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ISPEC 3.Uluslararas1 Sosyal ve Beseri Bilimler Kongresinde, VAN /20-22
Aralik 2019 6zet sozlii bildiri olarak sunulmustur.

Amag: Periferik sinir sistemi, santral sinir sistemi ile icinde yasadigimiz dis
diinya arasindaki iletisimimizi saglayan viicudun tim bolgelerini birbirine
baglayan sinir sistemi boliimtidiir. Periferik sinirler kimyasal, mekanik ve
termal nedenlerle hasara ugramaktadir. Bu nedenle periferik sinirlerin
histolojik incelenmesi 6nem arz etmektedir. Bizde siyatik sinirin farkli boyama
kalinliklarinda

ve Kkesit 151tk mikroskopik olarak histolojik yapisimni

degerlendirmeyi amacladik.

Gereg¢ ve Yontme: {ki adet adult, saglikli Wistar albino erkek sican alindu.
Anestezi altinda sol siyatik sinir periferik dokularindan disseke edilerek
cikarildi. %10’luk formaldehitte 72 saat fikse edildikten sonra rutin 1sik
mikroskopik histolojik takip prosediirleri uygulandi. Dokular parafine
akabinde
Hematoksilen&Eozin, Masson'un tclii boyas1 ve %1’lik Toluidin Mavisi

gomiildi, 5um, 3um kalinliginda kesitler alinda.

boyama yontemleri uygulandi.

Bulgular: Her ii¢ boyama sonrasinda siyatik sinirin genel histolojik yapis1 ve

bag dokusu kiliflar1 normal olarak degerlendirildi. Masson'un tgli
boyamasinda siyatik sinirin bag dokusu kiliflarinin diger boyama metodlarina
oranla daha net bir sekilde izlendigi gortildii. Boya tutulumu acisindan kesitler
degerlendirildiginde her ti¢c boyama metodunda da 5 um kesitlerin daha iyi
boyandig1 goriildii. Histolojik yapinin degerlendirilmesinde kesit kalinlig:

yoniinden fark izlenmedi.

Sonug: Farkli boyama ve kesit kalinliklarinda siyatik sinirin genel yapis1 ve
akson yapilar1 degerlendirildi. Sunulan verilerin periferik sinir calismalarinda
uygulanilacak prosediir ve histolojik degerlendirmeye katki saglayacag:
kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Histolojik yap1, Sican, Siyatik sinir
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ABSTRACT

Introduction: Peripheral nervous system is the part of the nervous system
that connects all parts of the body that provide communication between the
central nervous system and the outside world in which we live.Peripheral
nerves are damaged by chemical, mechanical and thermal reasons.Therefore,
histological examination of peripheral nerves is important.We aimed to
evaluate the histological structure of the sciatic nerve in different staining and
section thicknesses by light microscopy.

Methods: Two adult, healthy Wistar albino male rats were taken.The left
sciatic nerve was dissected from the peripheral tissues under
anesthesia.Routine light microscopic histological follow-up procedures were
performed after fixation in 10% formaldehyde for 72 hours.The tissues were
embedded in paraffin and then 5um and 3pum thick sections were
taken.Hematoxylin & Eosin, Masson's triple dye and 1% Toluidine Blue
staining methods were applied.

Results: After all three stainings, the general histological structure and
connective tissue sheaths of the sciatic nerve were evaluated as normal.In
Masson's triple staining, it was observed that the connective tissue sheaths of
the sciatic nerve were observed more clearly compared to other staining
methods.When the sections were evaluated in terms of dye uptake, it was
seen that 5 pm sections were stained better in all three staining methods.In
the evaluation of histological structure, no difference was observed in terms
of section thickness.

Conclusion: The general structure and axon structures of the sciatic nerve
were evaluated in different staining and section thicknesses.We believe that
the presented data will contribute to the procedure and histological
evaluation to be applied in peripheral nerve studies.

Keywords: Histological structure, Rat, Sciatic nerve

Periferik sinir sistemi, santral sinir sistemi ile; i¢cinde
yasadigimiz dis diinya arasindaki iletisimimizi saglayan
viicudun tiim bolgelerini birbirine baglayan sinir sistemi
boliimiidiir (1). Periferik sinirler kimyasal, mekanik ve
termal nedenlerle hasara ugramaktadir. Travmaya maruz
kalan hastalarin %?2,8'inde periferik sinir hasar1 olustugu
bildirilmektedir ~ Periferik  sinir = yaralanmalarimn
tedavisinde en iyi segenek kesilmis periferik sinir uglarimnin
primer olarak uc uca onarilmasi, bunun uygulanamadigi,
hasarli sinir uglar1 arasindaki kaybin biiyiik oldugu
durumlarda otolog duyusal sinir grefti kullanilarak sinir
uglarimin birlestirilmesidir (2). Amag sinir biitiinligiini
tekrar saglayarak impuls iletiminin geri doniistimiinii
saglamaktir (1). Ancak tedavi sonrasi iyilesme igin gegen

siirenin uzun olmasi (1) tam olarak fonksiyonel geri

kazanim ve iyilesmenin olmamas: (3) nedeniyle farkl
klinik uygulamalar ve stratejiler gelistirmek igin

arastirmalar giiniimiizde halen devam etmektedir.

