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BEYAN
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biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine

aldigimi, yine bu tez galigmasi ve yazimu sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici

bir davranigimin olmadigini beyan ederim. Jﬂ {j},
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1. OZET

SISTEMIK RiFAMPISIN TEDAVISININ TRAVMATIK INFERIOR
ALVEOLAR SiNiR HASARI SONRASI REJENERATIF ETKIiLERININ
DEGERLENDIRILMESI

Antibakteriyel bir ajan olan rifampisinin néroprotektif etkileri yapilan
arastirmalarla gosterilmistir. Bu calismanm amaci; inferior alveolar sinirde (IAS)
olusturulan sinir hasar1 sonrasi aksonal ve hiicre govdesi diizeyindeki zamana baglh
degisikliklerin degerlendirilmesi, IAS’ye ait hiicre govdelerinin trigeminal
gangliondaki (TG) somatotopik organizasyonunun belirlenmesi ve sistemik
rifampisin tedavisinin IAS rejenerasyonu iizerindeki etkilerinin degerlendirmesidir.
Aksonal ve hiicre govdesindeki degisikliklerin degerlendirilmesi amaciyla 25 sigana
IAS hasar olusturuldu ve hasar takip eden 1., 3., 7., 14., ve 28. giinlerde sakrifiye
edilen hayvanlarin sinir ve TG dokularinda incelemeler yapildi. [AS’nin somatotopik
organizasyonunun belirlenmesi amaciyla 2 adet sicanin IAS’lerine bilateral
fluorogold enjeksiyonu yapilarak takip eden 5. giinde sakrifiye edilip TG seri
kesitlerinde FG pozitif hiicre yogunlugu tespit edildi. Rifampisinin IAS hasar
sonras! etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla 24 adet siganin IAS’sinde basi tipinde
hasar olusturuldu. Si¢anlar rastgele ii¢ gruba ayrildi; bir gruba tasiyict ¢ozelti, bir
gruba 5 mg/kg rifampisin, bir gruba 20 mg/kg rifampisin giin asir1 intraperitoneal
enjeksiyonla uygulandi. Hasar1 takip eden 24. giinde, mental foramen iizerine FG
enjeksiyonu yapildi. Dort haftanin sonunda siganlar sakrifiye edildi ve inferior
alveoler sinirler ve trigeminal ganglionlar ¢ikartildi. Sinir 6rneklerinin histolojik ve
histomorfometrik incelemeleri yapilip TG boéliimlerinde FG pozitif hiicreler sayildi.
FG pozitif hiicre sayisi, 20 mg/kg rifampisin uygulanan grupta (p=0.001) ve 5 mg/kg
rifampisin uygulanan grupta (p=0.037) kontrol grubuna gore anlamli derecede
yiiksek bulunmustur. Optimum g-oranli akson yiizdesi, kontrol grubunda her iki
rifampisin tedavi grubuna goére anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (p=0,004).
Giinliik 5 mg/kg ve 20 mg/kg dozunda sistemik rifampisin tedavisi siganlarin inferior
alveoler sinir rejenerasyonunu arttirmistir. IAS’ye ait hiicre gdvdeleri yogun olarak

TG’nin posterio-lateralinde bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: basi hasari, inferior alveolar sinir, rifampisin, sinir
rejenerasyonu, trigeminal ganglion



2. ABSTRACT

EVALUATION OF REGENERATIVE EFFECTS OF SYSTEMIC
RIFAMPICIN TREATMENT AFTER  TRAUMATIC INFERIOR
ALVEOLAR NERVE INJURY

Rifampicin is an antibacterial agent that was associated with neuroprotective
effects. The aim of the present study was to evaluate the time-dependent changes in
the axons and cell bodies following the inferior alveolar nerve (IAN) injury, to
determine the somatotopic organization of the cell bodies of IAN in the trigeminal
ganglion and to assess the effects of systemic rifampicin treatment on the
regeneration of IAN. To investigate the alterations in the axons and cell body, rats
(n=25) were subjected to IAN injury. Animals were euthanized on the 1%, 3 7t
14™ 28M days following IAN injury and the changes in nerve and TG structures were
examined. For the evaluation of the somatotopic organization of IAN cell bodies in
TG, fluorogold (FG) was bilaterally injected to the IANSs of two rats and 5 days later,
TGs were harvested and number of FG positive cells were counted. Crush injury was
induced in the IAN of 24 rats to evaluate the effects of rifampicin following IAN
injury. Animals were randomly divided into three groups; vehicle, 5mg/kg rifampicin
or 20 mg/kg rifampicin were administered daily using intraperitoneal injections. FG
was injected over the mental foramen on the twenty-fourth day after the injury. At
the end of four weeks, rats were sacrificed and inferior alveolar nerves and
trigeminal ganglions were harvested. Histologic and histomorphometric examination
of the nerve samples were performed and FG positive cells were counted in the
trigeminal ganglion sections. FG positive cells were significantly higher in the 20
mg/kg rifampicin group (p=0.001) and 5 mg/kg rifampicin group (p=0.037) when
compared with the control group. The percentage of axons with optimum g-ratio was
significantly lower in the control group than both of the rifampicin treatment groups
(p=0.004). Systemic rifampicin treatment with a daily dose of 5 mg/kg or 20 mg/kg
enhances inferior alveolar nerve regeneration in the rats. Our data also showed that
cell bodies of the inferior alveolar nerve were predominantly located on the

posterior-lateral part of the trigeminal ganglion.

