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OZET

Periferik sinir yaralanmalarinda bombesinin norotrofik etkisinin
elektrofizyolojik ve histopatolojik incelenmesi

Amag: Bombesin mukoza hucreleri tizerinde trofik, immunolojik, mitojenik; sinir
sistemi tzerinde biyolojik ve immiin etkilere sahip bir peptitdir. Periferik sinir tam
kat kesisi sonrasi olusan fizyopatolojik suregte bombesin isimli noropeptidin
farkli dozlarda, kesi distalinde olusan akson rejenerasyonuna ve fonksiyonel
iyilesmeye etkisini eletrofizyolojik ve histopatolojik olarak incelemek
amaclanmastir.

Materyal ve metod: Calismada 40 adet 200-250 gr agirhginda Wistar cinsi erkek
rat kullanildi. Rastgele 10 'arli sham (cerrahi stres,kesi yapilmayan), kontrol,
diisiik doz bombesin grubu(10 ng/kg), yikksek doz bombesin grubu (100 ng/kg)
seklinde 4 grup olusturuldu. Ketaminle anestezi altindaki ratlar uygun diseksiyon,
tam kat kesi ve mikrocerrahi onarim sonrasi kafeslere alindi. Bombesin gruplarina
hazirlanmis siispansiyonlar insiilin enjektorleriyle giinde 3 defa 8 saatde 1, 7 giin
boyunca ayni1 saatlerde (08.00, 16.00, 00.00) ense derisinden subkutan enjeksiyon
yapildi. 12 haftalik takip sonras1 SFI, EMG, SEM, IHC, gastrocnemius agirhk
Olciml ve histopatolojik analizler karsilastirildi. Sonuclar ististiksel olarak
degerlendirildi.

Bulgular : EMG ve gastrocnemius agirlik 6lglimii sonuglarinda kontrol grubuna
kiyasla yliksek doz bombesin yapilan grup (100 pg/kg )'ta farklilik goriilsede
istatistiksel olarak anlamli fark gériilmedi (p>0.05). SFI, SEM, IHC ve diger
histopatolojik parametrelerde, yiiksek doz bombesin yapilan grupta iyilesme
yoninde, istatistiksel olarak anlamli fark goriildi (p<0.05).

Sonug: Periferik sinir tam kat kesilerinde, subkutan uygulanan 100 pg/kg
bombesin morfolojik ve fonksiyonel iyilesmeyi pozitif yonde desteklemistir.

Anahtar kelimeler: Periferik sinir yaralanmalari, bombesin, nérotrofik
faktorler, periferik sinir rejenerasyonu
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ABSTRACT

Electrophysiological and histopathological examination of neurotrophic
effect of bombesine in peripheral nerve injuries

Aim: Bombesin is a peptide trophic, immunological and mitogenic agent on
mucosal cells; with biological and immune effects on the nervous system. The
aim of this study was to investigate the effect of bombesin neuropeptide on axonal
regeneration and functional recovery in different doses in the physiopathological
process after peripheral nerve transection.

Material and Method: 40 male Wistar rats weighing 200-250 g were used in the
study. Four groups were randomly assigned as 10-sham (surgical stress,
dissection,but no incision), 10-control, 10-low dose bombesine group (10 pg / kg),
10-high dose bombesine group (100 pg / kg). Rats anesthetized with ketamine
were placed in cages after appropriate dissection, transection and microsurgical
repair. Suspensions prepared for bombesine groups were injected with insulin
injectors 3 times a day for 8 hours 1, 7 days at the same time (08.00, 16.00, 00.00)
subcutaneous injection from the nape skin. After 12 weeks of follow-up, SFlI,
EMG, SEM, IHC, gastrocnemius weight measurement and histopathological
analysis were compared. Results were evaluated statistically.

Results: Although there was a significant difference in EMG and gastrocnemius
weight measurement results compared to the control group (100 pg / kg), no
statistically significant difference was observed (p> 0.05). There was a
statistically significant difference in SFI, SEM, IHC and other histopathological
parameters in terms of improvement in high dose bombesin group (p <0.05).

Conclusion: Subcutaneously applied 100 pg / kg bombesin promoted
morphological and functional recovery positively in peripheral nerve transection.

Keywords: Peripheral nerve injuries, bombesine, neurotrophic factors,
peripheral nerve regeneration
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GIRIS

Periferik  sinir sisteminde travma sonrasi iyilesmenin smirli olmasi,
yaralanmanin nedeninden bagimsiz olarak sinir dokusunda iyilesmenin tam
olmamasi veya sinirin anormal rejenerasyonu, siklikla fonksiyonel kayip ve
kronik agr1 ile sonuglanmaktadir [1]. Bu nedenle periferik sinir yaralanmalar1
sonrasinda tedavideki amag, sinir bitiinliginii tekrar saglayarak iletimin,
kaybolan motor ve duyu fonksiyonlarinin en Ust seviyede geri doniisiinii
saglamaktir [2, 3] . Yaralanma sonrast sinirin proksimal ve distal uglarinda
onemli histopatolojik degisiklikler ortaya ¢ikar [4, 5]. Aksonal hasari takiben,
schwann hiicrelerinde ve inflamatuar hiicrelerin sayisinda olusan degisiklikler

norotrofik ve ndrotropik mediatorler araciligi ile olusur[6].

Bombesin(BBS) 1970 de bombina bombina ve bombina varigeta adli
amfibianlarin derilerinden Erspamer, Colluguen ve 1971 de Anastasi ve
arkadaslar1 tarafindan izole edilmis 14 aminoasitlik kiclk bir tetradekapeptiddir
[7]. Bu aileye ait olan amfibi peptitler su anda tg alt aileye ayrilmaktadir;
bombesin ve alitesin iceren bombesin grubu; ranatensin, litorin ve rohdei litorini
iceren ranatensin grubu; ve Leu (8) - ve Phe (8) -fillolitorinleri iceren phyllolitorin
grubudur [8, 9]. Memelilerde ki bombesin homologu gastrin salgilayan
peptid(GRP), ilk olarak domuz mide dokusundan izole edilmistir. Hipertansif
eylem, kolon, uterus ve ileum (zerinde kontraksiyon etkisi, gastrik ve insulin
sekresyonunu artirict etkileri farkli sistemler {iizerinde farmakolojik etkileri
bilinmektedir [10].

Bombesin ve bombesin benzeri peptidlerin, memeli dokulari tizerinde 6zellikle
gastrointestinal sistem (GIS) 'de trofik, immunolojik ve mitojenik; santral sinir
sistemi (SSS) Uzerinde biyolojik ve immun reaktivitede bulundugu saptanmistir
[11, 12] . In vitro yapilan yara iyilesmesi ¢aligmalarinda bombesinin IL-1, I1L-8,
TGF-b gibi sitokinleri ; COX-2, VEGF ve TLRs gibi proangiogenik

parametreleri artirdig1 goriilmistiir [13].

Yapilan ¢aligmalardan yola c¢ikarak , bombesinin sinir iyilesmesine olan

etkilerinin histopatolojik ve elektrofizyolojik olarak incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Periferik Sinir Histoanatomisi, Morfolojisi, Fizyolojisi
2.1.1. Periferik Sinir Histoanatomisi

NOron

NOron, soma veya perikaryon olarak bilinen hiicre govdesi; bir veya birden
fazla dendritik ¢ikintilardan ve bir adet aksonal ¢ikitidan olusur. Soma
¢ekirdek ve organelleri barmdirir. Boyut ve morfolojisi sinir sistemindeki islevine
gore degisebilmektedir. Perikaryon stoplazmasi serbest ribozom ve kaba
endoplazmik retikulumdan zengindir. Isik mikroskobu ile gériintiilendiginde koyu
mavi boyanan sik dizilmis asidofilik lekeler; Nissl cisimcikleri goriilebilmektedir.
Hicre gbévdesi, melanin ve lipofuscin pigmentleri ve yag damlaciklar1 gibi sayisiz
inkliizyon cisimcigi ihtiva etmektedir.

Noronlarin ~ sitoiskeletal  bilesenleri  norofilament, mikroflament ve
norotubdllerden olusur. Mikroflamentlerin yapisini, ¢ogunlukla akson ve dendrit
hlicre membranlarinin plasmalemmada ki hareketinden sorumlu filament6z aktin
olugturur. Noroflamentlerin yapisini, ¢ap1 2 mikrondan az ndrofibriller ara
filamentler olusturur. Noroflamentler akson ve dendiritlerin rejenerasyon ve
gelisimini destekler. ~ Stoplazmada ve dendritlerdeki MAP-2 (microtubule
associated protein-2), aksondaki MAP-3 (microtubule associated protein-3) gibi
mikroflamentler, hiicre seklini korumak i¢in iskelet benzeri yapi sergilerken,
somadan gelen materyallerin tasinmasinda da yardimcidir [14]. GAP-43 (growth-
associated protein-43), sinir rejenerasyonu esnasinda biiyiime konisinin yiiksek

aktivitesiyle eksprese edilen mikrotdbuller bir proteindir [15].



Dendrit

Dendritler kisa, dallanma gdsterebilen, endoplazmik retikulum ve vesikillerin
bulundugu, impulslar1 6zellesmis reseptorleriyle alarak hiicre govdesine aktaran
yapilardir. Fazla sayida dallanma gosterebildikleri i¢in bir ¢ok farkli kaynaktan es
zamanli bilgi transferi yapabilirler [14].

Akson

Memeli aksonlar1 aksolemma denilen yaklasik 7-9 nm kalinliktaki trilaminer
plazma membraniyla kaplidir. I¢ tabaka daha yogun olmak iizere i¢ ve dis
tabakalar osmofiliktir. Aksolemma i¢ ylzeyinde ve ranvier nodlari etrafinda
belirgin 7-12 nm lik pargaciklarin iyon kanali benzeri transmembran proteinleri
oldugu kabul edilmektedir (Sekil 1). Aksoplazma hiicre iskeleti elemanlari, dense
granulleri, mitokondri, endoplazmik retikulum, ribozom vs ultrayapisal

fonksiyonlardan sorumlu organelleri ihtiva eder.
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Sekil 1:Periferik Sinir Hicresi[16]
Aksonun kesit alan1 siniflandirildig1 ve tanimlandigi temel 6zelligi gosterir.

Periferik sinir sistemindeki aksonlarin kalibresi belirli modelleri takip eder ve



aksonlarin fonksiyonel smiflandirilmasina izin verir. Aksonun kalibresi gelisen
sinirde myelin kalinligmi ve belki de myelogenezi etkiler. Akson ¢ap1 ve ve sinir
iletimi arasindaki baglant1 saniyede metre cinsinden um ¢apinin 6 katina esittir
(IH=6C). Daha kiiciik myelinli sinir lifleri i¢in faktor daha diisiiktiir (IH=1.7C).
Ileti hizmmn ¢apa bagl degisimi, akson kalibresinin diismesiyle artan
monosinaptik ark gecikmesidir. Akson-kesitsel alandaki degisiklikler, sekonder

demyelinizasyonun eslik ettigi periferik sinir hastaliklarinda da goriiliir.

Schwan hicresi

Schwann hiicresinin dig tarafindan iceriye dogru ilerlerken, karsilagilan ilk yap1
bazal laminadir. Schwann hiicresinin tamamu, ranvier diigiimii boyunca siirekli
olan ve uzun bir tiip olusturarak sinir lifinin uzunlugunu olusturan ve akson hasar1
sonrasi yenilenen sinir liflerinin yonlendirilmesinde 6nemli oldugu diisiiniilen bir
bazal membran ile cevrilidir. Aksolemma gibi, schwann hicresinin plazma
membrani trilaminardir, ancak aksonu smirlayan membranin aksine, i¢ ve dis
tabakalar1 benzer elektron yogunluguna sahiptir. Myelinli sinir liflerini aksonu
kavrayarak destekler. Bu konfigiirasyonda 3 farkli zon olusur. En icteki veya en
kiigiik boyut miyelin doniisii ve aksolemma arasmda adaksonal sitoplazmik
bolgedir. En bilyiikk, biraz daha genis segment, kompakt miyelin kilifini
destekleyen ve proksimal kenarlarindan uzanan nodal mikrovilliye uzak abaxonal
sitoplazmadir. Ara kisim, paranod civarinda bulunan aksolemmaya helikal olarak

bagli bir sitoplazma kenarina sahip kompakt miyelin i¢eren yapidir.



Myelin kilif

Miyelinli sinir liflerinin karakteristik ultrastriiktiirel 6zelligi; enine Kesit
incelemelerde acgik lamelli diizenli kompakt spiral yapisidir. Aldehitle fikse
preparasyonlar1 daha yakmdan incelendiginde, 12 ila 17 nm arasinda radyal
periyodik bir yap1 gosterir. PSS'deki miyelinli aksonlar, omurilikteki ve beyin
sapindaki motor noronlar veya periferik duyusal ve otonomik gangliyonlarda
oldugu gibi, merkezi sinir sisteminde bulunan ana sinir hiicresi gdvdelerinden
uzayan uzun ince sitoplazmik c¢ikintilardir. Bu hiicrelerin birgogu, SSS'den
cevreye uzanir, ya da dorsal kok gangliyon hiicresi gibi, uzun aksonlar1 hem
merkezi olarak (dorsal kolon duyusal aksonlar1) hem de periferik olarak (primer

duyu aferent sinir lifleri) ileti gonderir.

Tamamen SSS disinda kaldigi soylenebilen tek periferal sinir hiicreleri,
postganglionik otonomik ndronlardir. Miyelinli periferik sinir lifi, akson ve ¢ok
sayida schwann hiicresinden olusur; bir dizi uzayan boncuklar gibi akson boyunca
i¢ diiglim olusturur ve boncuklar arasindaki dar bosluklar, ranvier diigtimleri ile
kesilir. Bu silindirik miyelin kilifi, tipik olarak aksonu, sinir terminallerinin birkag

mikron periferine uzanan, hiicre govdesine yakin bir noktadan ayirir.

2.1.2. Periferik Sinir Morfolojisi
2.1.2.1.Epinéryum
Epindryum, uni ve multifasikiler sinirlerin fasiktllerinin perindryal kilifini

cevreleyen gevsek bag dokularinin yogunlagmasidir. Cevreleyen bag dokulari ile
stirekli olmasmna ragmen, fiziksel baglanma olduk¢a gevsektir, boylece sinir
govdeleri biliylik kan damarlar1 ile baglandigi durumlar disinda hareketliligi
korurlar. Sinirlerin kesistigi yerlerde, epindral bag dokusunun daha fazla oranda

mevcut oldugu gorilir. Kollajen demetleri epinéryum boyunca dagilmistir. Bu



lifler esas olarak sinir govdesinin ekseni boyunca yonlendirilir (Sekil 2).
Epindryum yapilar1 olusturan ana hiicreleri diginda fibroblastlar, epindryum mast
hiicreleri ve lenfosit veya makrofaj gibi tek tiik bagisiklik sistemi hicreleri
icerebilir. Ozellikle daha biiyiikk proksimal sinir gdvdelerinde degisken

miktarlarda epindral yag mevcut olabilir.
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Sekil 2:Periferik Sinir Morfolojisi[16]

Vasa nervorum epindryum'a cgesitli seviyelerde girer. Sinire girerken, bu
damarlar arteriol ve veniillerle karmasik, uzunlamasma bir anastomoz agi
olusturur. Sunderland sinirlerin lenf drenaji ile bir epindral lenfatik kapiller agin,
sinir kanalinin arterlerine eslik eden, daha biiyilk kanallar olusturmak icin
birlestiZi ve en sonunda bolgesel lenf diiglimlerine akan lenfatik kanallar

tarafindan bosaltildig1 sonucuna varmstir.

