.

|AAC )

INTERNATIONAL ANATOLIA ACADEMIC ONLINE JOURNAL

e-ISSN 2148-3159 HEALTH SCIENCES RESEARCH ARTICLE

SICAN SiYATIK SINiR ONARIMINI TAKIiBEN UYGULANAN
5-FLUOROURASIL’IN EPINORAL VE EKSTRANORAL
SKAR DOKUSU OLUSUMUNA VE SINiR REJENERASYONUNA
ETKIiSININ ARASTIRILMAST*

Dr. Omer BUHSEM
Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrah, ORCID: 0000-0002-6438-6681

Gelis Tarihi/Received Kabul Tarihi/Accepted Yayin Tarihi/Published
26.02.2021 18.04.2021 30.04.2021

Correspondence: Omer BUHSEM, E-mail: buhsem@gmail.com

* Bu ¢alisma, yazarin uzmanlik tezinden tiiretilmistir.

OZET

Epinoral ve ekstranoral skar olusumu periferik sinir cerrahisinin sonucunu olumsuz etkileyen
faktorlerden biridir. Epindral skar olusumu iletim bloguyla sonuglanir ve aksonal
rejenerasyona mekanik engel teskil eder, ekstrandral skar olusumu yapisikliklara ve sinirlerin
komsu dokulara tutunmalarina yol a¢gmaktadir. Bu c¢aligmada, bir antimetabolit ajan ve
fibroblast proliferasyonunun gii¢lii inhibitorii olan 5—fluorourasil (5-FU) kullanilmistir.
Calismada altmig Sprague—Dawley tipi sigan iki gruba aymrilmistir. Her siganda sol siyatik
sinir ile tibial ve peroneal komponentler aciga c¢ikarildi ve kiint diseksiyon ile ayirilmistir.
Siyatik sinir keskin ve dik olarak trifurkasyondan 15 mm o6nce kesildi ve u¢—uca epindral
stitlir ile onarilmistir. Birinci grupta (n=30) 50 mg/ml 5-FU, ikinci grupta (n=30) izotonik
emdirilmis gazli bez 5 dakika siireyle onarim hatt1 ve ¢evreleyen doku etrafina uygulanmastir..
Her grup, sicanlarin 4,8 ve 12. haftalarda degerlendirmeler (seri fonksiyonel yiiriime sablonu
analizleri, elektrofizyolojik ¢alismalar, kas kitlesi degerlendirilmesi, histomorfolojik
degerlendirme ile skar ve yapisikliklarin makroskopik degerlendirilmesi) icin sakrifiye
edildigi li¢ alt gruba aymrilmistir. Yapilan degerlendirmelerde 1slak gastrokinemus kas agirligi
ve elektrofizyolojik ¢aligmalar iki grup arasinda anlamli bir fark olmadigi belirlenmistir.
Yiirlime sablonu analizleri, 8, 10 ve 12. haftalarda 5-FU grubunun izotonik grubuna kiyasla
fonksiyonel olarak anlamli derecede daha fazla rejenere oldugunu gostermistir. Makroskopik
degerlendirme ve histolojik ¢alismalar, 5-FU’in, epindral ve ekstranoral skar olusumu ile
yapisikliklar1 yara iyilesmesini bozmadan anlamli derecede azalttigini ortaya ¢ikarmigtir.

Anahtar Kelimeler: Epinoral Skar Dokusu, Ekstranoral Skar Dokusu, Sinir Rejenerasyonu,
5—Fuorourasil
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF THE 5-FLUOROURACIL APPLIiED
AFTER RAT SCIiATiC NERVE REPAIR ON THE EPINEURAL AND
EXTRANEURAL SCAR TiSSUE FORMATION AND NERVE REGENERATION

ABSTRACT

Epineural and extraneural scarring is one of the factors negatively influencing the result of
peripheral nerve surgery. Epineural scarring results in conduction block and establishes a
mechanical barrier to axonal regeneration and extraneural scarring may lead to adhesions and
tethering of nerves to adjacent tissues. In this study 5-Fluorouracil (5-FU), an antimetabolite
agent and potent inhibitor of the proliferation of fibroblasts was used. Sixty Sprague—Dawley
rats were divided into two groups. In each rat left sciatic nerve with tibial and peroneal
components were exposed and seperated with blunt disection. Sciatic nerve was sharply and
perpendicularly transected 15 mm before trifurcation and end-to—end coaptation was done
with epineural suture. In the first group (n=30) 50 mg/ml 5-FU, in the second group (n=30)
saline soaked sponge applied around the repair site and surrounding tissue for 5 minutes. Each
of the groups was divided into three subgroups in which rats were sacrified at 4, 8, and 12
weeks for assesments (serial functional walking track analysis, electrophysiologic studies,
muscle mass evaluation, histomorphologic evaluation and gross evaluation of scar and
adhesions). It was concluded that wet weight of gastrocnemius muscle and electrophysiologic
studies demonstrated no significant difference between two groups. Walking track analysis
indicated significantly more functional regeneration in the 5-FU group than saline group at 8,
10, and 12 weeks. Gross evaluation and histologic studies have demonstrated that 5-FU
significantly reduces epineural and extraneural scar formation and adhesions without impair
wound healing.

