofaj polarizasyonunda 6nemli bir rol oynadigi
belirtilmistir  (122,123). Erken donemlerde yapilacak fibrozis ve inflamasyon

degerlendirmesi gruplar arasinda anlamli fark olusturup daha degerli sonuglar verebilir.

Metilkobalamin iceren nanofiber sinir sargisi kullanilan Grup 4 ile takrolimus
iceren nanofiber sinir sargis1 kullanilan Grup 5 karsilastirildiginda; SFI degerlendirmesinde
Grup 4’te daha iyi degerler elde edilmesine karsin (-25,63+6,88 , -30,42+6,34) istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi. Gastroknemius kas agirlik indeksi agisindan her iki grupta
benzer degerler elde edildi. Elektrofizyolojik incelemede latans ve amplitiid degerlerinde
birbirine ¢ok yakin degerler saptandi ve istatistiksel fark goriilmedi. Histopatolojik
incelemede inflamasyon,fibrozis,aksonal dejenerasyon,akson yogunlugu ve yabanci cisim
reaksiyonu agisindan Grup 5 ‘te daha iyi degerler elde edildi fakat bu degerler i¢inde
sadece akson yogunlugu ve yabanci cisim reaksiyonu acisindan istatistiksel olarak fark
bulundu. Grup 4’te daha az disorganizasyon goriilmesine kargin anlamli fark bulunmadi.
Grup 5’te bazi patolojik degerlendirmelerde daha iyi degerler elde edilmesine karsin
istatistiksel olarak anlamli olmamasinin nedeninin deney hayvan sayisindan

kaynaklandigini diistinmekteyiz.
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Fonksiyonel ve histopatolojik incelemeler birlikte degerlendirildiginde Grup 5°te
akson yogunlugu fazla olmasina karsin disorganizasyonunda Grup 4’e gore kismen fazla
olmas1 proximalden distale gecisi azaltmig ve Grup 5°teki SFI ve elektrofizyolojik
degerlendirmeyi etkilemis olabilir. Grup 5’te nispeten yiiksek olan disorganizasyonun
sebebi degerlendirmenin 8. haftada yapilmis olmasi ve sinirde tam kat kesi yapilmasi
olabilir. Kim ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢caligmada traksiyon sinir yaralanmasi modeli
olusturulup 2. ve 4. haftalarda yapilan patolojik inceleme sonucunda; 4. haftada takrolimus
iceren kollajen sargi modelinde sinir organizasyonunun 2. haftaya goére daha iyi oldugunu
belirtmiglerdir (124). Traksiyon sinir yaralanmasi epindral biitiinliigiin devamliligi
nedeniyle tam kat kesi yapilan sinir yaralanma modellerine goére daha hafif

yaralanmalardir.

Sinir rejenerasyonuna farkli mekanizmalar iizerinden etki eden metilkobalamin ve
takrolimusu birlikte igeren nanofiber sinir sargist yapilan Grup 6, primer epindral yapilan
Grup 2 ile karsilastirildiginda SFI,latans ve amplitiid degerleri agisindan Grup 6’da daha
iyl ortalama degerler elde edilmesine karsin istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmadi. Patolojik incelemede ise Grup 6’da fibrozis,aksonal
dejenerasyon,vaskiilarizasyon ve disorganizasyon ortalama degerleri daha iyi olmasina
karsin istatistiksel olarak anlamli fark goriilmedi.inflamasyon,yabanci cisim reaksiyonu ve
akson yogunlugu agisindan istatistiksel olarak anlaml fark saptandi. Grup 6°da takrolimus

olmasi sebebiyle inflamasyon daha az saptandi.

Grup 6 metilkobalamin ve takrolimusun ayri1 ayri kullanildigt Grup 4 ve 5 ile
karsilastirildiginda; fonksiyonel degerlendirmede sadece gastroknemius kas agirlik
indeksinde anlaml fark oldugu ve Grup 4 ile 5 ‘te daha iyi sonuglar elde edildigi goriildii.
Patolojik incelemede ise sadece Grup 4 ile arasinda yabanci cisim reaksiyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi. Diger patolojik incelemelerde anlamli fark

gorilmedi.