2.1.2.2.Perinbryum
Perindryum hem somatik hem de periferik otonomik sinirler ve onlarin
gangliyonlar1 i¢in bir Ortli olusturur. Perindral lameller, diizlezmis poligonal

hiicrelerin esmerkezli katmanlarindan olusur. Lamel sayis1 genellikle fasikiiliin



capiyla orantili iken, bliylik memeli sinir govdelerinin fasikiillerinin etrafinda 15

tabakaya kadar olabilir.

Perinoral hiicreler basal laminanin her iki tarafinda bosluklu bir yap1
olusturacak sekilde bulunmaktadir. Bazal lamina bazen olduk¢a kalin, bazen
memeli sinirlerinde 0.5 mikron kadardir. Sitoplazma, periniikleer bolgede harig,
yetersizdir. Endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi organellerin agirlikli
olarak c¢ekirdegin yakminda toplanmis ve glikojen partikiilleri siklikla bol
miktarda bulunur. Perindral hiicreler ekstraseliiler boslugun oblitere oldugu
alanlarda siki baglantilarla baghidirlar. ZO-1 ve occludin ile etkilesime giren
claudin-1 siki baglantilarn 6nemli yap1 tasidir ve perindral hiicreler tarafindan
bolca sentezlenir. Peringral hiicreler tarafindan eksprese edilen diger belirtegler

arasinda epitelyal membran antijeni ve glikoz tastyici-1 bulunmaktadir.

Endositotik vesikiillerin, ozellikle de dis tabakada bulunmasi, perinoral
hicreler boyunca bir tasima sistemi oldugunu gostermistir. Histokimyasal
analizler, perindral hiicrelerin genis bir yelpazede fosforlama enzimleri, ATPaz
hem de kreatin fosfataz aktivitesinin yiksek titrelerini icermektedir. Bu tir hiicre

iliskilerinin varligi, perindryum diflizyon bariyeri 6zelligi ile iliskili olabilir.
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Sekil 3:Periferik Sinir Mikrovaskuler Anatomisi[17]

Perindral hiicreler arasindaki etkilesim donma-kirilma metodolojisi ile
aciklanmistir ve temas noktalarinda genis zonula okludensler ile dogrulanir.
Arteriol ve veniiller arasindaki longutudinal baglantilar1 olan kan damarlari
perindryuma girer. Bu vaskiiller yapilar ayni zamanda epinéryumdaki
interfasikiiler kapiller agla baglantilidir (Sekil 3) . Perinoral {inite, ¢ikmakta olan
terminal sinir dallarin1 ¢evreye dogru takip eder. Burada, en kuguk sinir dallari,
tek bir perinoral hiicre tabakasi tarafindan kaplanabilir. Bu tabaka, daha sonra kas
iglerinin kapsiilleri ve kapsiillenmis u¢ organlarla birlesir. Kapsiillenmemis
uclarda ve néromiiskiiler kavsaklarda, perinéryal kovan agik bir ug ile sonlanir.
Perinoral kilifin ve kas lifini kaplayan bazal laminanin sonlandirilmas: arasinda 1
ila 1.5 um agik bir bosluk vardir. Bu endondral aralik ve dis tabaka arasinda

baglant1 olusturur.



2.1.2.3.Endonéryum

Endonéryum, seyrek olarak bag dokular, sinir lifleri, mikrodamarlar ve nadiren
tek hiicreler tarafindan kaplanan, periferik sinirlerin her bir fasikilii igindeki
kolektif béImedir. Endondryumdaki kollajen fibrilleri, perindryumun gorunimiine
ve boyutuna benzerdir, uzunlamasina yonlenir ve sinir lifleri endonéral
mikrodamarlarin yakminda kondansasyonlar gosterir. Sinir fasikiilleri i¢inde,
ultrastriiktiirel ¢alismalar, elektron mikroskobu ile bile, belirli bir tanimlanabilir
profile sahip olmayan, ince taneli heterojen bir materyalden ibaret oldugunu
goOsterir. Bununla birlikte perindryuma hemen bitigik, birkag morfolojik desen,
degisken kalinlik alani da dahil olmak iizere ayirt edilebilir. Sinir lifleri kiigiik
gevsek demetler halinde gruplanma egilimindedir. Perinéryum ile sirlanan kesit
alani, enine endonoral alan olarak adlandirilir. Bunun distal insan sural sinirinde
0,6 ila 1,2 mm? arasinda degistigi tahmin edilmektedir. Toplamin yogun kollajen
fibrilleri tarafindan alinan alan 0.3 mm?2 ‘dir. Miyelinli ve miyelinsiz sinir lifleri
tarafindan doldurulan kalan endonéryum, 0.2 ila 0.4 mm?2 'dir.

Her sinir fibrili, ranvier diiglimlerinin dis hattini izleyen ve her ikisi de schwann
hiicre nodunu, paranodal aparati ve ayni zamanda araya giren hiicre dis1 alani
kaplayan siirekli bir bazal lamina ile kaplidir. Bunun biraz diginda, daha biiyiik
miyelinli sinir liflerini gevreleyen, tipik olarak dairesel ve egik bir yonelimi
gosteren, ince bir kollajen fibril band: bulunur. i¢ ve dis endondral kiliflar
arasinda, kollajen fibrillerinin sinir lif eksenine paralel, daha az yogun olarak
paketlendigi ve yonlendirildigi kii¢lik miyelinli ve miyelinsiz sinir lifleri arasinda
belirgin bir ayrim yoktur. Endondryumda; fibroblastlar, schwann hiicreleri,

makrofajlarin ve lenfositlerin sitolojik ve histokimyasal 6zelliklerine sahip bazi



hiicreler, normal memeli sinirlerinde siklikla perivaskiiler veya subperinoryal

dagilimda gorilir [18].

2.1.3.Periferik Sinir Fizyolojisi
Noronlar salgt yapan hiicrelerdir; diger salgi yapan hiicrelerden farkl olarak

salg1 yapan ksim hiicre gévdesinden uzakta aksonun sonundadir. Protein sentezi
icin gerekli organel genellikle hicre govdesindedir. Proteinler ve polipeptidler
aksonal sonlanmaya aksoplazik akimla tasinir. Béylece hlicre govdesi, aksonun
islevsel biitiinliigiinii saglar. Akson kesilirse distalde dejenerasyon olusur.

Ortograd tasimm aksonun uzunlugu boyunca uzanan mikrotibullerde
gerceklesir, dinein ve kinezin olmak (zere iki molekiiler motora gereksinim
goOsterir. Ortograd tasinim hiicre govdesinden akson sonlanmalarina dogru
hareket eder. Bu tasinimin hizli ve yavas bilesenleri vardir; hizli akson tasinim,
400 mm/gln hizinda ve yavas akson tasinimi 0,5-10 mm/gun hizinda gergeklesir.
Retrograd tasinim mikrotibuller boyunca 200 mm/gin hizinda, sinir
sonlanmasindan hiicre gévdesine dogru ters yonde olusur. Sinaptik vezikiller
hiicre zarinda tekrar tekrar kullanilir; fakat bazi kullanilmis vezikiller hiicre
govdesine geri tasinir ve lizozomlara girer. Aralarinda sinir blylme faktori
(NGF) ve cesitli viruslerin de bulundugu bazi maddeler sonlanma bdlgesinden
endositozla alinarak hiicre gévdesine geri tasinir. Bazi dendritlerde bu kurallarin
onemli istisnalar1 bulunmaktadir. Bu dendritlerde hiicre gévdesinden tasinan tek
sarmalli mRNA'lar uygun ribozomlarla temas kurar ve bdylece ortaya ¢ikan
protein sentezi lokal protein alanlar1 meydana getirir.

Sinir  htcreleri elekriksel, kimyasal ve mekanik uyarilara yanit verir.
Noronlarda istirahat zar potansiyeli - 70 mV'dur ve bu deger K+ icin denge
potansiyeline yakindir. Istirahat sirasinda Na + kanala gore ¢ok fazla sayida K+

kanal1 bulundugu i¢in zarin K+ 'a gecirgenligi daha fazladir. Aksiyon potansiyeli
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sirasinda Na+ sinir hicresine girer ve K+ hiicreyi terk eder. Ancak bu harekette
yer alan iyonlarin sayisi toplam sayi ile karsilastirildiginda cok azdwr. Zar
potansiyelini + 30 mV'tan ( aksiyon potansiyelinin zirvesi) -70 mV' a getirmek
icin K+ iyonlarinin yalnizca 100.000' de birinin zar1 gectigi hesaplanmistir. Iyon
konsantrasyonlarindaki belirgin degisiklikler ancak uzun sureli, yineleyen
uyarilardan sonra 6lgtlebilmektedir.

Istirahat sirasinda sinir hiicresi zar1 pozitif yikler zarin dis kismu ve negatif
yikler i¢ kismi boyunca siralanmis sekilde kutuplanmistir. Aksiyon potansiyeli
sirasinda bu kutuplanma ortadan kalkar ve kisa bir sure icin tam tersine doner.
Aksiyon potansiyelinin oniinde ve arkasinda yer alan zar alanlarindaki pozitif
yukler, aksiyon potansiyeli tarafindan olusturulan negatif yuk bdlgesine dogru
akar. Bu akim, pozitif yikleri uzaklastirarak aksiyon potansiyelinin 6nundeki
zarin kutuplanmasini azaltir. Bu tr elektrotonik depolarizasyonlar lokal bir yanit
baslatir ve atesleme dizeyine erisildiginde ilerleyen bir yanit olusturarak
oniindeki zar1 daha sonra elektrotonik olarak depolarize eder.

Voltaj-kapili Na+ kanallari, miyelinli néronlarin baslangi¢ bélimiinde ve
ranvier bogumlarinda ¢ok yogundur. Miyelinli memeli ndronlarinda zarin
mikrometre karesinde bulunan Na+ kanallarinin sayisi hiicre gévdesinde 50-75,
baslangic boliminde 350-500, miyelinin yizeyinde 25'den az, ranvier
bogumlarinda 2000-12000 ve akson sonlanmalarinda 20-75'dir. Miyelinsiz
néronlarda aksonlar boyunca bu say: yaklasik 110" dur. Bir¢cok miyelinli néronda
Na+ kanallarinin hemen yakininda repolarizasyonda gorev alan K+ kanallar:
bulunur. Miyelinli aksonlarda ileti, yukarida tarif edildigi Gzere dongusel akima
benzer bir paterne dayanir. Bununla birlikte miyelin etkin bir yalitkandir ve
buradan gecen akim ihmal edilebilir oranda azdir. Bunun yerine miyelinli
aksonlarda depolarizasyon, aksiyon potansiyelinin 6niindeki bogumu atesleme

seviyesine ulasincaya kadar elektrotonik olarak depolarize eden (aktif bogumdaki)
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akim  cukuru tarafindan bir ranvier bogumundan digerine tasini.
Depolarizasyonun bogumdan boguma bu sigramasina sigrayici (saltatorik) ileti
denir. Miyelinli aksonlarin, en hizli miyelinsiz liflerden 50 kat daha hizli iletim

yapmasina imkan veren hizl bir stregtir [19] .

2.2.Periferik Sinir Hasarlari

Seddon’un ve Sunderland’in 1947°de ve 1951°de tanimladiklar1 smiflandirma
sistemleri, sinir hasar1 yonetimine rehberlik etmeye ve rekonstriktif stratejiler
icin cerrahlar1 yonlendirmeye devam ediyor. Seddon orijinal siniflandirmasinda,
(néropraksi,aksonotmezis,nérotmezis) aksonotmezisi tam (Sunderland II) veya
eksik iyilesme (Sunderland III) olarak tanimladi. Ayrica Seddon, nérotmetik bir
hasarin siireklilik icinde olabilecegini (Sunderland 1V) veya tam bir gecis
olabilecegini (Sunderland V) de belirtmistir.

Noropraksi (birinci derece) yaralanmasi, segmental demiyelinizasyona sahip
olan, ancak aksonal veya bag dokuda kesintiye neden olmayan iskemik bir hasari
temsil eder. Lokalize bir iletim blogu goriiliir, ancak aksonlar yaralanmadigi i¢in
rejenerasyon gerekli degildir ve 12 haftaya kadar remiyelinizasyon ve iyilesme
beklenir. Turnike palsiler tipik olarak akut iletim bloklaridir ve 12 hafta i¢inde
lyilesir.

Bir aksonotmetik (ikinci derece) yaralanma, saglam bag doku kiliflar1 ile
karakterize aksonal bozulmadir. Distaldeki akson segmenti wallerian
dejenerasyona ugrarken, proksimaldeki sinir lifleri ayda ~ 1 ing (2.5 cm) oraninda
yenilenir. Tanim olarak, bag dokusu tabakalar1 zarar gérmez. Rejenerasyonun

ilerleyisi tinel testi ile takip edebilir.
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Sekil 4:Periferik Sinir Yaralanma Tipleri [16]

Uclincii  derece yaralanmalar endondryumdaki bazi yarali aksonlarin
rejenerasyonunu onleyen fibrozisle karakterizedir (Sekil 4). Bu, eksik veya
eslesmeyen u¢ organ innervasyonuna yol acar ve yaralanma, bir sikisma alanina
lokalize olursa cerrahi dekompresyon ihtiyact olur. Hasar derecesi greftle onarim
yapilmis sinirden daha iyi olmakla beraber agr1 ve nedenselligi kontrol etmek igin
dordiincii derece hasar gibi yaklasilabilir. Distal kaslar1 koruma adma end to side

slipersaj sinir transferi yapilabilir.
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Dordiincii derece yaralanmalar spontan iyilesme potansiyeli olmayan siirekli
bir néroma potansiyeline sahiptir, ¢iinkii rejeneratif aksonlarin tiim popiilasyonu
skar ile bloke edilir. Sinir grefti onarimi ile ndroma eksizyonu endikedir.

Norotmezis (besinci derece) yaralanmalar sinir lifi , hem aksonlar1 hem de
tiim bag dokusu elementlerinin boliinmiis oldugu durumdur. Cerrahi endikedir.

Mackinnon, normal fasikiillerin karisik goriintiisiinii, ayn1 seviyede bozulma,
iki veya daha fazla hasar paternini gosteren sinir yaralanmalarini tanimlamak igin,
altinc1 derece hasarini tammlamustir. I¢ topografinin, ana bilesenlerin ayri
fasikiiller halinde ayrildigi durumlarda, ayrintili bir klinik muayene, tek bir sinirin
ayrt boliimlerinin islevini ortaya koyabilir. Cesitli sinir fasikiillerini yaralanma
derecelerine gore farkli sekilde tedavi etmeyi gerektirir. Bu karmasik rekonstriiktif
yaklagim, normal olan veya iyilesme potansiyeline sahip fasikiilleri korumak ve

kaybetmemek i¢in en yiiksek yargilama ve teknik beceri diizeyini gerektirir [20].