Key Words: Epineural Scar Tissue, Extraneural Scar Tissue, Nerve Regeneration, 5-
Fuorouracil

INTRODUCTION

En 1yi kosullarda gergeklestirilen cerrahi onarima karsin yaralanmis periferik sinirin
rejenerasyonunu ve klinik sonuglar1 etkileyen cesitli etkenler vardir. Bunlardan biri, yara
iyilesmesinin kaginilmaz sonucu olarak kontrol dis1 gelisen, onarim alanindaki skar
olusumudur (1-3). Periferik sinir yaralanmasini takiben olusan epindral skar, mekanik bir
engel olusturarak aksonlarin distal sinir giidiiglindeki uygun fasikiillere dogru filizlenmesini
giiclestirir ve iletim bloguna yol acar (3-5). Ekstranoral skar olusumu ise sinirin komsu
dokulara yapismasina neden olarak, ekstremite ve eklem hareketleri sirasinda sinirin normal
longitudinal kayma hareketini engeller (6-8). Hareket sirasinda sinirde olusan gerginlik ve
iskemi uzun siirdiigiinde, onarilan sinirde ayrica bir hasar olusabilir (9). Bu nedenle epinoral
ve ekstrandral skar olusumunun azaltilmasi, cerrahi girisimin basarisini artirmakla birlikte,

gerekli oldugunda ikincil ameliyat1 da kolaylastirarak komplikasyon riskini azaltir.
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Uzun yillardir kanser tedavisinde kullanilan antimetabolitler, birincil olarak DNA ve RNA
sentezini engelleyen kemoterapi ajanlaridir (10). Bu  ajanlar igerisinde pirimidin
analoglarindan biri olan 5-fluorourasil (5-FU), replike olan hiicrelerde riboniikleotidleri
deoksiriboniikleotidlere ¢evirmek igin gerekli olan timidilat sentetazi inhibe ederek DNA
sentezini engeller (10-12). Prolifere hiicreler kemoterapétik ilaglara dinlenme halindeki
hiicrelerden daha duyarhidir (13). Hem in vitro (14,15) hem in vivo (16) olarak bir kez 5-FU
uygulanmasmi takiben ila¢g konsantrasyonuna bagl olarak, fibroblastlarin 36 giine kadar
biiylimelerinin durdugu saptanmistir ve bu etki ¢evre alana relatif etkisiz fokal bir etkidir.
Diisiik dozda 5-FU ile biiylimesi durdurulan hiicrelerin halen migrasyon, sekresyon gibi bazi
fonksiyonlar: siirdiirdiikleri ve yara iyilesmesinde yer alma kapasitesine sahip olduklari
saptanmustir (17-19). Lokal, toksik olmayan,6nemli bir hiicre 6liimiine yol agmadan uzun
stireli fibroblast biliylimesini durduran 5-FU, g6z doktorlar1 tarafindan glokom filtrasyon
cerrahisi sonrasi skar dokusu olusumundan korunmak amac1 ile basariyla kullanilmaktadir
(15,20). Ayn1 mekanizmadan yola ¢ikilarak tavsanlarda yapilan deneysel ¢aligmalarda,
ameliyat sirasinda ylizeyel olarak bir kez 5-FU uygulaniminin fleksoér tendon yaralanmasi

sonrasi adezyon olusumunu azalttig1 saptanmistir (21).

Bu calismada sig¢an siyatik sinir kesisinin onarimini takiben yiizeysel olarak bir kez, 5 dakika
sireyle uygulanan 5-FU’in epindral ve ekstranoral skar dokusu olusumuna ve sinir

rejenerasyonuna etkisi arastirilmistir.
GEREC VE YONTEM
Veri Toplama Siireci

Calisma igin gerekli etik izin alindiktan sonra Uludag Universitesi Deneysel T1p Uygulama ve
Aragtrma Merkezi’nden (DENTAM) elde edilen 240-270 gr agwrliginda, 60 adet Sprague-
Dawley tipi disi sican kullanildi. Hastalikli olmadiklarindan emin olunan 60 sigan tartilarak
arastirma i¢in 2 ana gruba rastgele ayirildi [Grup 1 : kesi + epindral onarim + izotonik ( n =
30 );Grup 2 : kesi + epindral onarim + 5-fluorourasil ( n = 30 )]. Herbir grup ayrica kendi
icerisinde 3 alt gruba ayirildi.[A:4. haftada degerlendirme i¢in sicanlarin sakrifiye edildigi
grup (n=10);B :8. haftada degerlendirme i¢in sicanlarm sakrifiye edildigi grup
(n=10);C :12.haftada degerlendirme i¢in si¢canlarin sakrifiye edildigi grup (n=10)].

Anestezi i¢in intraperitoneal ketamin hidroklorid 35 mg/kg (Ketalar) ve xylazine 5 mg/kg

(Rompun) kullanildi. Tras ve % 10 povidon-iyot ile ameliyat bolgesinin temizligini takiben,
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prone pozisyonunda sol arka kal¢a ve uyluk boyunca longitudinal insizyonla gluteal kas
ayirilarak sol siyatik sinire ulagildi. Sinir, vaskiiler pedikiilii hari¢ ¢evre dokulardan
serbestlestirildikten ve tibial ve peroneal dallar birbirinden kiint olarak diseke edildikten
sonra, sural, peroneal ve tibial sinirlerin trifurkasyonundan 15 mm o6nce mikromakas ile

keskin ve dik olarak kesildi (Sekil 1).

Sekil 1. Cerrahi Yontem

Kesik sinir mikrocerrahi teknik kullanilarak ameliyat mikroskopu altinda 8/0 atravmatik
naylon siitlir materyali ile epindral siitiir yontemiyle u¢-uca koapte edildi. Onarilan sinir
hattina ve ¢evre dokuya ylizeyel olarak 5 dakika siireyle 1 ml miktarinda, birinci grupta gazl
beze emdirilmis izotonik, ikinci grupta gazli beze emdirilmis 50 mg/ml 5-fluorourasil
uygulandi. Bu silire sonunda tiim ameliyat sahasi izotonik ile yikanarak, kesiler 4/0 kromik
katgiit ile dikildi. Calisma sirasinda her iki grupta 6. ve 8. haftada eklem kontraktiirii gelisen

birer sican ¢alismadan ¢ikarilarak yerlerine yeni siganlar konuldu.
Verilerin Analizi

Sicanlardaki epinoral ve ekstranoral skar dokusu ve sinir iyilesmesi 4, 8 ve 12. haftalarda

fonksiyonel, makroskopik, elektrofizyolojik ve histomorfolojik olarak incelendi.
Fonksiyonel Inceleme

Walking track (yiirime sablonu) analizi Tiim si¢anlara ameliyat sonrasi, sakrifiye edilene
kadar 2 haftada bir yiiriime sablonu analizleri yapildi. Sicanlar, 10x10x100 cm boyutlarinda
bir ucu kapali ve karanlik tahta koridorda, tabana her hayvan i¢in ayr1 emici kagit
yerlestirildikten sonra, her iki ayagi metilen mavisine batirilarak yiritildia (22,23,24-27).
Kagit iizerinde olusan ayak izlerinden ol¢iimler yapildi (Sekil 2).