Fonksiyonel ~ve histopatolojik incelemeler birlikte  degerlendirildiginde
metilkobalamin ve takrolimusun birlikte kullaniminin sinir rejenerasyonunda epinéral
onarima gore daha iyi ortalama degerlere sahip olmasma ragmen istatistiksel olarak

anlamli fark olusturmadigi ve belirgin sinerjistik bir etki yaratmadigi gorildii.
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Istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamasmin sebebi kullanilan deney hayvan
sayisinin az olmasi olabilir. Daha fazla deney hayvani ile yapilacak ¢aligsmada daha iyi olan
degerlerde istatistiksel fark olusabilir. Ayrica PCL+Takrolimus+Metilkobalamin karigimi
yapilirken, metilkobalamin ve takrolimus PCL agirlik oraninin %151 olacak sekil eklendi.
Calismamizda metilkobalamin ve takrolimus igeren nanofiber sinir sargisinin istatistiksel
olarak anlaml fark olusturamamasinim bir diger sebebi de doz bagimli etki olabilir. Onceki
in vivo ¢aligmalar, takrolimusun sinir rejenerasyonunu artirmasinin, etkili immuinsupresyon
icin gerekenden daha diisiik dozlar kullanilarak ortaya ¢ikarilabilecegini gostermistir (114).
Rejenerasyonu tesvik etmek i¢in bildirilen optimum takrolimus konsantrasyonu modeller
arasinda farklilik gostermektedir. Immiinsupresyon icin gereken optimum lokal takrolimus
dozunun belirlenmesinde zorluklar vardir ¢ilinkii ¢ogu ¢alisma sistemik immiinsiipresyon
kullanmis ve lokal doku seviyelerini bildirmek yerine minimum 5-15 ng/ml plazma
seviyesini korumaya odaklanmistir (125). In vitro olarak, sican siyatik sinir ezilme
modelinde 0.25 mg'a kadar olan bolgede iyi sonuglar géstermistir (112). Tajdaran ve
arkadaglar1 onceki ¢aligmalara dayanarak 200 pg'lik bir konsantrasyon bildirmistir (126).
Onceki calismalar, in vitro ortamda 100 nm ila 100 pm arasinda degisen metilkobalamin
konsantrasyonlarinin ndrit biiyiimesini etkili bir sekilde hizlandirabildigini géstermektedir
(74). Bir diger caligmada rat siyatik sinir defektinde %15°lik metilkobalamin i¢eren PCL
sinir konduiti kullanilmis ve CMAP degerleri acgisindan belirgin farklilik elde edilmis
(127).
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6. SONUC

Periferik sinir yaralanmalar1 sik goriilen, etkilenen hastalarda fonksiyonel kayba
neden olabilen bir durumdur. Sinir rejenerasyon siirecinde optimal kosullarda dahi tam
iyilesme saglanamayabilir. Calismamizda sinir rejenerasyonuna etkilerini gdstermek
amaciyla PCL nanofiberler igerisine B12 vitamin analogu olan metilkobalamin ve
immansupresif bir ajan olan takrolimus eklenerek sinir sargisi olusturuldu. 8. hafta
sonunda hem metilkobalamin hem takrolimus igeren sinir sargilarinin ayri ayri
kullanildiginda fonksiyonel ve histopatolojik olarak sinir rejenerasyonuna olumlu katkida
bulundugu goriildii. Iki ajan fonksiyonel ve histopatolojik olarak karsilastirildiginda sinir
rejenerasyonu agisindan birbirlerine belirgin tistiinliigi olmadig: goriildi. Metilkobalamin
ve takrolimusun birlikte kullaniminin sinir rejenerasyonu lizerinde sinerjistik bir etki
yaratmadig1 ve sinir iyilesmesi i¢in olumlu katkilar1 bulunmasina karsin istatistiksel olarak
anlaml1 fark olusturmadig1 gozlemlendi. Uretilen bu nanofiber sinir sargilar1 daha diisiik
maliyetli, uygulanmasi1 kolay ve lokal kullanim nedeniyle sistemik etkilerden uzak
nanomaterayallerdir. Ilerleyen calismalarda farkli dozlar uygulanarak optimal ilag
konsantrasyonu belirlenip, daha fazla sayida deney hayvami kullanimi ile daha degerli
sonuclar elde edilebilir. Elde edilen bu verilerin literatir birikimi ile beraber klinik

calismalar i¢in yol gosterici olabilecegini diistinmekteyiz.
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