2.3.Sinir Dejenerasyonu ve rejenerasyonu

Buyik miyelinli periferik aksonlar yaralanma veya hastaliga ii¢ sekilde yanit
verebilir; segmental demiyelinizasyon, wallerian dejenerasyon ve aksonal
dejenerasyon. Segmental demiyelinizasyon ve wallerian dejenerasyon, travmatik
sinir hasar1 ile ilgilidir. Aksonal dejenerasyon ise daha karakteristik olarak
diabetes mellitus ve bobrek yetmezligi gibi metabolik ve toksik sinir

bozukluklarida goriiliir.

Segmental demyelinizasyon
Segmental demiyelinizasyon, fokal bir sinir segmentinde nispeten hafif bir
basi veya ¢ekis kuvvetine maruz kaldiginda ortaya g¢ikar. Yaralanma yerinin

distali ve proksimale uzanan sinir segmentleri normaldir. Bununla birlikte, yarali
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boliim boyunca iletim bozulur, ancak miyelin kilifinin distorsiyonu, bir veya
birka¢ internodun dejenerasyonuna neden olur. Boylece kilifin bir elektrik
izalatorii olarak hareket etme kabiliyeti azalir. Myelin kilif hafif hasar gordrse,
lokal sonug; sinir segmenti boyunca iletim hizinin yavaslamasidir. Bir sinir
fasikiilii igindeki aksonlarmn fokal demiyelinizasyonu, bazi lifleri etkileyebilir ve
etkilenen sinir segmenti boyunca asenkronize iletim ile sonuclanir. Bu durumda,
impulslar, milisaniye cinsinden bir gecikmeden sonra hedeflerine ulasir, ancak
yavaslama, parestezi ile sonuglanan, yiksek senkronize; derin tendon refleksleri,

titresim hissi gibi sinir fonksiyonlarm etkileyebilir.

Wallerian dejenerasyon

Periferik sinir hasarinda, akson, hiicre govdesi, hiicresel baglantilar ve
cevresindeki bag dokular1 igeren karmasik bir siirec baglar. Wallerian
dejenerasyonu; grade Il den grade V e kadar olan yaralanmalarda, distal sinir

segmentlerini ve yaralanma zonu proksimalini kapsar .

Distal segment

Sinir yaralanmasindan sonra, en erken degisiklikler zon distalinde kalan akson
bolgesinde meydana gelir, retrograd ve anterograd sinyal akisi kesintiye ugrar
[21]. Aksonal plazma zarindaki bozulma ile kalsiyum ve sodyum gibi
ekstraseliiler iyonlarm hizli akis1 olur, bu da programlanmis hiicre Olimii
(apoptoz) zincirini aktive eder. Aksonal yaralanma ayni zamanda sitokin aracili
sinyal kaskadini baglatir ve komsu olmayan hiicrelerde degisiklik yapar Ki; bu da
I6kositlerin  kemotaksisini, norotrofinlerin, kemokinlerin, hiicre dis1 matriks

molekdllerinin, proteolitik enzimlerin ve interlokinlerin sentezini tetikler [22].
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Tiim aksonal wallerian dejenerasyon siireci yaklasik 1 hafta siirmektedir. 3.
giinde Schwann hiicreleri, ranvier diigiimiinlerine yonelir ve aktive makrofajlar
miyelini sindirmeye baglar. NOronal dejenerasyon sireci, proksimal gidikte,

ndronal rejenerasyona gecene kadar hizla devam eder (Sekil 5).

Nissel
substance

Axon

Schwann
cell

Chromatolysis

Muséle
fibers

Macrophage
infiltration

Transection
of axon

Walleria@
degeneration :
Muscle

degeneration

Sekil 5:Akson kesisi sonrasi meydana gelen degisiklikler [16]
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Proksimal segment

Yaralanmanin ciddiyetine bagl olarak, yaralanma bdlgesinden ilk ranvier
nodunun  proksimaline kadar sinirli bir akson bozulmasi olur. Proksimal
yaralanmalarin ¢ogu, hlcre govdesinin kendisinde apoptosise yol acabilse de,
aksonal hasarin daha yaygin bir sonucu, hlcre gdvdesinin kromatolizise
ugramasidir. Bu da kaba endoplazmik retikulumun parcalanmasi ve
dispersiyonunu, hiicre ¢ekirdeginin eksantrik yer degistirmesini ve akson
bakimindan protein sentezi icin gerekli gen ekspresyon modelini degistiren

transkripsiyon faktorlerinin niikleer ekspresyonunun artisi demektir [23].

Sinir rejenerasyonu

Fokal demiyelinizasyon sonrasi schwan hiicrelerinin tiretmis oldugu myelin yap1
daha incedir. Bir kasi1 inerve eden aksonlarmn sadece bir kismi hasar gordiigiinde,
bozulmamis motor aksonlar, denerve kas lifini yeniden inerve edecek kollateraller
iiretir. Kollateral dallar yaralanma sonrasi 4. giin ranvier dii§iimlerinden baglar.
Kollateral filizlenme nedeniyle klinik iyilesme, yaralanma sonrasi 3 ila 6 ay kadar
siirer. Hayatta kalan motor aksonun hemen filizlenme siirecine basladigi kismi
veya hafif sinir yaralanmasmin aksine, siddetli veya tam hasarda noronal
rejenerasyon, sadece wallerian dejenerasyonu tamamlandiktan sonra proksimal
glidiikten baglar. Bu filizler daha sonra, yeni aksonlarin biiyimesi i¢in bir yol
saglayan miyelinli aksonlarin ( biingner bandlar1) bazal lamina tiiplerinin etrafina

hizali kordlar olusturur [4].
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Sekil 6:Aksonal rejenerasyon [16]

Biiylime konisi adi1 verilen akson filizinin ucu, filopodia ve lamellipodia denilen,
norotrofik reseptorlerce zengin ¢ikintilar yoluyla hareket eder (Sekil 6). Proksimal
lezyonlarda, buyime 2 ila 3 mm/giin kadar hizli olabilirken, distal lezyonlarda ise
1 mm/giin kadardir [24].

Schwann hiicresinin proliferasyonu, sinir buyime faktori (NGF) [25] ve
fibroblast blyiime faktori [26], beyin derive norotrofik faktér (BDNF), glial
hicre derive norotrofik faktér (GDNF), insulin-benzeri buyume faktorleri-1/2
[IGF1, IGF2], transforming growth factor-beta 1 (TGF-bl), fibroblast biyime
faktori (FGF), leukaemia inhibitor faktor (LIF), vaskiler endotelyal blyiime
faktor  (VEGF) gibi ve sonic hedgehog/shh, interleukin-1 [IL-1], IL-6,
pleiotrophin, glial blytme faktéri-noérogrelin gibi ndrotrofinlerin sentezlenmesine
neden olur [27-29]. N-CAM, miyelin iligkili glikoprotein ve tiimorle iligkili
glikoprotein (TAG)-1 gibi bir dizi hiicre adezyon molekuli [30], laminin ve
fibronektin gibi ndrit biiylimesi tesvik edici faktorler distal sinir segmentindeki

rejeneratif aksonlarin gelismesinde 6nemli rol oynamaktadirlar [31].
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2.4.Periferik Sinir Onarimi

Sinir transeksiyonu siiphesi var ise hastanin durumunun stabil olmasi diginda
eksplorasyon ve onarmm agisindan beklemeye gerek yoktur. ilk iki giin igerisinde
yapilan eksplorasyon ve onarim primer, iki ile yedi giin arasinda gecikmis primer
onarimdir. Bir hafta sonrasi onarim, sekonder onarim olarak kabul edilir. Gene de
yaralanmadan 2-3 hafta sonra bile sinir, greft gerekmeden koaptlanabilir.
Bununla birlikte yaralanma sonrasi siire ne kadar uzarsa primer nororafi imkani o

kadar azalmaktadir [32].

Gerilim ve sinir onarim

Sinir onarmminda asmr1 gerilimin, koaptasyon bolgesindeki skarlagmay1
arttirdig1 ve rejenerasyonu bozdugu bilinmektedir. Zedelenmemis bir sinirde
mikrovaskiiler akimin % 15 azalmasi relaksasyondan bir saat sonrasinda bile ileti
hizinda % 34 azalmaya sebep olur [33]. Diger taraftan hafif gerginligin,
norotropik blyime faktorlerini uyararak onarmm i¢in yararli olduguna

inanilmaktadir. Sinirin iki ucu makul bir sekilde yaklastirilir gerekirse trimlenir

(Sekil 7).
==
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Sekil 7:Fasikuler herniasyon ve trimleme [34]
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Sinirin gerilmesi mikro dolasimi azaltir ve asir1 gerginlik onarimin
bozulmasma neden olur. Ek olarak, kolun adduksiyonda konumlandirilmasi veya
el bilegi ve parmaklarin fleksiyona getirilmesi gibi piif noktalar, hasarin
konumuna bagli olarak onarimdaki gerilimi 6nemli 6l¢iide azaltacaktir ve mevcut
sinirin toplam uzunlugunu artiracaktir. Ancak, primer onarimi zorlamamak igin
postiiral manipiilasyondan kaginmak gerekir. Onarimimn yakinindaki eklem c¢ok
erken hareket ettiginde dehisans meydana gelebilir fakat uzun siireli hareketsiz

kalmadan dolay1 da 6nemli bir kontraktiir olusabilir [35].

Epinoral ve fasikiiler onarim

Giddins, 9-0 naylonun en blyuk distraktif kuvvetlere dayanmasini , siitlrdn
akut onarmminin kuvvetini, medyan sinirin kuvvetiyle karsilastiran bir kadavra
calismas1 yapmustir. Daha diistik bir gerilimde 10-0 kopmus ve 8-0 dikisler sinir
dokusundan ¢ekilmistir [36].

Sinir ve epinéryum kalinligina baglh olarak siitiir tercihi degismektedir. Sinir
kesilerinin primer onariminda epindral ve fasikiiler onarimlar tercih edilmektedir.
Bu asamada vasa nervorumlar kilavuz olarak kullanilabilir. Biiyiik periferik
sinirler i¢in fasikiiler onarmm sinir ug¢larinin hizalanmasimi artimak amacl tercih
edilebilir, ancak fasikiiller 6rtiismedigi siirece iki teknik arasinda sinir iyilesmesi

acisindan anlaml bir fark yoktur [37].
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Sekil 8 :a)Sinirde tam kesi b)Epinéral onarim c)Perinoral onarim [34]

Perindral onarimin dezavantaji, genis diseksiyon ve kalic1 intrandral dikislerin
fibrozis artisina yol acabilmesidir [38]. Travma, 6dem ve skarlasma topografik
anatomiyi bozacagindan lifleri hizalamak genellikle zordur, bu sebepten epinéral

onarmm ¢ogu kez tercih edilmektedir (Sekil 8).

Aksonal buyimeyi etkileyen faktorler

Norotrofinler, iki tip hiicre yiizeyi reseptoriine, Trk tirozin kinazlarina ve p75
ndrotropin reseptoriine (p75NTR) baglanarak noronlarin hayatta kalmasini,
farklilagmasini, biiylimesini ve apoptozunu diizenler. Norotrofin reseptorlerinin
fonksiyonlari, gelismekte olan sinir sisteminin sekillendirilmesinden hasarlanmig

noronlarm hayatta kalmasmna ve rejenerasyonuna kadar belirgin bir sekilde
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degismektedir. Trk reseptorleri, gelismis sagkalim ve biiyiime gibi pozitif
sinyalleri, p75NTR ise hem pozitif hem negatif sinyalleri iletir. iki nérotrofin
reseptoril tarafindan tiretilen sinyaller, ya birbirini giiclendirir ya da zayiflatir. Trk
ve p75NTR, her biri digerinin eylemlerini bastirmak ya da gelistirmek i¢in hareket

eden paradoksal bir iliski igindedir.

RAPY
SHP2

o neurite
outgrowth

Sekil 9 : Trk sinyal yollari,norotrofin transfosforilasyonu,sinyal proteinlerinin
baglanmasi[39]

Trk aracili sagkalim siklikla, ndronlarin hayatta kalmasina aracilik ettigi
gosterilen ilk norotrofin ile aktive edilmis sinyalleme proteini, kiigiik GTP
baglayic1 protein Ras iizerinden saglanir [40]. Norotrofin bagimli sagkalimin
%40-60"indan sorumlu olan Ras, dogrudan hareket etmez. Daha ziyade, nérotrofin
ile baglatilan sinyalleri ¢oklu sinyalleme yollarina c¢evirerek veya yonlendirerek
caligir (Sekil 9 ). Bu sinyal yollarindan ikisi, PI-3K / Akt ve MEK / MAPK ,

ndrotrofin ve Ras ile aktive edilmis sagkalmanin baslica etkileyicileridir.
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PI-3K/AKT

PI-3K, ilk olarak, sinir biiyiime faktorii (NGF) bagimli PC12 hiicrelerinde
Cooper ve arkadaslarimin norotrofin aracili sagkalim cevaplarinm bir regulatori
olarak tanimlanmustir [41]. Daha sonra serebellar, sempatik, duyusal, kortikal ve
motor noronlarda PI-3 kinaz aktivitesinin norotrofin regiile hiicre sagkalimimin
%80'inden sorumlu, ndronlar i¢in baslica hayatta kalmayi destekleyen protein
oldugu gosterilmistir. Ras'n dogrudan PI-3K ile etkilestigi ve Ras'in baskilanmig
NGF aracili PI-3K aktivitesinin inhibisyonu bilinmektedir. PI1-3K'yi aktive etmek
icin secici olan fakat MEK / MAPK veya RalGDS (Rasrelated guanine nukleotit
disosiasyon stimilatoru)'yi aktive etmek igin secici olmayan Ras efektor
mutantlari, sag kalimi indiiklerken, Ras-aracili sag kalim PI-3K inhibit0ri
LY?294002 tarafindan bloke edilmistir [42, 43] . Ras, Trk'm PI-3K'y1 aktive
etmesinin tek yolu degildir. Trk sisteminde PI-3K aktivasyonu muhtemelen, PI-
3K'y1 baglayan ve uyaran ve asmr1 eksprese edildiginde NGF'den bagimsiz
sagkalimi gii¢lii bir sekilde uyarmis olan bir adaptor protein olan Ras ve Gab-1'in
kombine hareketlerinden kaynaklanir [44, 45] . Ras gibi PI-3K, bircok sinyalleme
proteininin aktivitesini uyarir. Bunlar arasinda NGF ile indiiklenen PI-3K
aktivitesinin bir hedefi olan serin / treonin kinaz Akt (veya protein kinaz B) yer
alir [46, 47] . Akt sadece biiylime faktorii ile diizenlenmis hiicre sagkalimina
aracilik etmekle kalmaz, ayn1 zamanda depolarizasyon ile tesvik edilen ndronal
sagkalimi da etkiler. Serebellar noronlarda Akt, L-tipi kalsiyum kanallar
araciligiyla Ca2 + girisini uyarmak sureti ile hayatta kalmay1 saglamis, sempatik
noronlarda ise L-tipi kanallarin ve Ras / PI-3K'nin akig yOniinde hareketini

desteklemistir [48, 49] .
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MEK/MAPK

Ras-MEK/MAPK yolu, sinaptik plastisite, uzun sureli potansiyelizasyon ve
hayatta kalma da dahil olmak Uzere noronlarda bircok role sahiptir. Bununla
birlikte, bu yolun ndronal sagkalim icin katkisimin kaniti, celiskilidir. NGF
sempatik noronlarda ve PC12 hicrelerinde gucli ve sirekli bir MAPK
aktivasyonu indiiklerken, ¢ogu c¢alisma MEK inhibisyonunun NGF'ye bagli
noronal sagkalim {izerinde minimal etkilere sahip oldugunu bildirmistir [43, 50,
51]. Bu nedenle, MEK / MAPK'In selektif aktivasyonu noronal sagkalimi
destekleyebilmesine ragmen, MEK inhibitdrlerinin (hayatta kalan hiicre sayisinda
<% 20 azalma) dramatik etkilerinin olmamasi ayni hiicre tiplerinde MEK
aktivitesinin yeterli oldugunu, ancak cogu zaman norotrofin aracili sagkalimda
gerekli olmadigini1 gostermektedir. Bununla birlikte BDNF aracili sagkalimda,
MEK inhibe edildiginde, MEK-MAPK'nin nérotrofin aracili serebellar néron
sagkalimmda sadece % 20-30 oraninda azalma olmustur. MEK aktivitesinin bu
faktorler tarafindan desteklenerek hayatta kalma i¢in gerekli oldugunu
gostermektedir [52] . MEK'in sagkalim yollarindaki ana rolii , néronlari, trofik
faktorlerin geri cekilmesinden ziyade, yaralanma veya toksisiteden korumak
olabilir. Kortikal noronlar, yapisal olarak aktif MEK ile korunurken, MEK
inhibisyonu BDNF'yi engellenmis, campothecin aracili apoptozdan kaynaklanan
noroproteksiyon azalmustir [53] .