Sekil 2.Siyatik sinir lezyonu olan sigandan elde edilen tipik yiiriime sablonu.
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Sekilde normal kontrol tarafta (sag) ve sinir onarimi yapilan deneysel tarafta (sol) yapilan
Olgtimler goriilmektedir. Baski uzunlugu (BU), topuktan 3. parmaga kadar olan uzaklik;
parmak ayirikligi (PA) : 1. ve 5. parmak arasindaki uzaklik; orta parmak ayirikligi (OA) : 2.
ve 4. parmak arasindaki uzakliktir. Her siganda deneysel (DBU, DPA, DOA) ve kontrol
(NBU, NPA, NOA) taraflarda cetvelle o6l¢iildii (Sekil 2). Her ti¢ Ol¢iim i¢in, normal (sag
bacak) ve deneysel (sol bacak) degerler arasindaki farkin normal degerlere boliinmesi ile bir

faktor olusturuldu. Bunlar:

Baski uzunluk faktorii  (BUF) = DBU - NBU/NBU,

Parmak ayiriklik faktorii (PAF) = DPA - NPA/NPA,

Orta parmak ayiriklik faktorii (OAF) = DOA - NOA/NOA olarak hesaplandi.

Bu faktdrler daha sonra Bain-Mackinnon-Hunter (BMH) siyatik fonksiyon indeksinin (SFI)
hesaplanmasinda kullanildi (28).

SFi = -38.3 (BUF ) + 109.5 ( PAF ) + 13.3 (OAF ) — 8.8

Sifir indeksi normal fonksiyonu, - 100 indeksi teorik olarak tam fonksiyon kaybini
yansitmakla beraber, teknik olarak, kullanilan formiildeki sabitler nedeniyle - 100 den biiyiik

degerler miimkiindiir.
Makroskopik Degerlendirme

Sicanlarin sakrifiye edildigi 4, 8, 12. haftalarda anestezi sonras1 eski insizyon alanlar1 yeniden
eksplore edildi. Cilt biitiinliigii, kas fasyasi biitiinligli, ¢evre kas dokusuna sinirin yapisikligi
ve tibial ve peroneal sinir dallarmin ayrilabilirliligi, Petersen’ in (30) tarif ettigi sayisal

derecelendirme semasina gore degerlendirildi (Tablo-1).

Sinir yapisikligi, sinirin ¢evreleyen kas boslugundaki yapisikligini, sinir ayrilinabilirliligi,
tibial ve peroneal sinir elemanlarinin birbirine yapisikligini degerlendirmek icin kullanildi. Bu
smiflamada ise Derece 1 sinirin serbest veya ayrilmak i¢cin minimal kiint diseksiyona ihtiyag
duyuldugunu, Derece 2 ayirmak i¢in orta veya kuvvetli kiint diseksiyon gerektigini, Derece 3

ayirmak i¢in makasla keskin diseksiyona ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir (Tablo-1).

IAAOJ | Health Sciences | 2021 / 7 (1) 85



Omer RUHSEM

Doku Derece Tanimlama
Cilt ve kas fasyasi Cilt veya kas fasyas1 tamamen kapali
Cilt veya kas fasyasi kismen agik
Cilt veya kas fasyasi tamamen agik
Sinir yapisikligi ve Diseksiyona gerek yok veya orta
sinir ayirilabilirliligi derecede kiint diseksiyon
Kuvvetli kiint diseksiyona gereksinim var
Keskin diseksiyona gereksinim var

R WP

w N

Tablo 1:Yapisikligin makroskopik olarak degerlendirildigi sayisal derecelendirilmesi

Cilt ve kas fasyasi biitiinliigii yara iyilesmesinin degerlendirilmesinde kullanildi. Derece 1 tam
kapanmay1 (Sekil 3A), Derece 2 yarani kapanmasindaki kismi yetersizligi (Sekil 3B), Derece
3 kapanmayan yarayi1 gostermektedir (Sekil 3C).

A Fasyadaki tam kapanma B Kapanmada kismi yetersizlik

C Kapanmayan Fasya

Sekil 3. Yara iyilesmesinin degerlendirilmesi
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Elektrofizyolojik ¢alisma

[Ik ameliyatlardan 4, 8 ve 12 hafta sonra komputerize elektromyografi cihazi ile sinir ileti hizi
( SIH ) &lgiimleri yapildi ( Sekil 4 ). Anestezi altinda, opere edilen sol siyatik sinir ve kontrol
grubu olmak tizere sag siyatik sinir diseke edilerek agiga cikarildi. Bipolar stimulasyon
elektrodu onarim hattinin yaklasik 1 cm proksimaline, bipolar kayit elektrodu ise onarim
hattinin yaklagik 1 cm distaline yerlestirilerek aksiyon potansiyellerinin kaydi yapildi.
Kurumay1 6nlemek amaciyla elektrodlar ve sinirin i¢cinde bulundugu pos sivi vazelin ile
dolduruldu. Aksiyon potansiyellerinin, her iki elektrod arasindaki mesafeye boliinmesiyle
sinir ileti hizlar1 (metre/saniye) bulundu. Her sicanda deneysel (sol) taraftaki SIH degerinin
kontrol (sag) taraftaki degere boliinmesi ile bireysel farkliliklar giderilerek, her sican icin
belirli bir indeks elde edildi.
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Sekil 4. Sinir ileti hizlarmin 6l¢timiiniin yapildig1 kompiiterize elektromyografi cihazi
Histolojik ¢alisma

Elektrofizyolojik calismalarin tamamlanmasindan sonra siyatik ¢entikten popliteal fossaya
kadar uzanan siyatik sinir, onarim hatt1 ve c¢evreleyen dokuyu igerecek sekilde c¢ikarildi.
Alman doku % 10 formalin ile fikse edildikten sonra alkol solusyonlar ile dehidrate edilerek
parafine yerlestirildi. Onarim hattinin 1 cm proksimalinden ve 1 cm distalinden transvers,
onarim hattindan longitudinal olarak 5 mm kalinliginda alinan kesitler hematoksilen ve eosin
ile boyandi. Myelinizasyona bakmak i¢in myelin boyama (Weil metodu ile) yapildi, onarim
hattindan alinan kesitler, kollajene bakmak icin ayrica ‘Masson trichrome’ ile boyandi.