Siganda en kalin periferik sinir Nervus
Ischiadicus’tur (4). Periferik sinir caligmalarinda sican
siyatik siniri en sik kullanilan ve hasar modeli olusturulan
sinirdir (5). Bu yiizden de histolojik incelemesi 6nem arz
etmektedir. Miyelinli periferik sinirlerin morfolojik olarak
degerlendirilmesi i¢cin dogru ve uygun bir tespit islemi 6n
kosuldur. Histolojik incelemelerde periferik dokularindan
iyi ayrilmis periferik sinirin glutaraldehitle immersiyon
fiksasyon uygulamasini takiben kuvvetli bir oksidan
osmium tetroksitle (OsO4) postfiksasyonu genellikle tercih
edilmektedir. Sonrasinda epoksi resin igine gomiilen
dokulardan yar1 ince kesitler almarak Toluidin Mavisi ile
boyama periferik sinir histolojisinde, miyelinli sinir



liflerinin bir¢ogunun degerlendirilmesini miimkiin kildig:
i¢in altin standart olarak kabul edilmektedir (5). Bu yaygin
kullamilan metod diginda periferik sinirlerin histolojik
degerlendirilmesinde 1s1ik mikroskobik prosediir ve
inceleme de miimkiin olmaktadir. Calismamizda, siyatik
sinirin histolojik yapisimin incelenmesinde kullanilacak 1s1k
mikrokobik yontemleri ortaya koymak icin fakli boyama ve
kesit kalinliklarinda siyatik sinir yapisii incelemeyi

amacladik.
GEREC VE YONTEM

Calisma icin Van Yiiziincii Y11 Universitesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulundan etik onay alind1 (31/10/2019,
No: 2019/10). Tki adet adult (2 aylik), saglikli Wistar Albino
cinsi erkek sigan alindi. Anestezi altinda (ketamin 50 mg/kg
ve xylazine 15 mg/kg, intraperitoneal) sol uyluk tiras edildi,
sol siyatik sinir trunkustan ayrildiktan sonra uyluk orta
kisminda periferik dokularindan disseke edilerek ¢ikarildi.
%10'luk formaldehitte 72 saat fikse edildikten sonra
dokular parafine gomiildii akabinde 5um ve 3um
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kalinliginda kesitler alindi. Kesitler, 60 °C’de 1 saat etiivde
bekletildi. Daha sonra, dokular 10’ar dakika ksilol I-II-III
asamalarindan gegirildi. Ksilol asamas1 sonras1 azalan alkol
serilerinde (%100-95-80) 5'ser dakika bekletildi. Alkol
serilerinden sonra, kesitler distile suda yikandi. Ardindan
kesitler Hematoksilen & Eozin ile boyandi. (6). Aymn
asamalardan gecirilen dokulara boyama asamasinda
Masson’un {iglii boyasi (Anilin mavili) ve %1" lik Toluidin
Mavisi boyama yontemleri uygulandi. Farkli boyama ve
kesit kalinliklarinda siyatik sinirin genel yapist ve akson
yapilart 151k mikroskobunda (Olympus BX53, Tokyo,
Japan) degerlendirildi.

BULGULAR

Hematoksilen & Eozin ($ekil 1) ve %1’ lik Toluidin
Mavisi boyama (Sekil 2) uygulamalar1 sonrasinda siyatik
sinirin genel histolojik yapisi ve bag dokusu kiliflari
(epindrium, perindrum, endondrium) normal olarak

degerlendirildi.

Sekil 1. Sivatik sinir 3um (a),5um (b)kesit kalinlig1, Hematoksilen & Eozin, Scale bar 200um
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Sekil 2. Siyatik sinir 3um (a),5um (b)kesit kalinlig1, %1’lik Toluidin Mavisi, Scale bar 200pum

Masson'un iiglii boyamasinda (Anilin mavili)
siyatik sinirin bag dokusu kihiflarinin (epindrium,
perindrum, endondrium) diger boyama metodlarindan
farkli olarak igerdigi kollajen mavi renkte boyandi. Boylece
dokulardan ayrildigr ve daha net bir sekilde izlendigi
goriildii (Sekil 3).