Akt, apoptotik proteinlerin aktivitesini inhibe ederek noronal yasayabilirligi
artirr. Farkli sekilde , MEK / MAPK, Bcl-2 ve transkripsiyon faktéri CREB
(cAMP yanit elementi baglayici protein) de dahil olmak {izere anti-apoptotik
proteinlerin  aktivitesini  veya  ekspresyonunu  uyararak  etki  eder.
NGF'nin, sempatik néronlarda Bcl-2 seviyelerini giiclii bir sekilde arttirdigi, diger

noronlar1 da apoptotik hiicre dliimlerinden korudugu rapor edilmistir [54, 55] .
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PC12 hucrelerinde MEK / MAPK aktivitesinin inhibisyonu, NGF'nin Bcl-2
seviyelerini artirma yetenegini tamamen bloke etmistir, bu da Bcl-2'nin MEK /

MAPK yolunun transkripsiyonel hedefi oldugunu diisiindiirmektedir [56] .

pP75NTR

P75NTR ilk izole edilmis nérotrofin reseptorii ve p75SNTR / Fas / TNFR1
(tumor nekroz faktori reseptort 1) ailesinin ilk bildirilen Gyesidir. Trk ile
dogrudan etkilesim kurabilmesi ve bunun sinyal kapasitesinin Trk reseptorlerinin

aktivasyonu ile modifiye edilmesi karmasik bir iliski olusturmaktadir [57] .

Yaralanma sonrasi intraseliler p75NTR domain ekspresyonuna bagl
transgenik farelerde fasyal motor ndron Oliimiine neden olmasi p75NTR'nin
apoptoza neden olabilecegini diisiindiirmiistiir [58] . Endojen p75NTR'nin,
yaralanmig yenidogan yliz motor ndronlarinin dliimiinde rol oynadig1 ve yetiskin
hayvanlarda nobet gecirdikten sonra, Olen ndronlarda, noéronal apoptoza

p75NTR'nin indiiklenmesi eslik etmistir [59, 60] .

Ekzojen BDNF, kainik asit tedavisini takiben CA3 piramidal ndronlarinin
olimiinii siddetlendirmistir [61] . Bu baglamda hem endojen hem de ekzojen
norotrofinlerin, hasarli sinir sisteminde apoptoza neden olmak icin p75NTR
yoluyla hareket edebilecegi diisiiniilebilir. Ayrica p75NTR'nin gelisimsel hiicre

olimii sirasinda hizli ve uygun apoptoz igin gerekli oldugunu gosterilmistir [62].
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Sekil 10 :NGF'nin ¢ekilmesiyle aktiflenen hiicre 6liim yollari1[39]

p75NTR aktivasyonu ile aktive olan ve NGF'nin geri ¢ekilmesini takiben JNK
(Jun amino-terminal kinaz) -p53-Bax't igeren yolakta, p53 bir anahtar Olum
sensorl gibi gorinmektedir, bu proteinin seviyeleri néronlarin in vivo ve kiiltiirde
apoptoz seviyesini belirlemektedir (Sekil 10) [54]. p75NTR aracili apoptozu
inhibe eden sempatik noronlardaki TrkA aktivasyonu, Ras ve belki de PI-3K /
Akt yoluyla bu JINK-p53 6liim yolunu, oligodendrositlerde ise TrkA aktivasyonu,
p7SNTR araciigindaki apoptozun baskilanmasiyla es zamanli JNK
aktivasyonunu, secici olarak susturur. p75NTR, ayni zamanda blyume
dizenleyici protein Rho'nun tarif edilen bir modulasyonu yoluyla aksonal
biyumeyi de dizenler. Yamashita ve dig. [63] 293 hicrede, p75NTR'nin
transfeksiyonunun, Rho'nun giiclii bir aktivasyonuna yol agtigimni ve p75NTR'ye
baglanan norotrofin'in, bu p75NTR'ye bagli Rho aktivasyonunu biiyiik ol¢iide

baskiladigini géstermistir.
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Sekil 11: p75NTR sinyal yolagi[39]

Rho aktivasyonunun néronal bilyimeyi inhibe ettigi gosterildiginden [64],
p75NTR; yerel mikrogevrede bulunan liganda baglh ve bagh olmayan oranlariyla
alakali olarak, aksonal biiyiimeyi pozitif veya negatif olarak diizenleyebilmektedir

(Sekil 11).

2.5.Bombesin
Bombesin, Avrupa kurbagalar1 Bombina bombina ve Bombina variegata'nin

derilerinden dretilen metanolik ekstraktlarda bulunan 14 amino asitli bir
tetradekapeptiddir [7] . Bu aileye ait olan amfibi peptitler su anda ii¢ alt aileye
ayrilmaktadir; bombesin ve alitesin igeren bombesin grubu; ranatensin, litorin ve
rohdei litorini igeren ranatensin grubu; ve Leu (8) - ve Phe (8) -fillolitorinleri
iceren phyllolitorin grubudur [8] . Sonraki ¢aligmalar, memelilerin ve kuslarin,

amfibi cilt bombesinlerine c¢ok benzeyen peptitlere sahip oldugunu ortaya
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cikarmustir. Bu molekullere, 'gastrin-releasing peptid' GRP ad1 verilmistir [65]. Bu
molekdller, 10 adet karboksil terminalinden, tek bir pozisyonda (20) kaydedilen
farklilik disinda bombesin ile 6zdes oldugu 27 amino asit kalintisi igerir.
Terminolojide karigiklik olmamasi igin  C-terminal amino asit dizisi
benzerliklerine sahip olan tim peptitler icin 'bombesin benzeri peptidler ' terimi

kullanilmaktadir (Sekil 12).

Isim Amino asit Dizilimi MA(D)
Bombesinler

Bombesin PEQRLGNQWAVGHLM-NH, 1618
[pGlul] bombesin (6-14) pEQWAVGHLM-NH, 1053
[Phe13] bombesin pPEQRLGNQWAVGHFM-NH, 1621
Alytesin pEGRLGTQWAVGHLM-NH» 1536
Ranatensinler

Litorin PEQWAVGHFM-NH, 1084
[Glu(OMe),] litorin pEE(OMe)WAVGHFM-NH, 1098
PG litorin pEGGGPGinWAVGHFM-NH, 1352
Rohdei litorin pELWATGHFM-NH, 1034
Ranatensin pEVPQWAVGHFM-NH, 1280
Phyllolitorinler

Phyllolitorin pELWAVGSFM-NH; 1019
[Leu8] phyllolitorin pELWAVGSLM-NH, 985
[ThrS, Leus8] phyllolitorin pELWATGSLM-NH, 987

Sekil 12:Bombesin benzeri peptidler MA:molekiil agirhgi D:Dalton

Kdpek GRP-27 si domuz GRP-27 sinden 4 aa farklilik gostermektedir. Daha
onceleri neuromedin C adi1 verilen peptidin aslinda domuz spinal kordundan izole
edilen GRP-10 oldugu ; Ranatensin ve Neuromedin B nin de yapisal olarak
bombesinle iliskili oldugu anlagilmistir. Ranatensin 11 aa iceren bir peptiddir.

7 karboksil terminali bombesinle aynidir. Sondan bir 6nceki aa bombesinde ve
GRP 'de I6sin iken ranatensinde fenilalanindir. Ranatensinin  memelilerdeki

muadili olan 32 aa igeren neuromedin B'nin, 5. aa hari¢ yedi karboksil terminali
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aynidir. 5. aa ranatensinde valin, neuromedin B' de treonindir. Neuromedin B
GRP-10 dan 3 aa farklilik gostermektedir [66] .

GRP ve bombesin benzeri peptidler memeli beyninde ve omurilikte,
gastrointestinal sistemde tanimlanmistir. Immiinositokimyasal lokalizasyon
calismalari, bu peptitlerin merkezi ve periferik sinir sistemlerde ndronlarla sinirlt
oldugunu gostermistir. Tek memeli istisnasi, brons epitelinde bombesin iceren

endokrin benzeri hiicrelerin goriildiigi fetal akcigerdir [67].

Sicanlarda viicut sicakliginin disiiriilmesi sonrasi, beyin igine yapilan
bombesinin, endojen bir beyin GRP'sinin artsma yol agtig1 goriilmiis, GRP 'nin
memeli termoregllasyonunda rol oynadigi distiniilmistir. Hiperglisemi,
steriotipik hareketler ve kasima gibi davranigsal etkilere, hipotalamik ve hipofiz
hormonu salgilanmasina, tokluk indlksiyonuna gibi merkezi; gastrin
salgilanmasmin uyarilmasi ve  gastrik asit sekresyonunun inhibisyonu gibi
periferal etkilere neden olmustur. Bu aktivite, insulin, glukagon, pankreatik
polipeptid, somatostatin ve muhtemelen kolesistokinin dahil olmak zere bircok
baska gastrointestinal hormonun salindig1 gosterildiginden, bombesin i¢in genel
bir 6zelligi temsil edebilir [68]. Bombesin ayrica memelilerde ekzokrin
pankreastan sindirim enzimlerinin salgilanmasini dogrudan uyarwr. Bombesin
tedavisinden sonra mide-bagirsak hareketliligi tizerine ¢esitli etkiler bildirilmistir.

Bombesin diger etkilerinden biri, hiicre ve doku blyumesini uyarmasidir.
Bombesin-benzeri peptitlerin, bronsiyal epitelyal hiicrelerin, insan kiigik hiicreli
akciger karsinom hiicrelerinin klonal biiylimesini uyardigi gosterilmistir [69].
Ayrica, bombesine kars1 yonlendirilen bir monoklonal antikorun, SCLC'nin klonal
biiylimesini inhibe ettigi ve ¢iplak farelerde tiimor regresyonuna neden oldugu da
gosterilmistir [70]. Ayrica gastrointestinal kanalin ve ekzokrin pankreasin belirli
segmentlerinde ve dokularinda trofik etkileri bulunmaktadir [71-73] .

Ratlarda spinal duyusal ganglionlarin yaklasik % 5'i bombesin-like immin

reaktivite gostermektedir. Spinal kordda, varikdz liflerde, lissauer traktinda,
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posterior boynuz tim seviyelerinde, anterior boynuzun motor néronlar1 ve
perisantral liflerinde bombesin-like immiin reaktivite gorilmiistiir.

Swiss 3t3 fibroblast hucre kiltirine eklenen bombesinin spesifik GRP
reseptorleriyle etkileseme girerek DNA sentezini ve hiicre boliinmesini artirdigi ;
bu proliferatif cevapta, protein kinaz C, hicre igi kalsiyum ve guanin
niikleotidlerinin rol oynadig1 saptanmistir [66].

Gillioglu ve arkadaslari, trinitrobenzene siilfonik asit (TNBS) ile
olusturduklar1 deneysel kolit modelinde kolonik hasarda bombesin etkisini
incelemisler; hasarin zayifladigini ve bombesinin histopatolojik olarak mukozal
proliferasyonu belirgin derecede stimiile ettigi vurgulamiglardir. Bu trofik etki
mekanizmasmin PGE-2 analoglarmin ve arasidonik asit metabolitlerinin sorumlu
olabilecegi diisiilmektedir. Bombesin etkisiyle barsak lenfoid dokusunda T hiicre
proliferasyonu, intestinal sekresyonlarda Ig A ve NK hiicre aktivitesi artmaktadir.
Dolayli olarak bombesin, bakteriyal invazyonu &nlemekte ve enfeksiyona karsi
defans olusturmaktadir [11, 74, 75].

Bombesin reseptorleri, bazi memeli hiicresi ve membran preparatlarinda
gosterilmistir. Radyoaktif isaretli bombesin veya GRP'nin yliksek afiniteli
spesifik baglanmasi, sigan beyin zarlarinda [76], gine domuzlarnda pankreatik
asiner hucrelerinde [77], ratlarda hipofiz hiicre hattinda [78], hamsterlarda
pankreatik adacik hiicre dizilerinde [79], insan kiigiik hiicreli akciger karsinom
hiicre gizgilerinde [80], fare embriyo fibroblastlarindan elde edilen Swiss 3T3

hiicre cizgilerinde [81] ve kdpek mide gastrin hiucrelerinde gosterilmistir .

Cesitli preparatlarda baglanma afinitesi ve spesifisitesinde bazi farkliliklar
kaydedilmis olsada, yukaridaki varsayimsal bombesin reseptorlerinin tiimii,
memelilerde 6nemli biyolojik etkilere aracilik eden 6zgiin reseptdrler roliiyle
tutarh 6zellikler sergiler. Memeli beynindeki [82] ve bagirsaklarindaki [83] ,bu
reseptor baglanma bolgelerinin anatomik dagilimi, memelilerde endojen olarak

salgilanan GRP'nin fizyolojik etkilerine aracilik eden rolleriyle de tutarlidir.
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GEREC VE YONTEM

Calismada 40 adet 200-250 gr agirhginda Wistar cinsi erkek rat kullanilmistir.

Bu proje Pamukkale Universitesi hayvan deneyleri etik kurulunun 17.01.2018
tarih ve PAUHDEK-2018/01 say1l1 toplantisinda kabul edilmistir.