Histolojik kesitlerde agagidaki degerlendirilmeler yapildi.

Onarim alaninda organizasyon: Onarmm alanindan alinan longitudinal kesitlerde

organizasyona bakildi ve 1°den 5’¢ kadar derecelendirilerildi.
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Sekil-5: Onarim alanindan alinan longitudinal kesitlerde koti (A), orta (B) ve iyi (C)

organizasyonu gosteren drnekler (Hematoksilen-eosin boyama, X10).

Akson ve fiber ¢api, akson/fiber ¢ap1 orani: Onarim hattinin 1 cm distalinden alinan transvers
kesitlerde 1s1k mikroskopu ile 4, 8 ve 12. haftalardaki akson ve fiber g¢aplari incelendi.
Immersiyon yag1 ile X40 biiyiitmede cekilen fotograflar bir dlciim gdstergesiyle birlikte,
bilgisayar ortaminda 5 kat daha (X200) biiyiitiilerek akson ve fiber ¢aplar1 olgiildii (Sekil 6).
Elde edilen ortalama akson ¢api oranlari, ortalama fiber c¢api oranlarina bdliinerek

myelinizasyon derecesi hakkinda bilgi verecek indeksler elde edildi.

J,.. Er A gw
.?‘ e
l‘ﬁc ‘f ~ 0~v‘
Lm_ AL DN
Sekil 6. Immersiyon yag1 ile X40 biiyiitmede cekilen fotograflar

Skar dokusu kalinlig1: Sekizinci haftada onarim hattindan alinan ve masson trichrome ile
boyanmis longitudinal kesitlerin ayni mikroskopta X4 biiylitme ile fotograflar1 cekildi.
Bilgisayar ortaminda 2.5 kat (X10) biiyiitiilen goriintiilerde sabit bir skala yardimiyla sinirin
ve siniri ¢evreleyen skar dokusunun kalinligi 6lgiildii. Ortalama skar dokusu kalinligi,

ortalama sinir dokusu kalinligina boliinerek her sinir i¢in bir indeks belirlendi.

Islak Gastrokinemus agirligr: Elektrofizyolojik inceleme ve histolojik ¢aligma igin 6rneklerin
alinmasini takiben 12. haftada bilateral gastrokinemus kaslarmm 1slak agirliklar1 6lgiildii
(Sekil 7). Femura yapistig1 yerden ve kalkaneusa girdigi yerden diseke edilerek cikarilaran
kaslarm agirlik 6l¢timleri yapildiktan sonra deneysel taraftaki deger kontrol tarafindaki degere

boliinerek bireysel farkliliklar giderildi ve her si¢an i¢in bir oran elde edildi.

Sekil 7. Onikinci haftada bilateral gastrokinemus kaslarmnin 1slak agirliklar
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Sekilde siyatik sinir lezyonu olan deneysel (sol) taraftaki kasin kontrol (sag) taraftaki normal

kasa gore daha atrofik oldugu goriilmekte.

BULGULAR

Fonksiyonel Incelemeye Iliskin Bulgular

Ikinci haftada teorik olarak tam fonksiyon kaybini gosteren —100 degerine yakin olan 5-FU
grubundaki SFI (-93.61+0.68) degeri ile izotonik grubundaki SFI (-93.61+0.68) degerleri,
calisma siiresince diizelerek normal fonksiyonu gosteren 0 degerine yaklasti1 ve 12. haftada 5-
FU grubu SFI degeri — 60.80+0.24, izotonik grubu SFI degeri —65.21+0.21 diizeylerine geldi
(Tablo 2).

2. Hafta 4, Hafta 6. Hafta

Sican no 5-FU [zotonik 5-FU [zotonik 5-FU [zotonik
1 -94.0 -92.6 -84.1 - 89.3 -85.9 -85.9
2 -96.9 -93.2 - 86.2 -82.1 - 86.3 -86.1
3 -93.0 -99.5 -83.7 - 86.8 -84.7 -84.2
4 -93.7 -91.7 -85.2 -87.2 -84.3 -85.3
5 -92.9 - 93.6 -84.3 - 86.4 -85.2 - 83.8
6 -94.2 -92.8 -82.8 - 835 -87.0 -84.5
7 -95.1 -92.8 - 85.6 - 88.5 - 83.8 -85.4
8 -93.2 -94.1 -84.9 - 84.8 - 86.6 - 86.6
9 -94.3 -93.0 -83.1 - 85.3 - 86.3 -87.1
10 -93.0 -92.8 - 84.0 -85.1 - 85.7 -85.1

Ortalama -94.03+£0.38 -93.61+£0.68 -84.39+1.08 -85.32+0.61 - 85.58+0.33 - 85.40+0.33

P degeri P >0.05 P >0.05 P >0.05

8.Hafta 10. Hafta 12. Hafta

Sican no 5- FU Izotonik 5-FU Izotonik 5-FU Izotonik
1 - 69.8 -73.6 - 63.6 - 66.2 -61.4 -64.5
2 -70.2 -74.2 -61.8 -67.1 - 60.2 -65.1
3 -67.6 -71.3 -62.6 - 66.4 -61.1 - 64.8
4 - 69.0 -73.8 -65.2 - 65.8 - 60.6 - 65.6
5 -71.6 -744 -64.1 - 65.5 -62.3 - 66.2
6 -71.2 -72.8 -62.2 -67.3 -59.8 - 64.2
7 - 68.3 -731 -63.7 - 66.8 - 60.7 - 65.5
8 -70.5 -71.8 -61.2 -68.1 -61.4 - 64.7
9 - 69.7 -70.6 - 64.0 -67.8 - 60.5 -65.4
10 -70.1 - 747 -63.5 - 66.9 - 60.0 - 66.1

