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OZET

Periferik sinir yaralanmalari, travma ve timor rezeksiyonu
sonrasi sik karsilagilan sorunlardan biridir. Periferik sinir onari-
minda elde edilecek basarili sonuglar hastayi ve hekimi bir¢ok
problemden kurtaracaktir. Calismamiz, sinir onarimini daha
kaliteli hale getirebilmek amaciyla u¢-ice onarim teknigi ile
son yillarda popiiler olan kok hiicre teknolojisini beraber kul-
lanmistir. On adet tavsanin her iki siyatik sinirinde kesi olustu-
rulup ug-ice onarim teknigi ile onarildi. Ardindan sadece sag
tarafa mezankimal kok hiicre enjeksiyonu yapildi. Birinci grup
hayvandan (n=5) ilk ay sonunda, ikinci grup hayvandan (n=5)
ise U¢lincli ay sonunda onarim bolgelerinden 6rnekler alindi.
Bu 6rneklerden hazirlanan preparatlarda akson rejenerasyon
orani, miyelin kilif kalinhgi ve akson caplari stereolojik analiz
ile incelendi. Elde edilen sonuglar istatistik olarak karsilasti-
nidiginda mezankimal kok hiicre uygulanan sag tarafta an-
laml dlctide aksonal rejenerasyonun fazla oldugu gosterildi
(p<0,05).

GiRi$

Periferik sinir onarimlari; travma, timoér rezeksi-
yonu sonrasi ve fonksiyonel kas transferi gibi durum-
larda duyu ve motor fonksiyonlari geri dondirmek
amaciyla uygulanmaktadir. Periferik sinir onarimi
icin tercih edilebilecek ydontemler epindéral, fasikiler,
grup fasikiler ve ug-ige onarim teknikleridir. Son yil-
larda klinik uygulamalari giderek artan ug-ige ona-
rim yonteminin bazi 6zellikleri ile diger tekniklerden
Ustlin oldugu gosterilmistir.” Bu teknikte proksimal
ve distal sinir uglari yan yana getirildikten sonra dis-
tal ug yaklasik 0,5 cm epinéryumu saglam kalacak
sekilde siyrilmaktadir. Proksimal ug, distal ucun igi-
ne gémilmekte ve sabitligi saglamak icin en az lg¢
adet sutur konmaktadir. Bu sekilde koaptasyon hatti
cevre dokular ile temas etmeden bir kilif icerisinde
korunmaktadir. Ug-ige sinir onarim teknigi, onarim
alaninda gerginlik ve kompresyon olusturmadan si-
nir uglarinin yaklasmasini saglar. Aksonlarin onarim
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ABSTRACT

Peripheral nerve injuries are widespread problems and
seen after tumor resection and trauma. Nerve regenaration
line is the most important point in transition of signal and
lots of tecnics are developed for regeneration. In our study
were used end-in-end repair recently restoration technique
together with stem cell technology which is so popular, be-
cause of improving nerve regeneration. In both of ischiadi-
cal nerves of 10 New Zelland rabbits were performed incision
and were repaired with the end-in-end repair technique. Then
were given mesenchimal stem cell injection to only right
sides. From the first group (n=5) in the end of first month and
from the second group (n=5) in the end of thirth month were
taken specimens. In the samples which were prepared from
these specimens, were evaluated axonal regeration rates, my-
elin nerve thickness and axonal diameters with stereological
analysis. Were demonstrated that in the right sides that were
injected mecenchimal stem cell, axonal regeration were too
much than others (p<0.005).

hattindan kacisini énler. Daha az sutir materyali
kullanildigindan yabanci cisim reaksiyonu ve fibro-
zis en az olur. Ayrica aksonal sivi ve norotrofik fak-
torler sinir uglarinda birikerek rejenerasyon igin en
iyi ortami saglar.

Son yillarda popiler olan kdk hiicre kavrami,
doku ve organlarin yenilenme ihtiyaci olan birgok
hastalikta umut 1s1g1 olmustur. Kék hiicre denildigin-
de kendini yenileyebilen, birden fazla hiicre serisine
farklilasabilen ve in vivo fonksiyon gérebilen hiicreler
anlasilmaktadir.23 K6k hiicre tedavisi, merkezi sinir
sisteminin travmatik ve timoral hasarlarinda denen-
mis ve olumlu sonuglar alinmis olmasina ragmen
periferik sinir sistemi lzerinde yeterli ¢calisma bu-
lunmamaktadir. Calismamizda kok hiicre teknolojisi
ve ug-ige sinir onarim teknigi beraber kullaniimistir.
Uc-ice onarilmis sinir liflerinin arasinda olusturulan
epindral tip, kdk hiicrelerin korunmasi ve fonksiyon
gOrebilmesi i¢in uygun bir ortam olusturulup mezan-
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kimal kék hucrelerin sinir dokusuna olan potansiyel
etkisinin uzun sureli olmasi saglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismamizda, agirliklar 2,5 ile 3 kg arasinda
degisen 10 adet erkek Yeni Zelanda beyaz tavsani
kullanildi. Ondokuz Mayis Universitesi Etik Kurulu
onay! alinmasinin ardindan cerrahi islemler ve ke-
mik iligi ahmi, intramuskuler Ketamine Hidroklorid
(Ketalar®) (50 mg/kg) ve Xylazine (Rompun®) (10
mg/kg) anestezisi altinda yapildi.