Biitiin sicanlar deney siiresince, PAUTF Deney Hayvanlar1 Arastirma
Laboratuarinda standart laboratuar yemi ve damitik su ile beslendi. Deney
siresince metabolik kafeslerde standart laboratuar kosullarinda (gece/glindiiz=
12/12 saat, sicaklik 2142 °C, nem orani %50) yasatildi. Sinir koaptasyonu igin
SEILER marka 107 series model mikroskop, 9/0 NYLON situr (coviden,

Norderstedt, Germany) ve ayn1 mikrocerrahi aletler kullanildi.

CALISMA GRUPLARI

Grup 1 (N=10) Cerrahi stres amagli cilt insizyonu sonrasit yumusak doku
diseksiyonu, siyatik sinir goriildiikten sonra cerrahi sahanin primer kapatildigi,

sinir kesisi yapilmayan grup (SHAM).

Grup 2 (N=10) ( kontrol grubu) Cilt insizyonu, yumusak doku diseksiyonu,
siyatik sinirin mikromakasla tam kat kesi sonrasi primer onarilan grup. (epinéral
stturasyon, primer nororafi). Cilt alt1 ve cilt siitiirasyonu sonrasi iyilesmeye

birakilan grup.

Grup 3 (N=10) Cilt insizyonu, yumusak doku diseksiyonu, siyatik sinirin
mikromakasla tam kat kesi sonras1 epindral onarim sonras1 SC 10ug/kg 8 saatde

bir 7 giin boyunca enjeksiyon yapilan grup.
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Grup 4 (N=10) Cilt insizyonu, yumusak doku diseksiyonu, siyatik sinirin
mikromakasla tam kat kesi sonrasi epindral onarilan SC 100 pg/kg 8 saatde bir 7

giin boyunca enjeksiyon yapilan grup.

CERRAHI TEKNIK
Operasyon PAUTF Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuari*nda yapildi.

Ratlarin anestezisinde intraperitoneal 90mg/kg Ketamin HCI (Ketalar) ve 10
mg/kg Ksilazin HCI (Alfazyne %2) kullanildi. Operasyon alani trag edildi ve
povidon iodine ile dezenfekte edildi. Ratlar prone pozisyonunda sabitlendi. Dort

ekstremitesi flasterle tespit edildi (Sekil 13).

Sekil 13:Ratin operasyona hazirlanmasi
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Insizyon sag alt ekstremitede kalga eklemi katlantisinm 2-3 mm distalinden oblik

olarak yapildi. Cilt alt1 ve biseps femoris kasi, femur posterior sinir1 boyunca kiint

diseksiyonla ag¢ild1 ve siyatik sinire ulasildi (Sekil 14).

Sekil 14:Diseksiyon ve eksplorasyon

Siyatik sinir ince uglu diseksiyon makasi ile yaklasik 2 cm c¢evre dokulardan
diseke edildi. Sham grubu hari¢ diger gruplar igin ince u¢lu mikromakas
yardimiyla sinir orta noktasindan tam kat kesildi (Sekil 15).

"3
\\

Sekil 15:Trifikasyondan 1 cm Ol¢iim ve tam kat kesi
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Sinir onarimlar1 SEILER marka 107 series model mikroskop altinda 9/0 NYLON
sttur (coviden, Norderstedt, Germany) kullanilarak gegilen dort adet epindral
dikis ile yapildi (Sekil 16). Biseps kasi 5/0 yuvarlak vikril, cilt 4/0 keskin prolen
siitur ile primer onarildi.. Povidon iodine ile pansuman sonrasi operasyon

sonlandirildi (Sekil 17).

Sekil 17:Kas ve cilt stittirasyonu
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Bombesin preparasyonu ve uygulama

Toz flakon seklinde olan peptid %0.1 bovin serum albumin igeren steril su ile
1ml siispansiyon olusturulup, %1'lik bovin serum alblimini igeren salinle dilue
edilerek hazirlanan 0.1 ml ¢6zelti; total voliim her enjeksiyon basma 10 pug/kg ve
100 pg/kg bombesin igeren c¢oOzeltiler hazirlanip, aliquatlanarak -20 C de
muhafaza edildi. 0.4 ml % 8 lik hidrolize jelatin eklenerek (emilim suresini

uzatmak amagli) 0.5 ml ¢ozeltiler hazirland1 (Sekil 18).

Sekil 18: %8 hidrolize jelatin ve enjektabl bombesin aliquatlar:
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Sekil 19:Subkutan enjeksiyon (ginde 3 defa,7 giin)

Insiilin enjektdrleriyle giinde 3 defa 8 saatde 1, 7 giin boyunca ayni saatlerde

(08.00, 16.00, 00.00) ense derisinden subkutan enjeksiyon yapild1 (Sekil 19).

Postoperatif donem:

Deneklerin anesteziden uyanmalar1 beklendi. Postoperatif donemde 1. gruptan ve
4.gruptan 1'er adet toplamda 2 adet rat uyanmadi, exitus kabul edilerek caligma
dis1 brrakildi. Hayvanlar postoperatif donemde standart laboratuar sartlarinda,
uzman veteriner kontroliinde, 5 serli kafeslere yerlestirilerek viicut sicakliklari
uygun ekipmanlarla korunarak izlendi, pelet yem ve su ihtiyaglar1 ad libitum
olarak karsilandi. Ameliyat sonras1 donemde giinliik takiplerde insizyon alanlarmna

epitelizasyon tamamlanana kadar povidon iyodin ile pansuman yapild.
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DEGERLENDIRME YONTEMLERI

Makroskobik Degerlendirme

3 ayin sonuna kadar sakrifiye edilmemis olan tiim gruplardaki siganlarin
makroskobik incelenmesinde, normal bacak posturi, yere ayak yada topuk
basma Ozellikleri, bacak fleksor kaslarinda atrofi gelisip gelismedigi, basi
yaralarinin olup olmadigina bakildi, ayrica insizyon hatt1 Ozelliklerine

(enfeksiyon, kronik yara vb.) dikkat edildi.

Sekil 20:Gastrocinemius kas 6rnekleri

Tim denekler anestezi altinda prone pozisyonda iken siyatik sinir
ckstirpasyonlarini takiben deney (sag) tarafi ve kontrol (sol) taraf
gastrocnemius kaslari, medial bas1 medial epikondilden lateral basi lateral
epikondilden ve distali tuber kalkanei den ayrilarak total olarak bisturi ile
kesilerek eksize edildi, hassas terazi ile tartildi (Sekil 20). Gastrocnemius

kas1 deneysel/ kontrol bacak kas agirlik oranlar1 kiyaslandr .
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Yurame analizleri

Walking Track analizi, siyatik sinir yaralanmasindan sonra fonksiyonel
iyilesmeyi 6lgmek amaciyla kullanilan bir metoddur. Medicaneli ve arkadaslari
1982 de ilk bu metodu tanimlamiglardir [84].

Calismada sicanlarin ayni dogrultuda yiirlimeleri i¢in 10 cm eninde 100 cm
uzunlukta kenarlar1 13 cm yiikseklikte karanlik alanla sonlanan yiiriime diizenegi
hazirlandi. Ayak izleri alinmadan 6nce her hayvan birkac kez diizenekte yirGtuldi
( Sekil 21) . Alistirma sonras1 A4 kagitlarin serili oldugu diizenekte hayvanlar her
iki arka ayaklar1 miirekkebe batirilarak yiiriitiildii. Idrar ve diski muamelesi

ihtimali olmayan saglikli izler 6lgiildii [85, 86] .

Sekil 21:SFI 6lciim ve analiz icin hazirlanmas yiiriime diizenegi

Klasik Siyatik Fonksiyonel indeks hesabi saglam ve islem yapilmis taraflar
arasinda yapildi. Yiiriime analizi, iyilesme seviyesinin saglikli degerlendirilmesi

agisindan 2. 4. 6. 8. 10. ve 12. haftalarda diizenli olarak yapilmustir. .
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NTS e

NPL: Normal basi
uzunlugu

EPL: Patolojik basi
uzunlugu

NTS: Normal ayakta 1. ve
5. parmak araligi

ETS: Patolojik ayakta 1. ve
5. parmak arahg!

NIT: Normal ayakta 2. ve
4. parmak arahg:

EIT: Patolojik ayakta 2. ve
4. parmak araligi

Sekil 22:SFI formulindeki degerlerin tespitinin sematize edilmesi.

Elde edilen veriler, Bain-Maccinon-Hunter Siyatik Fonksiyonel Indeks

formiiliine yerlestirildi.

SFI =-38.3xPLF+109.5x TSF +13.3x ITF-8.8
Kagit seritteki en belirgin ve uygun ayak izleri kullanilarak ayak izlerinde, topuk

ile parmak ucu arasindaki mesafe [print length (PL)], birinci ve besinci parmaklar

arasindaki mesafe [toe spread (TS)], ikinci ve dordiincii parmaklar arasindaki

mesafe [intermediate toe spread (IT)] milimetrik cetvel aracihigiyla dlcildi ve

deneysel taraf (E), kontrol taraf (N) ile belirtildi [85-90] . SFI; 0 degerinde normal

kabul edilirken, - 100 e yaklastik¢a siyatik sinir fonksiyonunda totale yakin kayip

olarak degerlendirildi, sonuglar istatistiki olarak degerlendirildi (Sekil 22,23) .

Sekil 23:Saglam(sol) ve kesi yapilan taraf(sag) ayak izleri
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Elektrofizyolojik degerlendirme

Elektrofizyolojik incelemeler sinir yaralanmalarinda, spesifik olarak igne
seklindeki elektrotun cevresindeki kas fibrillerinde depolarizasyon ve
repolarizasyon sonucu olusan aksiyon potansiyelini 6lgmek i¢in kullanilan
yontemlerdir [91, 92] . Birlesik kas aksiyon potansiyeli parametrelerinden distal
latans hiz1 yani aksiyon potansiyeli gelisinceye kadar gegen siire, sinir myelin
kilifinin devamliligi, amplitiid ise sinir lifindeki aksonlarin sayis1 ve biitlinligi
hakkinda fikir vermektedir (Sekil 24). [93-95] . Sinir liflerinin kalin ve myelinli
olmasi ve aksonlar tarafindan hizli iletilmesi amplitiid ve ileti hiz1 tizerine o kadar
etkilidir ki bu iki parametre sinirin toplam islevi yerine, en hizli ve en fazla

myelin i¢eren sinir liflerinin islevini gosterir.

P-max

Latans

+«——uyarl
(stimulus)

Sekil 24: Anestezi altinda dermal elektrotlar kullanilarak yapilan EMG ve
aksiyon potansiyeli parametreleri

Spontan EMG amplitiidiinde siyatik sinir kesisi sonrasit her 3 kastada(
gastrocnemius, soleus, tibialis anterior) hizlica diistiigti izlenir. Akson ve myelin
kilif kayb1 ve distalde Wallerian dejenerasyonla ilerleyen agir periferik sinir
hasarinda, kesi distalinde yapilan uyarimda sinir aksiyon potansiyeli 6zellikle akut

donemde elde edilmesine ragmen, kesi proksimalinden yapilan uyarimda aksiyon
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potansiyeli elde edilemez. Proje dahilinde tim ratlara 4, 8, ve 12 . h dlgcumleri
tekrarlanarak istatistiki inceleme icin distal latans ve amplitiid degerleri kayda
alindi. Sinir ileti caligmalari, daha Once bildirilmis protokollar ¢ergevesinde,
sicanlarin hangi gruba ait olduklar1 tarafindan bilinmeden ayn1 nérolog tarafindan

ve ayni cihaz ile yapild: .

1 Motor NCU

4
S .84me Amp: 2.98mU

2 .B4ms

SEGHENT
BTSTANC

R

v
OPTIONS
NEW SEGHENS: IRESUEES
DIS
NERUVE

fGidata

1 Moty NCU
gl 1 Motor NCU
N Ky aree'] 1: Motor NCU Site 1
Lat: 2.99ms Amp: 1.54mU
2: Site 2 =
: sit
2it3'%S %eme Amp: 3.22n0
3: Site 3
Lat: 1.36me Amp:

| alat: 4.28me

L oo

- DISTANCE

Sekil 25:Elektrofizyolojik degerlendirme

Ratlarin viicut sicakligi 37 derecede muhafaza edilerek ketamin ve ksilazinle
anestezi altinda Ol¢iime gidildi, kas gevsetici yapilmadi. EMG igin paslanmaz
celik subdermal igne elektrotlar ve MEDELEC Premiere plus cihaz kullanildi
(Sekil 25) . Distalde ayak bileginin hemen iizerinde ve siyatik yarikta olmak lizere
iki noktada elektriksel uyar1 verildi. Distal latans stiresinde uzama ve amplitidde

diisme, aksonal dejenerasyon ve demyelinizasyon lehine yorumlandi.
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Sakrifikasyon,doku takibi

12. hafta intraperitoneal ketamin anestezisi altinda emg sonrasi, bdlge temizligi
ve cerrahi hazirliklar1 takiben eski insizyon sahasindan girilerek sinir onarim
bolgesine ulasildi. Deneklerin onarim hattinin 1 cm proksimal ve distalini de

icerecek sekilde normal sinir segmentlerine ulagilarak sinir 6rnekleri alindi [96] .

‘ St

T

Sekil 26:Sakrifikasyon sonrasi onarim hatti ortada olacak sekilde 1 cm sinir
ornegi alinmasi

Ardindan proksimal femura yapisma yerinden asile dek wuzanan tiim
gastrocnemius kaslarida ¢ikarilarak kuru agirliklar: tartildi ayni islem diger bacaga
da uygulandi. Immunhistokimyasal incelemeler igin sinir érnekleri tamponlanmis
%10’luk noétral formaldehit igine alindi (Sekil 26). Tim si¢anlar islem sonrasi

servikal dislokasyon yontemiyle sakrifiye edildi.
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Doku takibinde kullanilan kimyasallar ve siireleri:

Elde edilen parafin bloklardan Leica marka kizakli mikrotomda 4-5 um
kalinliginda kesitler alindi. Kesitler rutin histolojik incelemeler i¢in normal
lamlara, immunohistokimyasal incelemeler icin Poly-L-lysine kapli lamlara
(Thermo Scientific) alindi. Her bir bloktan Hematoksilen-Eozin boyamalari igin 2
ser adet preparat hazirlandi. Boyanan sinir kesitleri, kamerali binokiiler mikroskop
aracilifiyla fotograflandi.

12. hafta sakrifikasyon sonrasi alinan sinir ornekleri H+E boyama sonrasi
histopatolojik olarak rejenerasyon derecesi 5 tzerinden, inflamasyon ve fibrozis

varlig1 3 lizerinden degerlendirildi ve skorlama yapildi [97].