Ortalama - 69.80+0.38 - 73.03£0.44 -63.19+£0.38 -66.79£0.26 - 60.80£0.24 - 65.21+0.21

P degeri P <0.001 P <0.001 P < 0.001
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Tablo 2. Siyatik sinir kesisi ve onarimini takiben elde edilen Siyatik Fonksiyon Indeksi (SFI)
degerleri

Tablo 2’de 8, 10 ve 12. haftalarda 5-FU gurubu SFI degerlerindeki iyilesmenin izotonik
grubuna gore anlamli derecede (p<0.001) fazla oldugu goriilmektedir. Postoperatif ilk 6
haftada her iki grup SFI degerleri arasinda non-parametrik student-t testi ile yapilan
degerlendirmede istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlanmadi (p > 0.05). Ozellikle 6.
haftadan 8. haftaya gegerken her iki grupta da fonksiyonel iyilesmenin hizlandigi, 8, 10 ve 12.
haftalarda 5-FU grubu SFi’ndeki diizelmenin (dolayisiyla fonksiyonel iyilesmenin) izotonik
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede (p < 0.001) daha fazla oldugu goriildii
(Tablo 2).

Makroskopik Degerlendirmeye Iliskin Bulgular

Yara iyilesmesinin degerlendirildigi cilt ve kas fasyasinin kapanmasima bakildiginda, izotonik
ve 5-FU grubundaki tiim hayvanlarin ciltlerinin tamamen kapandigi, ozellikle 4. haftada
olmak iizere 5-FU grubunda bazi hayvanlarda fasya kapanmasinda kismi yetersizlik oldugu
goriildii. Ancak cilt ve kas fasyasi kapanmasinda, her iki grup arasinda Mann-Whitney U non-
parametrik test ile yapilan istatistiksel degerlendirmede anlamli farkliliga rastlanmadi
(p>0.05) (Tablo 3)

Cilt biitiinliigii Kas fasyasi Sinir dokusu Aynilabilirlilik

Haftalar 4 8 12 4 8 12 4 8 12 4 8 12

Sigan no ( 5-FU [/ izotonik) ( 5-FU [/ izotonik) ( 5-FU / izotonik) ( 5-FU / izotonik)
1 11 11 11 2/1 1/1 1/1 1/2 212 2/3 212 2/3 1/2
2 11 11 11 1/1 1/1 1/1 1/1 1/2 212 212 1/2 1/2
3 11 11 11 2/1 2/1 1/1 1/2 2/3 212 1/2 2/2 2/3
4 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 172 1/2 3/2 1/2 212
5 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/2 1/3 1/2 1/2
6 1/1 1/1 1/1 212 2/1 2/1 172 212 2/3 2/3 2/3 2/3
7 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 1/1 2/1 2/3 2/3 2/2 2/2 212
8 1/1 1/1 1/1 2/1 1/1 1/1 172 172 1/2 1/2 1/3 1/2
9 1/1 1/1 1/1 31 1/1 1/1 172 2/3 2/3 2/2 2/2 1/2
10 1/1 1/1 1/1 1/2 11 11 11 1/2 1/2 1/2 Y 2/3

Ortalama  10/10 10/10 10/10 16/12 12/10 11/10 11/15 15/22 16/24 17/22  15/23  15/23
Pdegeri >005 =005 =>0.05 =>0.05 =>0.05 =005 =005 <005 <005 =005 <005 <0.05

Tablo 3. Petersen’in sayisal derecelendirme semasi esas almarak gerceklestirilen, yara
iyilesmesinin, diseksiyon sirasindaki yapisikligin degerlendirme sonuglari

Diseksiyon kolayligi, skar dokusu ve yapisikliga bakildiginda 8 ve 12. haftalarda yine ayni
test ile yapilan istatistiksel degerlendirmede 5-FU lehine anlamli derecede (p<0.05)
farkliliklar gozlendi (Tablo 3). 5-FU grubunda izotonik grubuna kiyasla epinoral skar
dokusunun daha az oldugu, diseksiyonun ve sinir ayirilabilirliliginin daha kolay oldugu, ¢evre
kas dokusuna yapigikligin daha az oldugu goriildii (Sekil 8).Descriptive Characteristics of the
Participants (n=174)
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Sekil 8. Sekizinci haftada 5-FU grubunun ve izotonik grubun onarim alanlari

Sigan  5-FU  Kontrol [Indeks izotonik  Kontrol  Indeks
no
1 53.5 75.0 0.71 0 67.8 0
2 0 59.5 0 53.5 68.4 0.78
3 44.6 66.6 0.67 46.2 78.5 0.59
4 50.0 85.7 0.58 50.6 71.4 0.71
5 714 89.2 0.80 0 65.4 0
6 56.5 93.7 0.60 62.5 89.2 0.70
7 53.5 67.8 0.79 84.8 98.2 0.86
8 65.2 98.2 0.66 59.5 82.1 0.72
9 0 82.1 0 56.5 84.8 0.66
10 75.0 84.8 0.88 64.2 80.3 0.80
Ortalama 0.56 £0.09 0.58 £ 0.09
P P>0.05 (4.Hafta)
Sican no Kontrol  Indeks [zotonik  Kontrol  Indeks
1 75.8 82.1 0.92 62.5 714 0.87
2 60.7 68.4 0.89 78.5 89.2 0.88
3 84.8 89.2 0.95 65.4 80.3 0.81
4 50.5 81.5 0.62 56.5 78.5 0.71
5 64.2 98.2 0.65 82.1 93.7 0.87
6 67.8 80.3 0.84 51.6 67.8 0.76
7 51.6 78.5 0.66 66.6 75.8 0.82
8 80.3 93.7 0.86 75.0 82.1 0.91
9 68.4 65.4 1.04 65.2 84.8 0.76
10 714 78.5 0.91 80.3 102.5 0.78
Ortalama 0.83 £0.04 0.81 £0.02
P P>0.05 (8.Hafta)
Sigcanno  5-FU  Kontrol /Indeks Izotonik ~ Kontrol  Indeks
1 78.5 80.3 0.94 68.3 82.1 0.83
2 84.5 75.8 0.89 89.2 78.5 1.13
3 89.2 102.5 0.87 80.3 93.7 0.85
4 75.8 81.5 0.93 93.7 84.8 1.10
5 60.7 82.1 0.73 62.5 89.2 0.70
6 82.1 93.7 0.87 80.3 82.1 0.97
7 65.4 67.8 0.96 67.8 75.8 0.89
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8 80.3 75.8 1.05 84.8 80.3 1.05