Calismamizin ilk asamasini kemik iligi alimi
olusturmaktadir. Anestezisi saglanan hayvanlarin
sag krista iliaka cildi tras edilip saha temizlendikten
sonra 6zel bir aygita monte edilmis enjektor ile kemik
ilikleri aspire edildi. Elde edilen 3-6 cc miktarindaki
aspirat steril kosullar altinda besi yerlerine (Med-
yum) konuldu. Bu medyumun icerigi zengin glikoz
ve amino asitten olusmaktadir. Numaralandirilan
tavsanlardan ayri ayri alinan kemik ilikleri medyum-
lara yerlestirilip +4 derecede korunarak Mezankimal
Koék Hicre (MKH) elde edilmek lzere Trabzon'da
bulunan Ati Teknoloji Merkezine génderildi.

Tavsan mezankimal kok hiicre (MKH) elde edilmesi:

Elde edilen kemik iligi aspirati, MKH Uretme va-
sati (DMEM, FBS, Antibiyotik) ile karistirilip iki kez
santrifij (2000 rpm, 5 dk) edildikten sonra siperna-
tant atilip hicre peleti Gretme vasat igerisinde sus-
panse edildi. Mononukleer hiicre sayimi yapilarak
belli sayida hiicre/cm? hesabiyla kiltir kabina ak-
tarilan hicreler 37 C° % 5 CO,, %95 RH inkiba-
térde kdltire alindi. Koloni yaparak treyen MKH’ler
monolayer treme ile belli oranda konfliensi olustur-
duklarinda tripsinizasyon islemi ile kaldirilip, hiicre
sayimi yapilarak ileri pasajlar olusturmak Uzere
ayni Uretme ortaminda kiiltire alindi (Sekil 1). Kali-
te kontrol testleri gergeklestirilen.2? pasaj hilicrelerin
bir kismi deneylerde kullanilirken geri kalan kismi
krioprezervasyona alindi.*% Kemik iligi i¢erisinde bu-
lunan stroma hucreleri, her tavsan aspiratinda farkli
miktarlarda oldugundan kiiltir sonuglari degisik za-
manlarda elde edildi.

Ortalama iki hafta

sonra Ati Teknoloji

Merkezi'nden gdnderilen mezankimal kdk hucreler
teslim alindiktan sonra cerrahi isleme gegildi. Bitin

Il‘..f: y-_l . 3 'y q —a N
Sekil1: Mezankimal kék hiicre (x20) 3. pasaj kiiltiir. ATi Tekno-
loji Merkezi-TRABZON
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Kiiltiire Kemik iligi ile Sinir Rejenerasyonu

tavsanlarin sag ve sol siyatik sinirleri agildi ve sinir
hattina dik bir kesi yapilip ardindan ug-ige teknigi ile
sinir onarimi yapildi. Sag siyatik sinir onarim hattin-
da epindral tlp icine ayni hayvana ait mezankimal
kok hicre enjeksiyonu uygulandi. Sol siyatik sinire
ise onarimdan sonra mezankimal kok hicre tatbik
edilmedi. Boylece sag siyatik sinir deney tarafi olur-
ken sol siyatik sinir kontrol tarafi oldu. Cilt alti ve cilt
dikisleri ile cerrahi islem sonlandirildi. islem sonrasi
tavsanlar esit iki gruba ayrildi. Ornekler, onarim hat-
ti ile beraber distal ve proksimalde 0,5 cm sinir do-
kusu icerecek sekilde alindi. ilk gruptan (n=5) doku
ornekleri birinci ay sonunda alinirken, ikinci gruptan
(n=5) doku 6rnegi alimi igin Ug ay beklendi. Boylece
mezankimal kék hicrenin sinir rejenerasyonu lze-
rine etkisi ve bu etkinin zamana bagl degisimini iz-
lemek mumkun oldu. Histolojik inceleme igin her bir
spesmenden (¢ adet parga alindi. Bu pargalar ona-
rim bolgesi, onarim bdlgesinin proksimali ve onarim
bélgesi distali olarak adlandirildi. Proksimal ve distal
parcalarda rejenere aksonlarin toplam sinir alanina
orani, akson ve kilif gaplari ayrica miyelin kilif kalin-
liklari stereolojik analiz yéntemi kullanarak 6lguldi.®?
Ardindan deney ve kontrol gruplarindan elde edilen
sonuglar istatistiksel analiz ile karsilastirildi.