Tablo 1 : Peterson skorlama sistemi

Doku Evre

Rejenerasyon sinir rejenerasyonu yok.

kotii organize sinir iyilesimi

orta derecede sinir iyilesimi

1yl organize sinir iyilegimi

miilkemmel organize sinir iyilesimi

orta

yogun

Fibrozis hafif

orta

1
2
3
4
5

Inflamasyon 1 hafif

2

3

1

2

3

yogun

Elektron mikroskobik takip ve géruntileme

Deney ¢alisma gruplarindan elde edilen siyatik sinirden alinmis dokular, elektron

mikroskobik inceleme i¢in 1X1mm?3 ebatinda alind1 ve % 4’luk tamponlanmis
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gluteraldehitli fiksatif icerisinde 48 saat +4 °C de tespit edildi. Fiksatif i¢inden
c¢ikarilan doku 6rnekleri 0,1M Sorenson fosfat tamponunda yikandi. Daha sonra 1
saat boyunca karanlik oda sicakliginda osmiyum tetroksit icinde bekletildi.
Osmiyum tetroksitten ¢ikarilan doku 6rnekleri 0,1 M Sorenson fosfat tamponunda
tekrar yikandi. Daha sonra dokular sirasiyla % 30’luk, % 50’lik %70'lik %80'lik
%901k %100'lik alkol serilerinden 15 'er dakika gecirildi. Leica EM CPD 300
marka cihazda kritik kurutma islemi yapildi. Kurutulan 6rnekler Au/Pd kaplama
cihazinda (QuOrum Q150R ES) kaplanarak iletken hale getirildi. Onarim hatti,
longutudinal kesit ve onarim hatti distali olmak iizere sinir 6rneklerine 3 kesitde,
ayri kesi iglemleri yapilarak ayri kaplama islemleri yapildi. Cekimlerde Carl Zeiss

Suora 40 VP elektron mikroskobu kullanildi.

Immunhistokimyasal boyama ve degerlendirme

Deneyin sonunda, uygulama yapilan sag siyatik sinirden stitur hattin1 igeren
lcm’lik Ornekler, nétral tamponlanmis formalin (%10, Merck) soliisyonu igine
almarak fiksasyon islemi saglandi. Fiksasyon islemi sonrasi akar su altinda
yaklasik olarak 12 saat boyunca, dokularin yikanmasi beklendi. Ardindan
sirastyla, %30, %50, %70, %80, %90 ve %96’lik alkollerde 8 saat bekletilen
dokular absolut alkol igerisinde 2X30 dakika bekletilerek dehidratasyon islemi
tamamlandi. Saydamlastirma ve alkolii dokudan uzaklastirmak icin 3X10 dakika
ksilol kullanild1. Infiltrasyon icin bekletilen dokular daha sonra parafine gomiliip,
blokland1 . Her bir parafin bloktan, tam otomatik, rotary mikrotom(Leica RM
2265, Germany) yardimiyla 4-6pm kalinliginda kesitler alind1. Kesitler alindiktan
sonra, bir gece 37°C etlivde bekletilen dokular, 58 °C'ye ayarlanmis etiive alinip
bir saat kadar bekletildi. Ardindan 3X10 dakika ksilolden gegirildi ve kurutmaya
birakildi. 10’ar dakika sirasiyla %100, %96 ve %80’lik alkol serilerinden

gecirildi. 2X5 dakika distile sudan gecirildikten sonra, antijen retrevial islemi igin
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Onerilen Sitrat Buffer soliisyonuna(Thermo Scientific) alinip, mikrodalgada 20
dakika bekletildi. Mikrodalgadan cikarilan kesitler, dogrudan oda sicakliginda
sogumalar1 i¢in 20 dakika kadar bekletildi. 2X5 dakika distile sudan gecirildikten
sonra, kurulanip, dokunun oldugu yer silikon kalem vasitasiyla cevrelenip,
smirlandi. Immunohistokimya barma dizilen, kesitlerin iizerine 3X 5 dakika
Fosfat Tamponlu Salin (Sigma) damlatildi. Bu sirada immunohistokimya barina
nemliligi saglamak icin daha 6nceden hazirlanan sicak su konuldu. Kesitlerin
uzerindeki PBS alinip iizerine Hidrojen peroksit blokaj soltisyonu(200cc distile
suya 25 cc h202) damlatilip 10 dakika inkiibe edildi.Ardindan UV blok damlatilip
8 dakika bekletildi. Primer antikorlarla (*VEGF Biont Lot:20181128702,
*MAP2/MAP-2a.b.c Biont Lot:20181128703, *GAP43 Biont Lot:20181128704 ,
*NGFbeta Bioss Lot:AG10271065) islem sonrast 6rnekler +4 °C’de 1 gece
bekletildi. Immunohistokimya barina dizilen, kesitlerin tizerine 3X 5 dakika
Fosfat Tamponlu Salin (Sigma) damlatildi. Sekonder antikorlarla (Large Volume
Anti-Polyvalent, HRP,TermoScientific ~ Lot:PHL170627 USA) 10 dakika
muamele sonrast 3X 5 dakika Fosfat Tamponlu Salin (Sigma) damlatildi.
Streptavidinperoksidazla 10dk muamele sonras1 3X 5 dakika Fosfat Tamponlu
Salin (Sigma) damlatildi.

Ornekler renk alincaya kadar DAB (Mouse kit with DAB Brown
BIOTnABiotech Lot:0480HC3081 Kit contents; HydrogenPeroxideBlock,
Immunoblock Mouse Labeling DabChromogen DabBuffer) damlatild:.
Distile su ile 3x5 dakika yikanan kesitler %80, % 90, % 96 alkolde dehidre
edildikten sonra kurutmaya birakildi. Ksilol ile 3 dakika muamele sonrasi

kapatilan kesitler degerlendirilip, mikrograflar1 alindu.
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Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizlerde SPSS 21 programi kullanildi. Sonuglar aritmetik
ortalamatstandart sapma olarak ifade edildi. Coklu gruplarin
kargilagtirilmasinda nonparametrik bir test olan Kruskal-Wallis testi ile
kullanildi. Test sonucunun anlamli ¢iktig1 durumunda gruplarin ikili olarak
karsilastirilmasinda bagimsiz degiskenler i¢in ¢ift yonlii nonparametrik bir
test olan Mann-Whitney U testi kullanildi. Tim istatistiksel analizlerde

anlamlilik diizeyi p £0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calisma ayn1 gevresel ortamda takip edilen 40 adet agirliklar1 240 260 gr arasi
degisen wistar albino erkek ratlarla baslandi. 1. ve 4. gruptan birer adet rat sinir
koaptasyonu sonrasi anesteziden uyanmadi. Calisma 38 adet ratla tamamlandi. Ilk
hafta yapilan ylrime analizinde 2. 3. ve 4.grup ratlarin sag ayak iizerine
basmadiklar1 veya dirsek temasi gerceklestirdikleri goriildii; tam kat kesi
prosediiriine uygun seklinde yorumlandi. Yara iyilesmeleri sorunsuzdu. Odem,
kizariklik, 1s1 artis1 gibi inflamasyon belirtileri yoktu. 8.haftadan sonra yapilan
yuriime analizlerinde 2. grupta daha ¢ok dikkat ¢eken inversiyon ve kapali durus
postlrd belirgindi (Sekil 27) .

Sekil 27: 12. hafta inverte durus ve dirsek temasi
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Siyatik sinir fonksiyonel indeks bulgular

1. ve 2. hafta yapilan ylirlime analizi sonras1 yapilan karsilastirmada sonuglar

istatistiki olarak anlamli bulunmadi. 4. hafta ve 6.hafta gruplar arasi analizde

4.grup ve 2.grup arasinda istatistiki agidan anlamli farklilik bulundu(p<0,05).

8.hafta ve 10.hafta analizde 4.grup, 3.grup ve 2. grup arasinda anlamli fark

saptand1 (p<0,05). 12.hafta yapilan analizde kontrol grubunda daha belirgin ve

sayica fazla olan inverte ve kapali postiir nedeniyle ayak izleri bazi deneklerde

net olarak almamadi. 12. hafta SFI sonuglar1 bundan dolay: karsilastirilamadi.

Tablo 2:Denek gruplar: ve SFI haftahk analiz ortalama ve standart

sapmalar
GRUPLAR | SFI 1 SFI 2 SF1 4 SFI 6 SFI 8 SFI 10
AO=xSS AOxSS |AO+£SS | AO£SS AO+SS | AO<£SS
GRUP1 -16,03 + 6,36 -17,16 + 5,49 -13,14 + 4,82 -10,71 +6,81 -10,03 £ 5,08 -11,3+4,01
GRUP2 -77,53 +5,17 -78,42+2,6 -90,58 +6,03 | -83,75+10,32 -8385+7,74 | -91,87+3,11
GRUP3 -80,03 + 3,98 -75,69+9,96 | -83,73+7,68 | -75,85+8,13 -75,01+9,21 | -88,66 + 9,85
GRUP4 -78,12 £5,83 -72,05 £ 6,73 -76,75 £5,93 -67,23 £14,15 -65,35 * 6,25 -71,21 £ 20,45
SFI M f sonug
[ f.sonug2
] f.sonugd
0,007 Ml f sonugk
1 f.sonugs
B f sonugt1o

-20,00

-40,00

-60,00-

-60,00-

L

-100,00

T
sham

T
kantrol

T
bhbsa 10mic

GRUPLAR

T
bbsa 100mic

Grafik 1: SFI sonuclar
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12. hafta siyatik sinire islem yapilmis sag taraf ve islem yapilmamis kontrol sol
taraf kas agwhk farklar1 karsilastrildi. Deney gruplariyla kontrol grubu kas
oranlar1 arasinda fark olsada istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi

(p<0,05).

Tablo 3: Gastrocnemius kas deneysel ve kontrol taraf oranlar

DENEK |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
GRUP1 1,032419 1,132924 0,835399 0,94995 0,957824 1,081635 0,888135 | 0,886091 | 1,151151
GRUP2 0,612738 0,731212 0,683887 0,629616 0,66746 0,549694 0,624464 0,568613 | 0,531871 | 0,523469
GRUP3 0,755671 0,549348 0,523142 0,702772 0,655558 | 0,563505 0,549314 0,833061 | 0,689903 | 0,683849
GRUP4 0,721768 0,89338 0,626883 0,503229 0,751609 0,652248 0,609058 | 0,780678 | 0,840439
adgirik_fark
gr ORAMN

1,00

0,757

0,50

0,259

0,00

T T T T
sham kontrol kbea 10mic bbsa 100mic

GRUPLAR

Grafik 2: Gastrocinemius kas agirhk oranlar
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Elektrofizyolojik bulgular

4.hafta, 8.hafta ve 12 hafta yapilan EMG de distal latans ve amplitiid degerlerine

bakildi. Yapilan analizler sonrasi grup 2, 3 ve 4 arasinda en yiiksek amplitiid

degerleri grup 4 de alinmistir. Ortalama yOniinden incelendiginde 4. ve 8. hafta

analizlerinde grup 3 ve grup 4'te pozitif farklihik goriilmistiir. 12. hafta yapilan

EMG de ortalama ve en yiiksek degerler grup 4 te saptandi. lyilesme ydniinde

pozitif degerlendirilse de istatiksel agidan anlamli bir fark bulunamadi (p<0,05).
Tablo 4:Denek gruplari ve EMG sonuclar1 (AMPLITUD)

GRUPLAR EMG 4 EMG 8 EMG 12
A.O£SS A.O£SS A.O£S.S
GRUP1 6,13 + 2,99 3,94+ 2,04 5,36 +2,42
GRUP2 0,3+0,2 0,11 +0,13 1,46 £ 0,96
GRUP3 0,46 + 0,42 0,35+0,34 1+0,7
GRUP4 0,39+0,24 0,29 + 0,21 2,01+1,38
W ampitiicd
Il amplitiics
] ampitiic1 2
mV
5,00
4,00
2,007
0,00~
kontral bbsa 10mic bbsa 100mic
GRUPLAR

Grafik 3: EMG amplitiid sonuglar




Kasilma latans degerleri karsilastirldiginda ististiksel anlamli farklilik saptanmadi

(p<0,05).

Tablo 5:Denek gruplari ve EMG sonuglari (LATANS)

GRUPLAR EMG 4 EMG 8 EMG 12
A.O£S.S A.O£S.S A.O£S.S
GRUP1 2,89 + 0,33 2,49 +0,16 1,93+0,18
GRUP2 2,34 +0,6 2,28 +0,82 3,76 £ 0,71
GRUP3 1,74 +0,15 2,05+0,72 3,82+0,6
GRUP4 1,94 + 0,14 1,95+ 0,53 3,29 £ 0,52
Ml istansd
M istanss
IO tatans12
4 00—
msn

3,00

kertrol

GRUPLAR

Grafik 4: EMG latans sonuclarn
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Histopatolojik bulgular

Grup 1 de perinbryumun hemen altinda enine ve boyuna kesitlerde normal
goruntmli sinir lifleri izlenmekteydi. Endondriyumla cevrili sinir liflerinde ortada

yerlesmis aksonlar belirgindi. Bag dokusu liflerin birbirleriyle olan baglantilar1

devam etmekteydi (Sekil 28).

Sekil 28:Grup 1 (sham) cerrahi stres grubu 2000 biyttmede SEM goruntisu
a)onarim hatti b)Kesi distali c) longitudinal kesit

Grup 2 den almnan kesitlerde sinir liflerinde dejenerasyon belirgindi. Doku
biitiinliigiin kayboldugu ve agilmalarm meydana geldigi izlendi. Perinbryum ve
endondryum yapilar1 izlenmedi. Sinir liflerini saran bag dokusunda liflerin
diizensizlestigi baglantilarin azalarak gevsedigi kopukluklarm olustugu izlendi.
Sinir hicrelerinde biitiinliik kaybolmustu. Sinirlarinda ve ylizeyinde diizensizlik

izlendi. Bag dokusu kiliflarinda incelme ve dejenerasyon belirgindi (Sekil 29) .

Sekil 29:Grup 2 (kontrol) 1000 ve 2000 biyutmede SEM goruntisi a)
Vakualizasyonlar B) kesi distali
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Bombesin uygulanan gruplarda dejenerayon izlenmesine karsin 6zellikle grup 4'te
normal goérinimli sinir liflerinin varligi dikkat gekti. Her iki deney grubunda da
dokuda acgilmalar1 olmakla birlikte dejenerasyonun kontrol grubuna gore azaldigi
gorildii. Bununla birlikte irili ufakli vakuoller her iki grupta da izlendi (Sekil 30,
31).

Sekil 30:Grup 3 bbs10 pg/kg ; bag dokusu liflerinde kopukluklar ve sinir
liflerinde dejenerasyon devam etmekteydi.

Sekil 31:Grup 4 BBS 100 ug/kg ; grupta cogunlukla liflerde diizelme
izlenmekteydi. Kontrol grubunda izlenen piiriizlii yiizey ve dalgah kenarlar
cogunlukla goriilmedi . Dejenerasyon kontrol grubuna oranla daha azdi. a) kesi
distali b) longitudinal kesi
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NGF ekspresyonu kontrol grubunda negatifti. Sham grubunda kuvvetli NGF
eksprese eden hiicrelere rastlandi. Bombesin uygulanan gruplarda NGF pozitif
hiicrelerin varligi belirlendi. Ancak 10ug uygulanan grupta ekspresyon orta
dereceli iken 100ug uygulanan 4. Grupta ekspresyon daha kuvvetliydi (Sekil 32) .

Sekil 32: NGF ekpresyonun yerlesimi ve ekspresyonu. A: SHAM grubu grup 1,
b; kontrol grubu grup2, c; 10pg bombesin uygulanan grup 3 ,d;100pg bombesin
uygulanan grup 4 . Ok ekspresyon gosteren hiicreler. Immunperoksidaz X400.
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VEGF hem kontrol hem de sham grubunda negatif eksprese olurken bombesin
uygulanan gruplarda pozitifti. 3. Grupta VEGF pozitif hiicrelere rastlanirken
grup4’te sinir liflerinde yaygin boyanma dikkati ¢ekti (Sekil 33).