9 93.7 89.2 1.05 75.8 81.5 0.93

10 71.4 65.4 1.09 78.5 715 1.09
Ortalama 0.93 +£0.03 0.95+£0.04

P P>0.05 (12.Hafta)

Tablo 4. 4, 8 ve 12. haftalarda 6l¢iilen Sinir Heti Hizlar1 (SIH — m/sn) ve SIH indeksleri
(indeks = deneysel (sol) taraf SIH / kontrol (sag) taraf STH)

Histomorfolojik Calismaya iliskin Bulgular

Onarim alaninda organizasyon: 4, 8 ve 12. haftalarda onarim alaninda organizasyon
degerlerine bakildiginda 5-FU grubunda organizasyonun daha iyi oldugu gozlenmekle birlikte
Mann-Whitney U non-parametrik test ile yapilan degerlendirmede 5-FU ve izotonik grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi ( p > 0.05 ) (Tablo5).

4. hafta 8.hafta 12. hafta
Sican no 5-FU /izotonik ~ 5-FU / izotonik 5-FU / izotonik
1 212 2/1 4/1
2 3/2 1/2 3/2
3 3/2 3/2 4/2
4 212 412 3/3
5 3/2 3/3 214
6 4/3 5/3 3/3
7 1/2 214 3/2
8 3/1 3/2 4/2
9 213 3/3 3/3
10 212 3/2 2/4
Toplam 25/21 29/ 24 31/26
P degerleri P >0.05 P> 0.05 P>0.05

Tablo 5. 4, 8 ve 12. haftalarda onarim alanindaki organizasyonun degerlendirme sonuglari

Akson ve fiber capi, akson / fiber ¢ap1 orani: 5-FU ve izotonik gruplarinda 4, 8 ve 12.
haftalarda akson caplarinda onemli bir artis gozlenmedi. Non-parametrik student-t testi ile
yapilan degerlendirmede her iki grup arasinda da istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadig:
goriildi (p > 0.05). Fiber caplarinda ise her iki grupta da artis oldugu, 8 ve 12. haftalarda 5-
FU grubundaki artigin izotonik grubuna gore anlamli derecede (p<0.05 ve p<0.001) daha fazla
oldugu goriildii. Fiber caplarmnin artisindaki bu farklilik akson / fiber ¢apit oranmna da
yansiyarak 8 ve 12. haftalarda izotonik grubuna kiyasla 5-FU grubu lehine istatistiksel olarak
anlaml1 degerler bulundu (Tablo 6).

*Akson cap1 4. hafta Akson cap1 8. hafta Akson ¢ap1 12. hafta

Sican no 5-FU [zotonik 5-FU [zotonik 5-FU [zotonik

1 3.0 3.1 3.2 3.1 3.3 3.3
2 3.1 3.1 3.2 3.0 3.2 3.3
3 3.2 3.0 3.1 3.2 3.2 3.2
4 3.1 3.2 3.3 3.0 3.3 3.1
5 3.3 3.2 3.2 3.2 3.2 3.3
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6 3.0 3.3 3.1 3.3 3.0 3.2
7 3.4 3.1 3.1 3.0 3.4 3.3
8 3.1 3.3 3.2 3.1 3.3 3.2
9 3.1 3.1 3.4 3.3 3.2 3.3
10 3.2 3.2 3.2 3.2 3.2 3.2
Ortalama 3.15+0.04 3.16+0.03 3.20+0.02 3.14+0.03 3.23+0.11 3.24+0.02
P P> 0.05 P> 0.05 P> 0.05
degerleri
*Om
*Fiber ¢api1 4. hafta Fiber ¢api 8. hafta Fiber ¢ap1 12. hafta
Sigan no 5-FU [zotonik 5-FU Izotonik 5-FU Izotonik
1 6.5 6.3 6.9 6.4 8.9 7.1
2 6.4 6.2 7.1 6.3 8.5 7.3
3 6.6 6.1 6.9 6.5 8.7 7.1
4 6.5 6.5 7.2 6.4 8.8 6.9
5 6.7 6.4 6.9 6.3 8.7 6.8
6 6.3 6.6 7.0 6.6 8.2 7.0
7 6.8 6.3 7.2 6.2 9.0 7.1
8 6.4 6.7 7.1 6.5 8.9 6.8
9 6.7 6.8 7.5 6.6 8.5 6.9
10 6.3 6.4 7.2 6.4 8.6 7.3
Ortalama 6.52+0.05 6.43£0.07  7.10+0.05 6.40+£0.04  8.68+0.07 7.03+0.05
P degerleri P >0.05 P <0.05 P <0.001
*[m
Akson/Fiber ¢ap1 Akson/Fiber ¢capt  Akson/Fiber ¢ap1
8. hafta 12. hafta
4. hafta
Sigan no 5-FU Izotonik 5-FU [zotonik 5-FU [zotonik
1 0.46 0.49 0.46 0.48 0.37 0.46
2 0.48 0.50 0.45 0.48 0.38 0.45
3 0.48 0.49 0.45 0.49 0.37 0.45
4 0.48 0.49 0.46 0.47 0.38 0.45
5 0.49 0.50 0.46 0.51 0.37 0.49
6 0.48 0.50 0.44 0.50 0.37 0.46
7 0.50 0.49 0.43 0.48 0.38 0.46
8 0.48 0.49 0.45 0.48 0.37 0.47
9 0.46 0.46 0.45 0.50 0.38 0.48
10 0.51 0.50 0.44 0.50 0.37 0.44
Ortalama 0.48+0.01 0.49+0.01 0.44+0.09 0.48+0.01 0.37+0.01 0.46+0.04
P P> 0.05 P <0.05 P <0.05
degerleri
*[Om
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Tablo 6. 4, 8 ve 12. haftalarda 5-FU ve izotonik grubundaki akson ve fiber ¢aplari ile akson /
fiber cap1 oranlar1 ve istatistiksel karsilastirilmalari