Boya tutulumu agisindan kesitler degerlendirildiginde her
iic boyama metodunda da 5 um kalinliginda ki kesitlerin

daha iyi boyandigi goriildii. — Histolojik yapinin
degerlendirilmesinde kesit kalinlig1 yoniinden fark
izlenmedi.
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Sekil 3. Siyatik sinir 3um (a),5um (b)kesit kalinligi, Masson’un iiglii boyasi (Anilin mavili),

Scale bar 200um
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Insan bacagimin duyusal innervasyonunun
tamamina yakimi ve motor innervasyonunun Onemli
kismim siyatik sinir saglamaktadir. Ayrica, lomber ve
sakral bolgenin vertebral disk hasarlar1 veya kemik yapida
olusan deformasyonlara baghh basilar, siyatik sinir
trasesinde agriya neden olmakta ve klinikte 6nemli bir yer
tutan saglik problemlerini olusturmaktadir. Siyatik sinir
hasari, kolay ulasilabilirligi ve uygulamalarin goreceli
olarak daha kolay yapilabilmesinden dolay1 yaygin olarak
kabul goren bir modeldir. Bu nedenlerden dolay1, periferik
sinir hasar1 ¢alismalar1 genellikle sigan siyatik siniri
iizerinde gelistirilen modellerle yapilmaktadir (4). Memeli
hayvanlar arasinda sigan siyatik siniri, elektron mikroskop
diizeyinde dahi insan sinir dokusundan ayirt edilemeyecek
hiicresel detaylar1 olan, temin edilmesi kolay ve ucuz bir
sinir doku kaynagidir (7). Ayrica sigan siyatik siniri, motor

fonksiyonun yam sira duyu fonksiyonunun da aym

j P
—
TP

/
i
[

zamanda degerlendirilmesine olanak saglamaktadir (8).
Calismamizda bu nedenlerle sigan siyatik sinirini inceledik
ve periferik sinir hasari ¢alismalarinin tiimiinde oldugu
gibi erkek sican (4) kullandik.

Periferik

stratejilerindeki son gelismelere ragmen, periferik sinir

sinir sistemi hasarlarimin  tedavi
yaralanmasi, diinya g¢apinda artan insidansla hala en
onemli saglik sorunlarindan biridir (9). Periferik sinir
yaralanmasi sonras1 tam olarak iyilesmeyi saglayacak bir
tedavi yontemi halen mevcut degildir (10). Periferik sinir
yaralanmasimn iyilesme siireci ve hedeflenen yeniden
inervasyon; gesitli hiicreleri, biiyiime faktorlerini ve sinyal
yollarinu igeren ¢ok faktorlii, karmagsik bir siiregtir. Bu
sebeplerden dolayi, periferik sinir yaralanmasin kabul
edilebilir sekilde

yapilandirilmasi ve iyilestirilmesi klinik bir zorluk olmaya

islevsellikle ~ uygun yeniden

devam etmektedir (9).
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Bu karmasik siirecte meydana gelen olaylarin
patofizyolojisini aydinlatarak yeni tedavi yontemleri
gelistirmek i¢in  arastirmalar  giiniimiizde  halen
stirmektedir. Biz de bu bilgi birikimine katki saglamak
amaciyla siyatik sinir {izerinde farkli kesit kalinlig1 ve
boyama yontemleri uygulayarak histolojik yapisim
degerlendirdik. Mevcut literatiir taramasinda siyatik
sinirin genel histolojik yapisimin degerlendirilmesinde 151k
mikroskobik prosediirlerden en stk Hematosilen & Eozin
(H&E) boyama yonteminin kullaruldigr belirlendi. H&E
boyama metodu histoloji laboratuvar uygulamalarinda
doku tiplerinde genel amacli yaygin kullarulan yontemdir.
Bu yontemle yapilan boyamada cekirdegin mavi-siyah
renkte, hiicre sitoplazmasi ve bag dokusu unsurlarindan
olan kollagen lifler ve kas liflerinin ayr1 tonlarda boyandig1
izlenir. Bu nedenle kas ve bag doku ayriminin yapilmasi
zor olur (11). Ekstraselliler matriks elemanlarimn
degerlendirilmesinde Masson'un tiglii boyamasiyla H&E
boyamaya gore daha iyi sonug¢ almur. Histolojik
degerlendirme, deskriptif bir metod olarak bilinmektedir.
Ancak giintimiizde dokudaki spesifik alanlardaki hiicre
cap1, sayisi, hacmi gibi nicel verilerde histolojik olarak
Olgiilebilmektedir. Bu sekilde c¢alismalarda gruplar

arasinda karsilastirma yapmak miimkiin olmaktadir (12).

Boliimiimiiz laboratuvarinda gergeklestirdigimiz
sinir  sistemi  stereolojik  (akson sayimi, alan
degerlendirilmesi gibi) galismalarimizda siklikla %1" lik
Toluidin Mavisi boyama ydntemiyle elde ettigimiz
goriintiileri kullanmaktayiz. Periferik sinir kilif yapisinin
(epindrium, perindrum, endondrium) degerlendirilecegi
calismalarda Masson’un {i¢lii boyama yontemi daha uygun
olmaktadir. Calismamizda dokunun histolojik yapisinu
degerlendirmede kesit kalinlig1 agisindan 3pm ve 5um
kesitler arasinda herhangi bir fark izlenmedi, ancak boya
dagiimi ve tutulumu agisindan 5pum kesitlerde daha iyi

gorintiiler elde edildi.

Sonug olarak c¢alismanin, periferik sinir sistemi
konusunda yapilacak aragtirmalara 1sik mikroskobik
prosediirlerin uygulanmas: ve kullamimina dair veriler

sunarak, arastirmacilara yol gosterici olacagi kanusindayiz.
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