Sekil 33: VEGFekpresyonun yerlesimi ve ekspresyonu. A: SHAM grubu grup
1, b; kontrol grubu grup2, c; 10pg bombesin uygulanan grup3 ,d;100pg bombesin
uygulanan grup4 . Ok ekspresyon gosteren hiicreler. Immunperoksidaz X400.
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Sekil 34: MAP ekpresyonun yerlesimi ve ekspresyonu A: SHAM grubu grup 1, b;
kontrol grubu grup2, c; 10ug bombesin uygulqnan grup3 ,d;100ug bombesin uygulanan
grup4 . Ok ekspresyon gosteren hiicreler. Immunperoksidaz X400

GAP-43 ekspresyonu sadece sham grubunda zayif pozitif izlenirken diger
gruplarda ekspresyon negatifti (Sekil 35).
. ‘-..‘.' ‘f_ f"r" *

Sekil 35: GAP ekpresyonun yerlesimi ve ekspresyonu. A: SHAM grubu grup 1, b;
kontrol grubu grup2, c; 10ug bombesin uygulanan grup3 ,d;100pug bombesin uygulanan
grup4 . Ok ekspresyon gosteren hiicreler. Immunperoksidaz X400
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Kontrol grubundan aliman kesitlerde sinir liflerinde dejenerasyon belirgindi. Doku
biitiinliigiin  kayboldugu ve agilmalarm meydana geldigi gorildu. Hucre
proliferasyonu azalmist1 ve biiylik Olgiide bag dokusu invazyonu izlendi.
Perinéryum ve endonéryum yapilari izlenmedi. Sham grubunda perindriyumun
hemen altinda enine ve boyuna kesitlerde normal goriiniimlii sinir lifleri
izlenmekteydi. Endondriyumla cevrili sinir liflerinde ortada yerlesmis aksonlar
belirgindi. Bombesin uygulanan gruplarda dejenerayon izlenmesine kargin
Ozellikle 4. grupta normal goriiniimlii sinir liflerinin varhigi dikkati ¢ekti. Her iki
deney grubunda da dokuda agilmalari olmakla birlikte hucre proliferasyonu

kontrol grubuna gore daha fazlaydi. Bununla birlikte irili ufakli vakuoller her iki

grupta da izlendi (Sekil 36).

Sekil 36:H+E BOY ANMA Hematoksilen ile boyanan periferik kesitlerden goruntuler.

a) Ortada yerlesmis aksonlar ile birlikte sinir lifi. b ) Asteriks; doku biitiinliigiiniin
kayboldugu acilmalar, ok; Vakuoller. Hematoksilen&eosin. X400.

56



12.hafta sinir kesitleri H+E boyama 400 buyUtmede yapilan analiz sonrasi

Peterson skorlama sistemine gore rejenerasyona 1-5 arasi, inflamasyon ve

fibrozise 1-3 arasi iyilesme oranina gore skor verildi.

Tablo 6: Histopatolojik skorlama

Denek Rejenerasyon Inflamasyon Fibrozis
A.O+£S.S A.O+£S.S A.O+£S.S
Grupl 5+0 1+0 1,1+0,33
Grup2 1,6+0,51 2,7+0,48 2,5+0,52
Grup3 3,6+0,68 1,6+0,51 1,3+0,48
Grup4 4,1+0,33 1,2+0,48 1,2+0,44

Histopatolojik skorlama sonrasi yapilan analizlerde rejenerasyon agisindan grup?2
ile grup 4 arasinda daha belirgin, inflamasyon ve fibrozis agisindan bakildiginda
grup 2, grup 3 ve grup 4 arasinda istatistiksel agidan anlamli fark
bulundu(p<0,05).

B grupl

M grup?
W grup3

H grupd

rejenerasyon fibrozis

inflamasyon

Grafik 5: Histopatolojik skorlar
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TARTISMA

Periferik sinir yaralanmalari, distal sinir giidiigiiniin dejenerasyonuna yol
acar; motor, duysal ve otonomik fonksiyonlarin kaybina neden olur [98]. Aksonlar
Wallerian dejenerasyonu olarak bilinen islemde parcalanir, proksimal giidiik
boyunca schwann hiicreleri, artiklar1 gidermek ve aksonlarin yeniden biiylimesine
yardimct olmak i¢in makrofajlarla farklilasmaya baslar[99]. Aksotomlu néronlar
hayatta kalabilir ve tekrar buyiiyebilirse, hedef organlariyla uygun sekilde yeniden
baglant1 olusturur ve fonksiyonlar iyilesir [100].

Dejenere olmus sinirin iki tarafi inflamatuar hiicreler, matriks ve perindral
hiicreler tarafindan sarilarak koprii olusturulur. Makrofaj integrasyonu sonrast;
ayni zamanda schwan hiicre migrasyonu icinde gerekli olan, dretilen VEGF
sayesinde koprl vaskularize hale gelir [101, 102]. Schwann hicresinin
proliferasyonu, sinir blyime faktori(NGF) [25] ve fibroblast blyime faktori
[26], beyin derive norotrofik faktor (BDNF), glial hiicre derive ndrotrofik faktor
(GDNF), insulin-benzeri biyume faktorleri-1/2 [IGF1, 1GF2], transforming
growth factor-beta 1 (TGF-bl), fibroblast blyime faktori (FGF), leukaemia
inhibitor faktor (LIF), vaskiler endotelyal biyiume faktorii (VEGF) gibi ve sonic
hedgehog/shh, interleukin-1 [IL-1], IL-6, pleiotrophin, glial blyime faktori-
nérogrelin gibi norotrofinlerin sentezlenmesine neden olur [27-29]. N-CAM,
miyelin iliskili glikoprotein ve timoérle iliskili glikoprotein (TAG) -1 gibi bir dizi
hiicre adezyon molekili [30], laminin ve fibronektin gibi ndrit bliylimesi tesvik
edici faktorler distal sinir segmentindeki rejeneratif aksonlarmn gelismesinde

onemli rol oynamaktadirlar [31].

Periferik sinir rejenerasyonunda, noronal iyilesmeden sorumlu farkli yolaklar
tanimlanmistir. PI3K / Akt ve Ras / ERK sinyallesme kaskadlari, noronal
sagkalimda kilit rol oynar. Eritropoietin, takrolimus, asetil-lI-karnitin, n-

asetilsistein ve geldanamisinin dahil olmak {izere bu yollar1 hedef alan bir ¢ok

58



ajanin etkili oldugu gosterilmistir. cAMP'yi yukar1 dogru diizenleyen Trk
reseptoril sinyal olaylari, aksonal bliylime oraninin arttirilmasinda énemli bir rol
oynar. Rolipram, testosteron, fasudil, ibuprofen ve kondroitinaz ABC dahil olmak
uzere bu yolu hedefleyen ajanlar, insan uygulamalari igin umut vadetmetedir [39,
103, 104]. Trk aracili sagkalim siklikla, néronlarin hayatta kalmasina aracilik
ettigi gosterilen ilk norotrofin ile aktive edilmis sinyalleme proteini, kiiciik GTP
baglayici protein Ras lizerinden saglanir [40]. Norotrofin bagimli sag kalimin %
40-60"indan sorumlu olan Ras, dogrudan hareket etmez. Daha ziyade, norotrofin
ile baslatilan sinyalleri ¢coklu sinyalleme yollarina ¢evirerek veya yonlendirerek
caligir. Bu sinyal yollarindan ikisi, PI-3K / Akt ve MEK / MAPK, nérotrofin ve
Ras ile aktive edilmis sagkalmanin baslica etkileyicileridir. Ras-MEK/MAPK
yolu, sinaptik plastisite, uzun sireli potansiyelizasyon ve hayatta kalma da dahil
olmak Uzere noronlarda birgok role sahiptir. BDNF aracili sagkalimda, MEK
inhibe edildiginde, MEK-MAPK'in ndrotrofin aracili serebellar ndron
sagkaliminda sadece % 20-30 oraninda azalma olmustur. Buna ragmen MEK
aktivitesinin bu faktorler tarafindan desteklenerek hayatta kalma icin gerekli

oldugunu goriilmektedir [52].

Literatlirde periferik sinir rejenerasyonuna etkisi arastirilan baslica ajanlar ;
hyaliironik asit [105], instlin-benzeri blytme faktor [106], prosaposin [107],
silier norotrofik faktér [108], asidik fibroblast faktér [109], gangliozid GM1
[110], lepeptin [111], kreatin mono-hidrat [112], eritropoetin [113] , melatonin
[114], takrolimus [115], asetil-L-karnitin [116], rolipram [117], kultiire edilmis
schwan hiicresi [118] , asetil salisilik asit [119] , testesteron [120] , geldanamisin
[121], fasudil [122], kondroitinaz ABC [123], ibuprofen [124], transtretin [125]
'dir. Caligmalar genel olarak travmaya bagli degisen mikrogevreyi iyilestirme
amacinda olup rutin kullanimda olmasalarda farkli ¢alismalarda farkli diizeylerde

pozitif sonuglar alinmaistir.

Caligmamizda bombesinin; periferik sinir tam kat kesisinde, ayni giinlerde ve

ayni saatlerde ense derisinden subkutan yapilan farkli doz enjeksiyonlarinin
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periferik sinir iyilesmesine olan etkileri histopatolojik ve elektrofizyolojik olarak

incelemek amaglanmaistir.

A.Baroni ve arkadaslar1 yaptiklar1 kiiltiir ¢calismalarinda bombesinin yara
iyilesmesinde epitelizasyon ve keratinosit proliferasyonunu VEGF, IL-8 ve COX-
2 gibi anjiyojenik faktorlerin uyarmasi sebebiyle artirdigini vurgulamiglardir
[126].

Gullioglu ve arkadaglari, trinitrobenzene siilfonik asit (TNBS) ile
olusturduklar1 deneysel kolit modelinde kolonik hasarda bombesin etkisini
incelemis ; mukozal hasar1 azalttig1 ve bombesinin histopatolojik olarak mukozal
proliferasyonu belirgin derecede stimile ettigini vurgulamislardir. Bu trofik etki
mekanizmasinin PGE-2 analoglarmin ve arasidonik asit metabolitlerinin sorumlu
olabilecegi diisliniilmektedir. Bombesin etkisiyle barsak lenfoid dokusunda T
hicre proliferasyonu ,intestinal sekresyonlarda 1g A ve NK hiicre aktivitesi
artmaktadir. Dolayli olarak bombesin, bakteriyal invazyonu Onlemekte ve

enfeksiyona karsi da defans olusturmaktadir [11, 74, 75].

Calisma imkanlarinin kolay olmasi ve insan anatomisiyle benzerliginden
dolay1 ¢alismamizda wistar cinsi erkek rat kullanilmis, 6zellikle crush yaralanma
calismalarinda meydana gelebilecek hasarlanma derecesi farkliligini ortadan

kaldirmak amaciyla transeksiyon yapilmaistir.

Bombesin-benzeri peptitlerin, bronsiyal epitelyal hiicrelerin insan kiigiik
hiicreli akciger karsinom hiicrelerinin klonal biiylimesini uyardigi gdstergelerini
icermektedir [69]. Ayrica, bombesine karsi yoOnlendirilen bir monoklonal
antikorun, SCLC'nin klonal biiyiimesini inhibe ettigi ve c¢iplak farelerde timor
regresyonuna neden oldugu da gosterilmistir [70]. Ayrica gastrointestinal kanalin
ve ekzokrin pankreasin belirli segmentlerinde ve dokularinda trofik etkileri
bulunmaktadir [71-73] .
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Literatiirde bombesinin hiicre kiiltiir calismalari, yara iyilesmesi ¢aligmalart,
mukozal iilserler ve gastrointesinal sistem {izerinde etkileri incelenmis olup; ortak
doku rejenerasyon fazlari ve yolaklar1 bulunan sinir rejenerasyonuna etkileri
literatlirde yer almamaktadir. Bu nedenle ¢calismamizda sinir transeksiyonu ve 9/0
mikrocerrahi koaptasyon sonrasi, grup3'e 10 pg/kg dozunda, grup4'e 100 pg/kg
dozunda 08.00, 16.00, 00.00 saatlerinde gilinde 3 kez ense derisinden subkutan 7
gln boyunca enjeksiyon yapildi. Toksik olabilecegi diisiiniilerek 1000 pg/kg dozu
ozellikle yapilmadi.

Sinir iyilesmesi degerlendirmesinde, segilmesi gereken dl¢ciim metodu istenen
parametreye gore istenen sonucglart verebilmesi agisindan  Snemlidir.
Elektrofizyolojik veya histopatolojik Olclimler sonucunda alinan veriler, motor
veya duyusal iyilesme ile ortiismeyebilir. Akson sayilarinin ve myelinizasyonun
degerlendirildigi diger 6l¢lim yOntemleri ile noronal iyilesmenin hedef organa
ulasip ulagsmadigini bilmek mumkin olmayabilir. Bu durumda genellikle sinir
koaptasyonu etrafindaki sinir dokusu histopatolojik anlamda incelemeye
alinmaktadir. Fonksiyonel iyilesmenin degerlendirilmesi igin siyatik sinir
yaralanma modellerinde, “siyatik fonksiyon indeksi” literatiirde yogun olarak
kullanilmis bir 6l¢lim yontemidir. Yiiriime analizleri ile maksimum kas kuvveti
Olcen yontemler arasinda korelasyon olmamasi; yurimenin maksimum efor
gerektiren bir aktivite olmamasi sebebiyle olagan karsilanabilir [127] . Ekstremite
distalinde ototomiler, kontraktiir formasyonlar1 gibi sorunlar, yiriime analizinin
degerlendirme  yontemi  olarak  kullanildigi  ¢alismalarda  karsimiza
cikabilmektedir. Boyle durumlarda yiiriime analizleri her zaman dogru sonuglar
vermeyebilir ~ [128].  Bu nedenle  c¢alismamizda  yirime  analizi
degerlendirmelerinde kontraktiir olan deneklerde yiirlime analizleri patoloji

gelistigi 6zellikle 10. hafta dan sonra degerlendirmeye alinmadi.

Calisma sonucunda gruplarda 1.ve 2. hafta yapilan SFI sonuclarinda ortalama
degerlerde ve istatistiksel sonuglarda farklilik goriilmedi. 4. hafta yapilan SFI
sonuglarinda 2.grup ve 4. grup arasinda, 6.hafta yapilan SFI sonuglarinda 2.grup

ve 4. grup arasinda, 8. hafta yapilan SFI sonuglarinda 100 pg/kg bombesin yapilan
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grup 4 lehine 3. grup ve 2. grup arasinda, 10.hafta yapilan SFI analizinde 100
ug/kg bombesin yapilan 4. grup, 3. grup ve 2. grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (p<0,05). 12.hafta, 6zellikle kontrol grubunda dikkat ¢eken,
inverte ve kapali durus postiirii nedeniyle grup 2 daha ¢ok sayida grup 3 ve grup
4 te ki bazi deneklerden ayak izi almamadigi i¢in 12. hafta SFI analiz ve
karsilastirma yapilmadi. Genel olarak SFI analiz sonuglar1 degerlendirildiginde
Ozellikle 100 pg/kg bombesin yapilan deney grubu sonuglar1 kontrol grubuna gore

tyilesme ve pozitif yonde etki olarak yorumlanmuistir.