Skar dokusu kalinligi: Sekizinci haftada 5-FU ve izotonik gruplarina ait skar dokusu
kalmliginm sinir dokusu kalinligina boliinmesi ile elde edilen indeks degerleri student-t testi
ile karsilastirildi (Tablo 7). Izotonik grubuna oranla 5-FU grubundaki skar kalmliginin
istatistiksel olarak anlamli derecede daha az oldugu goriildii ( p < 0.05) (Sekil 9).

Skar dokusu / Sinir dokusu kalmlhig:

Sigan no 5-FU [zotonik
1 0.186 0.312
2 0.220 0.380
3 0.155 0.208
4 0.219 0.340
5 0.166 0.277
6 0.137 0.215
7 0.162 0.306
8 0.243 0.186
9 0.192 0.200
10 0.166 0.153

Ortalama 0.184 £ 0.01 0.257 £0.07

P degeri P <0.05

Tablo 7. Sekizinci haftada 5-FU ve izotonik grubuna ait skar dokusu kalinliginin sinir dokusu
kalmligina boliinmesi ile elde edilen indeks degerleri

Sekil 9..Sekizinci haftada izotonik grubundaki (A) skar dokusu kalinhigmnin (ok) 5-FU
grubuna (B,C) oranla daha fazla oldugu goriilmekte (Masson trichrome boyama, X40).

Islak Gastrokinemus Kas Agirligi:Onikinci haftada 1slak gastrokinemus kas agirliklarina
bakildiginda izotonik grubundaki kaslarm 5-FU grubundakilere oranla biraz daha atrofik ve
hafif oldugu gozlendi. Ancak parametrik Student-t testi ile yapilan istatistiksel
degerlendirmede, 5-FU kas agirlig1 indeksi (ortalama 0.64+0.003) ile izotonik kas agirligi
indeksi (ortalama 0.60+0.006) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi
(p>0.05) (Tablo-8).
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Sigcan  5-FU Normal Indeks Izotonik ~ Normal Indeks
no
1 1.2240 1.8786 0.6515 0.8987 1.7402 0.5164
2 1.0285 1.7508 0.5850 0.1451 1.8692 0.6126
3 1.0608 1.8008 0.5891 0.8289 1.8060 0.4589
4 1.2051 1.8236 0.6608 1.1486 1.8317 0.6270
5 1.0776 1.7949 0.6004 1.1960 1.7926 0.6671
6 1.1760 1.8028 0.6523 1.1257 1.7981 0.6260
7 1.2102 1.7854 0.6778 1.2088 1.8110 0.6675
8 1.1660 1.7950 0.6496 1.0890 1.7320 0.6288
9 1.2260 1.9050 0.6436 1.2120 1.9350 0.6264
10 1.1985 1.7622 0.6801 1.0910 1.8205 0.5993

Ortalama *0.64+0.003 *0.60+0.006

Indeks

%0>0.05

Tablo 8. Onikinci haftadaki her siganda bilateral 1slak gastrokinemus kas agirliklari

Tabloda goriildiigii gibi deneysel (sol) taraftaki degerler normal (sag) taraftaki degerlere
boliinerek bireysel farkliliklar giderildi ve her sigan igin bir indeks belirlendi. Parametrik
Student-t testi ile yapilan istatistiksel degerlendirmede izotonik ve 5-FU gruplar1 arasinda
anlamh farklilik bulunmadi (p>0.05).

TARTISMA

Calismanin yapuldig: tarihte, literatiirde yer alan diger calisamalar incelendiginde bircok
arastrmacimin epindral ve ekstrandral skar olusumunu azaltmak i¢in c¢esitli farmakolojik
ajanlar kullanmis oldugu goriilmiistiir. Hicbirisi rutin olarak klinik kullanim alani
bulamamakla birlikte, Aprotinin (29), Adcon-T/N (bir karbonhidrat polimer jeli) (30), cis-
Hidroksiprolin (cis-hipro) (31, 31), ostrojen-progesteron, metilprednizolon-asetat (32) ve

TGF-b’ya (transforming growth factor beta) kars1 olusturulmus antikor (33), bu farmakolojik
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ajanlardan bazilaridir. Periferik sinir cerrahisinde skar olusumunu azaltmak amaciyla
kullanilacak olan farmakolojik ajanin, tercih edilmesi ig¢in bazi &zelliklere sahip olmasi
gerekir. Bunlar; 1) ucuz ve kolay bulunabilir olmali, 2) kullanildig1 dozda dokulara toksik
etkisi olmamali, 3) yara iyilesme siirecini ve periferik sinir rejenerasyonunu olumsuz
etkilememeli, 4) etkisi miimkiin oldugunca bdlgesel olmali, 5) uzun etkili olmali ve miimkiin
oldugunca az sayida tekrar uygulanimma gereksinim olmali, 6) farkli veya benzer
endikasyonlarla halen klinikte uygulanimi olan bir ila¢ olmahdir. Bu c¢alismada, yapilan
deneysel ve klinik caligmalarla, yukarida sozii edilen 6zelliklere sahip oldugu gosterilmis olan

5-FU kullanilmistir.