BULGULAR

Genel Degerlendirme Bulgular::

Tavsanlarin takipleri sirasinda her iki bacak
siyatik sinirleri kesildiginden hareket kisithligr géz-
lendi. Tavsanlar ayakta durmakta ve pozisyon de-
gistirmede zorluklar yasadilar. Bu sorunlardan do-
lay! bazi tavsanlarin ayak topuklarinda basi yaralari
gelisti. Tavsanlarin genel durumlari bozulmamasina
ragmen bu durum morbiditeyi artirdi. Ayak topukla-
rinda basi yaralari gelisen ¢ tavsan érnek alimlari
sirasinda incelendi. Ozellikle sag (Mezankimal kok
hicre uygulanan-deney grubu) tarafta basi yarala-
rinin daha kiglk ve ylzeysel oldugu veya daha er-
ken iyilestigi gdzlendi. Bu degerlendirmeler subjektif
olsa da mikroskopi 6ncesi olumlu fikir vermesi baki-
mindan 6nemliydi.

Takiplerimizde bir tavsanin ayak parmaklarinda
duyu kaybina bagli olarak kendine zarar verme olayi
go6zlendi (self mutilizasyon). Tavsan, sol ayak par-
maklarinin iskelet sistemi ortaya ¢ikacak derecede
tim yumusak dokuyu kemirmisti. Bu yaralanma yine
siyatik sinir kesisine bagli gelisti ve MKH uygulanan
sag ayakta gézlenmedi.

istatistik Degerlendirme Bulgular::

Calismamizda elde edilen veriler dnce normali-
te testi ile kontrol edildi. Gruplarin normal dagilima
uydugu gbézlendi. Ardindan tim gruplar kendi ara-
larinda ve birbirleri ile karsilastirildi. Karsilastirma
icin Tekrarl Olgiimlerde Varyans Analizi ve Student
t testleri kullanildi. K6k hiicre uygulamasi yapilan
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sag taraf siyatik siniri ile sol siyatik sinir arasinda
onarim hatti distali rejenerasyon alanlarinin anlamli
derecede farkl oldugu istatistik calismalarla ortaya
cikarildi (p=0,0003)(Sekil 2). Yine iki taraf siyatik
sinirleri arasinda onarim hatti proksimali rejeneras-
yon alanlarinin anlamh derecede farkh oldugu go6-
raldi (p=0,0001)(Sekil 3). Miyelin kilif kalinhklari ve
akson caplari arasinda ise anlaml fark bulunamadi
(p>0,05). Rejenerasyon lzerinde zaman faktorini
arastirdigimiz birinci ve ikinci gruplar arasinda yine
anlaml fark bulunamadi (p>0,05). Rejenere akson
oranlari, akson gaplari ve miyelin kilif kalinliklari or-
talama degerleri Sekil 4, 5 ve 6’da gosterilmistir.

o e Uat s al
Sekil 2. ikinci gruba ait sinir segmentleri distallerinin karsilas-
tinlmasi. (x100) A: Sol siyatik sinir, B: Sag siyatik sinir. Myelin
kilif ve aksonal rejenerasyon sagda belirgin (kirmizi oklar)

Sekil 3. Birinci gruba ait sinir segmentleri proksimallerinin
karsilastirilmasi. (x100) A: Sol siyatik sinir, B: Sag siyatik sinir.
Sagda myelin kilif olusumu ve aksonal rejenerasyon daha net
gorulayor. (kirmizi oklar)

TARTISMA

Periferik sinir yaralanmalari ve serbest fonksiyo-
nel kas transferi sirasinda yapilan néral koaptasyon,
sinir uyarilarinin son organa ulasmasinda en énemli
asamadir. Onarim sonrasi distal sinir segmentinde
gerceklesmesi beklenen rejenerasyon, uyarinin ha-
reket veya duyu olarak organlara dagilmasini sag-
lar. Bu 6zelliginden dolay! koaptasyon bdlgesinde
sinir onariminin kalitesi, aksonal rejenerasyonun
basarisinda ayri bir 5nem kazanir.®