Calismamizda 4, 8 ve 12. hafta yapilan EMG uygulamalar1 sonuglarina
bakildiginda grup 2, grup 3 ve grup 4 amplitiid ve latans 6l¢timlerinde ortalama ve
standart sapma sonuglarinda pozitif farkliliklar grup4 lehine amplitiid artig1 ve
latansda kisalma yoniinde olsa da, istatistiki olarak anlamli fark saptanmadi
(p>0,05). 12. hafta yapilan gastrocnemius kas agirlik farki/saglam taraf
oranlarinda grup 4 Iehine iyilesme bulgular1 ve daha az atrofi gorulse de; istatistiki

anlamli fark goriilmedi (p>0,05).

Hiicre artis1, ekstraselliiler matriks sentezi, trofik faktorlerin Uretimi,
mikrocevre stabilizasyonu, remyelinizasyon ve immunmodulasyon gibi
muhtemel rejenerasyon mekanizmalarindan hangisi olursa olsun sinir
rejenerasyonu; aymi sinir hiicreleri tarafindan innerve edilen hedef hicrelerin
trofik etkisine baglhidir [129, 130]. Sinir hiicrelerinin temel aktivite ve yasamini
strdirmesinde etkili olan trofik faktorler, retrograd aksonal transport yoluyla

tasimir.

Dorsal kok gangliolarinda ve rat periferik sinir transeksiyonlar1 sonra in vitro
uygulana NGF 'nin sinir rejenerasyonunda schwan hiicresi uyarimi ve sinir

myelinizasyonu artirdig1 , denerve kas ilizerinde myoprotektif etki ettigi One
stirtilmistir [131, 132].

NGF , norotrofin ailesinin prototipik Uyesidir. Sempatik ganglionlardan

dramatik biliylimeyi tesvik etme kabiliyeti temelinde kesfedilmistir. Gelisim
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sirasinda sempatik ndronlarin ve bir dizi duyusal néronun hayatta kalmasi i¢in
kesinlikle gereklidir. NGF, bu ndronlar tarafindan innervasyon alan dokularda
sentezlenir ve programlanmig hiicre Oliimii meydana geldiginde gelisim
doneminde bu dokulara rejenerasyon siirecini uzatan néronlarin bir kismini tutar.
Hedef organlarin trofik destek saglama yetenekleri, ndrotrofik hipotezin temelini
olusturmaktadir ve diger norotrofinlerin etkisinin ¢ogu bu temelde agiklanabilir.
NGF'nin, noronal onciil popiilasyonun proliferasyonunu destekleyerek degil,
programlanmis hiicre O6limiinden korunan noronlarin segici olarak hayatta
kalmasma izin vererek hiicre sayisini diizenledigi belirtilmelidir. NGF, diger
klasik bliytime faktorleri gibi, ¢ok ¢esitli biyosentetik islem dizisini pozitif olarak
diizenleyerek hiicresel metabolizmay1 uyarir. Aksonal ve dendritik islemlerin
genis yayilimini1 tesvik ederek hedef hiicrelerinin morfolojik farklilasmasini

saglar. [133].

Hipoksik kosullarda VEGF ekspresyonu, spesifik hipoksi ile indiiklenebilir
transkripsiyon faktorlerinin, HIF-1 ve HIF-2 aktivasyonuyla aracilik eder. HIF-1
aktivasyonunun bir sonucu olarak, VEGF transkripsiyonu hipoksi sirasinda artar
[134, 135].

Glutamata maruz kalmadan 6nce VEGF ile yapilan alt1 saatlik 6n muamele,
artmig  hiicre sagkalimi ile sonuglanmis, kaspaz-3 benzeri aktivitenin
diizenlenmesi ve ayrica zayiflatilmis DNA merdivenlemesi ile sonug¢lanmistir. Bu
sonuglar VEGF'nin belirli hiicre soylarinda ndronal apoptozu bloke edebildigi
anlamma gelir. Bu hipotezi destekleyen diger kanitlar, VEGF'nin iskemik bir
beynin yiizeyine topikal olarak uygulanmasinin, deneysel olarak indiiklenen
inmenin baslamasindan 24 saat sonra, enfarktlis hacminde ve ndronal hasari

engelledigi gosterilmistir [136].

Daha onceki caligmalarda sarilik ve kolit modeli olusturulan ratlara uygulanan

bombesinin bagirsak lipid peroksidasyonunun azalttgi, antioksidan GSH'y1
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artirdigr ve ayrica ilave protein oksidasyonunun azaltti§i gosterildigi gibi,

oksidatif strese karsi korudugu bildirilmistir [137, 138].

Zor ve arkadaslar1 transekte edilmis rat siyatik sinir modelinde in vitro
uyguladiklart  VEGF' in norotrofik aktiviteye sahip oldugunu ve periferik sinir
sisteminde aksonal biiyiimeyi uyardigini, hiicre sagkalimini ve schwann hicre

proliferasyonunu arttirdigin1 gostermislerdir [139].

Mohammadi ve arkadaslarinin yapmis oldugu diger calisma, oksijenizasyonun
bozuldugu sinir kesisi sahasinda, noroproteksiyona vaskiiler yapilarm VEGF

sayesinde desteklenerek regenerasyona pozitif etki ettigi yoniindedir [140].

Noronal sitoskeleton'u kontrol eden ana mekanizmalardan biri, sitoskeletal
proteinlerin fosforilasyon durumunun, néronlar igindeki protein kinazlarin ve
fosfatazlarin nispi aktivitelerindeki degisikliklerle degistirilmesidir. Ozellikle,
mikrotubule bagli protein-2 (MAP-2) protein ailesi, agirlikli olarak noronlarda
eksprese edilen ve noronlarda bulunan protein kinazlarmin ve fosfatazlarin ¢ogu
icin substrat olarak gorev yapan bol miktarda bir hiicre iskeleti bileseni grubudur.
MAP-2 fosforilasyonunun hiicre iskeleti ile olan iligkisini kontrol ettigi

goriilmektedir ve gelisimsel olarak diizenlenmistir.

Isiya dayanikli MAP-2'nin bu varsayilan islevlerinin ayrica, noronal
islemlerin, sinaptik plastisitenin ve ndronal hiicre dliimiiniin bliylimesinde 6nemli
roller oynadig1i One siirilmiistiir. Norit blyumesinde MAP-2 fosforilasyonu
;bliylime konileri ve filopodia, noronlar arasinda dogru sinaptik temaslarin
kurulmas1 i¢in dendritlerin ve aksonlarin uzamasini ve olgunlagsmasini yonlendirir.
Bu yapilarin distal bdlgeleri, fosfatazlardan daha yiiksek kinaz aktivitesi
tarafindan iiretilen yiiksek fosforlu MAP-2 varligi ile karakterize edilir. Yiiksek
oranda fosforile edilmis MAP-2, mikrotiibiiller i¢in daha diisiik bir afiniteye sahip
oldugundan, mikrofilamentlerle birleserek hizli bir aksonal ve dendritik

blytmeye izin verecek oldukga dinamik bir sito-iskelete yol acabilir [141-145].
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Biiylime ile iligkili protein (GAP-43) genel olarak presinaptik néronal
bilylime ve ndronal plastisite ile iliskilidir [146] . GAP-43 geni ii¢ ekzon igerir. 11k
ekzon membran hedefleme alanini kodlar, ikinci ekzon bir kalmodulin baglanma
alanin1 ve bir protein kinaz C (PKC) fosforilasyon alanin1 kodlarken, 5’ yan dizisi

birkag¢ bolgeden RNA transkripsiyonunun baglatilmasini yonlendirir [147].

Siyatik sinirin in vivo olarak yetiskin sicanlarda kesilmesinden veya
ezilmesinden sonra, GAP-43 immiinoreaktivitesinin aksotomize edilmis dorsal
kok ganglion hiicrelerinde goriinmesi ve ardindan yeni olusan filizlere taginmasi 3
giin siirer. Lekelenmenin yogunlugu 21 gilinde zirve yapar ve ezilme
yaralanmasindan 9 hafta sonra ve siyatik sinirin kesilmesinden 36 hafta sonra

tespit edilemez hale gelir [148, 149].

GAP-43'iin down regiilasyonunun, aksotomi sonrasi tirmanma liflerinde yeni
olusturulan dallarda onemli bir azalmaya yol ag¢tigi rapor edilmistir. GAP-43
mRNA down regiilasyonu, aktive edilmis akut filizlerin olusumunu da engellemis,
bu da GAP-43'liin aksonotomi sonrasi aksonal yeniden biiyiimenin baglamasinin

tesvik edilmesinde bir zorunluluk oldugunu géstermistir [150] .

Sakrifikasyon sonrasi sinir orneklerine NGF, VEGF, MAP-2 ve GAP-43
hazir antikorlar kullanmilarak immunohistokimyasal boyama yapildi. Inceleme
sonrasi grup 3 te daha az, grup 4 de belirgin, grup 2 ye gore anlamli derece NGF
pozitif hiicreye rastlandi. VEGF panelinde grup 2 de boyanma gorilmezken,
grup3 ve grup 4 de boyanma dikkati ¢ekmistir. GAP-43 ve MAP-2 tubiler protein
antikoru panellerinde deney gruplarinda anlamli boyanma gdzlenmedi. Diger
calismalarda g6z Oniinde bulunduruldugunda, uygulanan bombesinin NGF ve
VEGF Uzerinde pozitif aktivator etki ettigi, transekte edilmis sinir drneklerinde
dolayli yonden etkileri rejenerasyonda kanitlanmis norofik faktorleri artirarak,
sinir rejenerasyonuna olumlu etki ettigi sOylenebilir. MAP-2 ve GAP-43
panellerinde istenilen seviyede boyanma olmamasi, tubiiler proteinlerin sinir

rejenerasyonun erken donemlerinde saptanabilmesiyle iliskilendirildi.
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Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) 'nun avantajlari, genis kapsamli
uygulama yelpazesini, detayli {ic boyutlu topografik goriintilleme ve farkli
detektorlerden toplanan c¢ok yonli bilgileri igerir. SEM'lerin  bilgisayar
teknolojisindeki uygun egitim ve gelismeler ile kullanimi kolaydir ve ilgili
yazilim kullanimi kolaylastirir. Cihaz hizli ¢alisir ve analizlerini bes dakikadan
kisa siirede tamamlar. Hemen hemen her tlrlu numune, iletken ve iletken olmayan
(leke kaplamasi gerekli); Yiizey etkilesimi esasina dayanarak elektron transparan
numune gerektirmez. Numunenin x-y-z (3D) dondirmesi ile her yone
goriintiileme imkani1 verir.SEM dogrudan iletken olmayan numunelerde

caligir[151].

Yuksek ¢ozunirltk, 0,2 nm kadar kiigiik gorintiileme ve numunenin igindeki
kusurlar1 temizleme imkani, faz tanimlama, yapi-simetri tayini ve parametre
Olcimi acisindan faydali olsa da transmisyon elektron mikroskobisi (TEM)
yaparken; elektron saydam bir numune hazirlamak zordur (iletkenlik veya
elektron yogunlugu ve numune kalinligi nedeniyle). TEM, 6zel operasyon ve

analiz egitimi gerektirir.

Numuneler elektron saydam olan, vakum odasmi tolere edebilen ve odaya
sigacak kadar kii¢iik olanlarla smirhdir. Elektron mikroskoplar1 titresime ve
elektromanyetik alanlara duyarhidir ve onlar1 olas1t maruz kalmalardan izole eden
bir alana yerlestirilmelidir[152]. Diger agidan degerlendirildiginde ayni organik
ornekte TEM calisilmas1t SEM goriintiilemesine oranla 1.5 kat daha pahalidir.

3 boyutlu elektron mikroskobisi sonuglarina dayanilarak 3 farkli pozisyon
kesi islemi uygulanan sinir 6rnekleri onarim hatti fibrozis miktari, akson distali
horizontal ve longutinal sekilde kesilerek, ayr1 ayri kaplama yapildiktan sonra,
incelenmis olup; grup 2 de diizensiz yapilanma, fibrozis artis1 ve vakuolizasyon ve
endondral gap yapilar1 dikkat ¢ekmistir. Buna karsm grup 4 'de grup 2 de
goriilmeyen perindral yapilar goriilmekte ve kesitler incelendiginde grup 4'teki lif
kalinliklarinin grup2 ye oranla daha biiylik ve diizgiin oldugu goriilmiistiir. Bu

baglamda yapilan distale ilerleyen kesi ve 3 boyutlu elektron mikroskobisi
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goruntuleri, 3d ve autocad programinda piksel oranlarina dayanilarak
karsilastirildi. Ayni seviyedeki en biiyiik distal sinir lifi ¢apinin, total sinir alanina

oranlarmm matematiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark oldugu goriildi
(p<0,05).

SEM caligmalarinda genel olarak analiz sonuglar1 kalitatif goriinse de; farkli
alan goriintilleme ve 3d analiz imkanlarinin gelistirilmesi ve bunlarin ortak

kullanimiyla sonuglar daha kantitatif yorumlanabilmektedir.
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SONUC

Calismamizda subkutan yapilan farkli dozlarda bombesin enjeksiyonunun
periperik sinir tam kat kesi modelinde sinir iyilesmesine olan etkileri arastirilmak
istendi. Yara iyilesmesi,mukozal hasarlanma ve merkezi sinir sistemi travmalari
sonrasi olusan hipoksi ve buna bagl artan metabolit sorunlarmin olusturdugu
istenmeyen etkilerin ilgili caligmalarda bombesin etkisinde giderildigi veya

kontrol gruplarina oranla azaldig1 farkedilmistir.

Kontrol grubuna oranla diisik doz bombesin yapilan grupta sinir
iyilesmesinde goze carpan bir amplitiidde artma ve latans seviyelerinde azalma
farkedilmezken, yliksek doz bombesin yapilan grupta amplitiidde artma ve latans
seviyelerinde azalma goruldu. Siyatik fonksiyonel analiz ve gastrocnemius kas

agirlhik 6l¢timii sonuglar1 da benzerdi.

Histopatoloji ve elektron mikroskobisi sonucglar1 degerlendirildiginde; deney
gruplarinda kontrol grubuna oranla vakuolizasyonun,inflamasyon ve fibrozisin
azaldigini, rejenerasyonun artigini destekler nitelikte sonuglar bulundu. immiino
histokimyasal parametrelerde Ozellikle yiiksek doz bombesin yapilan grupta;
NGF ve VEGF panellerinde ki boyanma diger yara ¢alismalarinda oldugu gibi
bombesinin  sinir iyilesmesinde de pozitif trofik etkili olabilecegini

diistindliirmiistiir.

Periferik sinir iyilesmesinde bombesinin etkilerinin; ayrintili sekilde elde
edilebilecek verileri , mekanizmalar1 ortaya koyacak ileri doku miihendisligi ve
sinir rejenerasyonun da gelismis modellerle karsilastirmali ¢aligmalara ihtiyact
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