Kolorektal, meme, mide, karaciger, pankreas, mesane, over gibi kanserlerde uzun yillardir
kullanilan 5-fluorourasil, pirimidin analogu olan bir antimetabolittir. Antimetabolit tip
antikanser ilaglar niikleik asitlerin genellikle bir ya da bir ¢cok sentez basamagini inhibe
ederler (10). Viicutta relatif olarak etkisiz olan 5-FU metabolik yolda giderek daha aktif olan,
5-fluorouridine 5-monofosfat, 5-fluorouridine trifosfat (FUTP), 5-fluoro 2-deoksiiiridilat
(FUDR), 5-fluorodeoksiiiridin 5-monofosfat, 5-fluorouridine gibi metabolitlere doniistir
(10,12). Fluorourasil ve metabolitleri, timidilat sentetaz ile birleserek bu enzimin etkisini
inhibe ederler. Timidilat sentetazin katalize ettigi uridilatin timidilata doniisiimii engellenir ve
replike olan hiicrede timin sentezinin bozulmasi ile DNA sentezi duraklar. FUDR, timidilat
sentetazi yarismali olarak inhibe eder ve DNA sentezi i¢in gerekli bir deoksiniikleotid olan
deoksitimidin trifosfatin olusumunu bloke eder (10-12). Bu inhibisyonlar geri doniisiimliidiir
ve fluorourasil ortamdan kaldirildiginda hiicrelerin normale dénmesi beklenir (15). Bununla
birlikte fluorourasil 6zellikle yiiksek dozlarda RNA yapisina katilir (11). Bunun sonucunda,
bu ilaglarin fibroblastlar iizerindeki uzun siireli geri doniisiimsiiz etkilerini agiklayabilecek,

RNA olusumu ve islevini inhibe edici etkileri ortaya ¢ikar (34).

Kanser tedavisinde kullanimmm yanisira 5-FU, hiicre ¢ogalmasmdaki bu inhibe edici etkisi
dolayisiyla farkl klinik durumlarda da kullanim alan1 bulmus ve cesitli arastirmalara konu
olmustur. Cogalan hiicrelerin kemoterapi ilaglarina dinlenme halindeki hiicrelerden daha
duyarli olduklar1 bilinmektedir (13). Fluorourasil, skar olusumunun ana hiicre mediatorleri
olan fibroblastlarin kuvvetli bir inhibitoriidiir (35). Malign olmayan hiicre kiiltiirlerinde
yapilan c¢aligmalar, 5-FU’in fibroblast proliferasyonunu etkili sekilde inhibe ettigini
gostermistir (36). Baska bir ¢alismada 5-FU’in insan fibroblast kiiltlirlerine eklenmesinin

kollajen sentezini anlamli 6l¢iide azalttig1 gbsterilmistir (37). Hem in vitro, (14,15) hem in
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vivo (16) olarak bir kez 5-FU uygulanmasini takiben, ilacin konsantrasyonuna bagli olarak,
fibroblastlarin 36 giline kadar biiylimelerinin durdugu saptanmistir. Birka¢ dakikalik temas
sonrast fluorourasilin ortamdan yikanarak uzaklastirilmasina ragmen, kiiltire doku
fibroblastlar1 lizerinde lokalize uzamis bir etki s6z konusudur (16). Timor hiicrelerinde
maksimum hiicre i¢i serbest fluorourasil depolanmasinin 200 saniye igerisinde olustugu
gosterilmistir (15). Bu da ilacin hiicre i¢i birikiminin ¢ok hizli oldugunu gosterir, bu siire
sonrasinda ortamdan uzaklastirilsa bile hiicre ve ekstraselliiler matriks tarafindan alinan ilag,
metabolize olarak etkisini gostermeye baslar. Fluorourasilin kiiltiire insan fibroblastlarinin
proliferasyonuna inhibitor etkisinin ge¢ basladig1 yani, inkiibasyon sonrasi etkinin 2. giinden
sonra bagladig1 saptanmistir (38). Bu gecikmenin ilacin daha aktif metabolitlere doniisiimiine
baglh oldugu disiiniilmiistiir.  Fluorourasilin klinik olarak uygulanabilecegi en yiiksek
konsantrasyon 50 mg/ml dir. Daha yiiksek konsantrasyonlar ilacin ¢dziinebilirliligine bagli

olarak miimkiin degildir (16).
SONUC

1. 5-FU’in sinir rejenerasyonuna olumsuz bir etkisinin olmadigi, aksine yapilan fonksiyonel
incelemede, 8. haftadan sonra ila¢ kullanilmayan kontrol (izotonik) grubuna kiyasla
fonksiyonel olarak daha fazla rejenere oldugu (muhtemelen epindral skar dokusunun daha az
olusuna bagli), yine 8. haftadan sonra myelinizasyon siirecinin kontrol (izotonik) grubuna

gore daha hizli gelistigi saptandi.

2. Makroskopik degerlendirmede, 5-FU’in yara iyilesmesine olumsuz bir etkisinin olmadigi,
ekstrandral skar dokusu ve yapisikliklar1 azalttigi, diseksiyonu ve sinir ayirilabilirliligini

kolaylastirdig1 goriildii.

3. Histolojik degerlendirmede, epindral skar olusumunun 5-FU grubunda, ila¢ kullanilmayan

kontrol (izotonik) grubuna oranla daha az oldugu saptand:.

Gergeklestirdigimiz bu deneysel ¢alisma sonucunda, periferik sinir cerrahisi sirasinda yiizeyel
olarak bir kez uygulanan 5-FU’in, epindral ve ekstranoral skar dokusunu ve yapisikliklari
azalttig1 saptandi. Ayrica yara iyilesmesi ve sinir rejenerasyonunu olumsuz etkilemedigi i¢in,
nispeten ucuz, kolay bulunulabilir ve bir kez uygulanimla uzun siireli etki gosterdigi icin,
klinik olarak farkli dokularda benzer endikasyonlarla basariyla kullanilmis oldugu igin,
periferik sinir cerrahisinde, epindral ve ekstrandral skar dokusu ve yapisikliklarin

onlenmesinde 5-FU’in klinik uygulanima uygun bir ajan oldugu kanis1 edinildi .
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