Periferik sinir onarimi igin birgok cerrahi teknik
tarif edilmistir. Siemionow ve arkadaslar tarafindan
iki binli yillarin basina gelistirilen “ug-ige sinir onarim
teknigi” bazi 6zellikleri ile 6ne ¢ikmistir. Anastomoz
hattindan kablo kagisina izin vermemesi, norotrofik
faktorleri iceride ve inflamatuar mediatérleri disarida
tutmasi ve sutlrin anastomoz hattinda kalmayarak
daha az yabanci cisim reaksiyonu olusturmasi diger

onarim yontemlerinden Ustiin olan 6zellikleridir.®
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Sekil 4. ikinci gruba ait rejenere ve toplam sinir alani ortala-
ma sonuclari. (rp: sag siyatik sinir onarim hatti proksimali, rd:
sag siyatik sinir onarim hatti distali, Ip: sol siyatik sinir onarim
hatti proksimali, Id: sol siyatik sinir onarim hatti distali)
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Sekil 5. ikinci gruba ait akson caplari ortalamalari.
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Sekil 6. ikinci gruba ait miyelin kilif kalinhigi ortalamalari.
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Periferik sinir cerrahisinde kok hicre kullanimi
da yeni bir uygulamadir. Murakami ve ark. periferik
sinir defektlerinde transplante edilen néral kaynakh
kok hicrelerin Schwann hiicrelerine benzer sekilde
destek hiicrelerine dénuserek anlamli derecede ak-
sonal rejenerasyon sagladigi rapor edilmistir.’® Cu-
evas ve ark. stromal hicrelerin, periferik sinirlerin
kesik uclarina implante edildiklerinde yeni fiberlerin
rejenerasyonunu destekledigini gostermistir.'" Choi
ve arkadaslarinin 15 tavsan Uzerinde yaptiklari ¢a-
lismada, olusturulan siyatik sinir defekti ven grefti ile
onarilmis ve deney tarafina ven grefti icine kiltlre
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edilmis kemik iligi stromal hicreleri transplante edil-
mistir. 4, 8 ve 12. haftalarda ven grefti, numune ola-
rak alinarak elektron mikroskobu ile incelenmistir.
Rejenere olan akson sayisi, fiber ¢aplari ve miyelin
kilif kalinhklar karsilastirildiginda akson sayilarinda
anlamli derecede artis tespit edilmistir.'> Sanchez-
Ramos ve ark gerek insan gerek fare kemik iligi stro-
mal hiicrelerinin sican mezensefalik ve striatal hiic-
releri ile kultire edildiginde néron benzeri hiicrelere
farklilastigini géstermislerdir.'

Calismamizda mezenkimal kok hicrelerin sinir
rejenerasyonuna etkileri incelenmis ve bu hicrele-
rin onarim hattinin hem distal hemde proksimalinde
rejenerasyon alanini artirdigi gosterilmistir. Onarim
sonrasl! sinir rejenerasyonunun artiriimasi ile hem
fonksiyonel kazanimin artirilabilecegi hem de iyiles-
me siresinin kisaltilabilecegi dngdrulebilir. Bu ¢a-
lismada kullanilan ydntemin klinige uyarlanabilmesi
halinde sinir onarimi sonrasinda elde edilecek so-
nuglarin daha basaril hale getirilmesi mimkin ola-
caktir fakat bu yontemin klinikte kullanimini kisitla-
yan; mezenkimal kdk hucrelerin kemik iliginden elde
edilmesi ve hazirlanmasindaki zorluklar, yontemin
maliyetli olmasi gibi dezavantajlari oldugu da g6z
o6nunde bulundurulmalidir. Bu nedenlerle gerek bu
dezavantajlarin ortadan kaldirilmasi, gerekse yon-
temin etkinliginin fonksiyonel sonuglarda icerecek
sekilde arastiriimasi igin ileri galismalara da ihtiyag
vardir.

SONUC

Calismamiz, yeni gelistirilen iki yéntemi birles-
tirerek sinir rejenerasyonu lzerinde kullanmistir. Bu
yontemlerden ilki olan ug-ige sinir onarim teknigi ile
sinir uglari yumusak bir sekilde bir araya gelmis ve
onarim hatti disinda az sayida olan sitir materyali
sayesinde yabanci cisim reaksiyonu da engellen-
mistir. Aksonal rejenerasyonun bir yonde olmasi
saglanip néroma olusumunun &énine gegcilmistir.
Uygulanan ug-ige teknigi ile sinir dokusu onarim hat-
tinin dis cevre ile baglantisi kesilerek norotrofik me-
diatdrlerin sizmasi engellenmistir. Ayni zamanda bu
yontem, sag siyatik sinire verilen mezankimal kdk
hiicrelerinde ortamda kalmasini saglayarak, ¢evre-
ye yayllmasini 6nlemistir.

Dr. Mehmet CIFCi

Diyarbakir Devlet Hastanesi

Plastik Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Klinigi DIYARBAKIR
E-posta: plsmehmet@gmail.com
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