Keywords: crush injury, inferior alveolar nerve, nerve regeneration, rifampicin,
trigeminal ganglion



3. GIRIS VE AMAC

Trigeminal sinir hasarlar siklikla orofasiyal disfonksiyon, duyu kaybi ve
ndropatik agr1 gibi sekellere neden olurlar (1). En sik karsilasilan IAS hasar1 nedeni
yiiz bolgesini iceren kontiizyonlar ve maksillomandibular kiriklardir. Siklikla IAS ve
infraorbital sinir etkilenmektedir ve hastalarin %35-50’sinde kalici duyu kaybi
olusmaktadir (2). Travmanin yaninda dental implant uygulamalari, lokal anestezik
enjeksiyonlari, gomiilii dis c¢ekimleri ve ¢ene yiiz deformitelerinin diizeltilmesi
amactyla uygulanan osteotomiler sirasinda da bu sinirler hasara ugrayabilmektedir.
Bu girisimlerin siklig1 goz oniine alindiginda bir¢ok hasta trigeminal sinir dallarinin
hasarlar1 ve buna bagl gelisen disfonksiyonlar sonucunda hayat kalitelerinde ciddi
kayiplar yasamaktadir. Sinir devamliliginin bozuldugu durumlarda sinirin cerrahi
onarimi ilk tercih edilen tedavi yontemi olsa da bu tedavi sonucunda elde edilen
fonksiyonel kazanimlar yeterli olmamaktadir. Bir¢cok ¢alismada cerrahi tedavilere ek
olarak rejeneratif ajanlar denenmis, fakat bu ajanlarin higbiri klinik uygulamada yer

bulamamustir (3).

Mikobakteriyel enfeksiyonlarin eliminasyonunda etkin bir sekilde kullanilan
rifampisinin noroprotektif etkileri yapilan ¢alismalar sonucunda ortaya konmustur.
Hasar sonrasi sistemik rifampisin terapisi ve molekiiler etkilerinin degerlendirildigi
caligmalar sonucunda mitokondri kaynakli sitokrom c salgilanmasini, mikroglial
aktivasyonu, glutamat norotoksisitesini ve oksidatif stresi azalttigl tespit edilmistir
(4). Farkli sinir sistemi komponentler1 iizerinde rejeneratif etkileri ortaya konmus
rifampisinin periferal sinir hasar1 sonrasi etkileri heniiz aragtirllmamustir. Bu tezde ilk
olarak IAS hasar1 sonucun hasarin proksimal ve distalinde kalan sinir
segmentlerindeki ve TG’deki hiicresel degisikliklerin zamana bagl degisiminin
belirlenmesi amaglanmistir. Bunun yaninda IAS hiicre gévdelerinin TG igerisindeki
dagilmi da incelenerek, TG’nin farkli bolgelerindeki IAS hiicre govdesi
yogunluklarinin  hesaplamasi ve somatotopik organizasyonunun belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu kisimdan elde edilecek bilgilerin IAS hasar1 ve farkli rejeneratif
ajanlarin  kullanildig1 ¢alismalara katki saglayacagi umulmaktadir. Tezin son
kisminda sistemik rifampisin tedavisinin farkli dozlardaki uygulamalarinin IAS

hasar1 sonras1 rejeneratif etkileri degerlendirilmistir. Bircok farkli modelde



rejeneratif etkileri ortaya konan rifampisinin IAS hasari sonrasinda degerlendirilmesi
ile rifampisinin periferal sinir hasar1 sonrasi rejeneratif etkileri iizerine yapilacak
arastirmalara Onciiliik edecegi ve potansiyel etkilerinin gdzlenmesi durumunda IAS
hasar1 sonucu yasam kalitesinde kayiplar olan hastalarin tedavi sonuclarinin ve

fonksiyonel geri doniislerinin arttirilabilecegi diigiiniilmektedir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. 1AS ve TG Anatomisi

Besinci kafa cifti olan TG’ nin 3 adet ana dal1 bulunmaktadir. Bu {i¢c daldan hem
motor hem duyu liflerini tasiyan mandibular sinir alt ¢ene ve etrafi dokularin duyu
iletilerinin  santral sinir sistemine tasinmasinda ve ¢igneme kaslarinin
innervasyonunda gorev almaktadir. Mandibular sinirin en biiyiik dali olan IAS
mandibula ramusunun medial yiiziinde mandibular foramenden giris yapip, mental
foramenden c¢ikarak dudak mukozasi igerisine dagilir. Kanal igerisindeki seyri
sirasindan  kanal istiinde bulunan mandibular posterior dislerin pulpa ve

periodonsiyumlarinin duyu innervasyonunu alir.

4.2. 1AS Hasarinn Etiyolojileri

Periferal duyu siniri hasarlarinin; hastanin yasli oldugu durumlarda, hasarin
olusma zamani ve hastanin degerlendirilmesi arasindaki zamanin uzadig
durumlarda, maruz kalinan hasarin fazla olmasi durumunda ve hasarin hiicre
govdesine daha yakin oldugu durumlarda kalici olma riskinin arttig1 ifade edilmistir
(5). latrojenik sinir hasari olusan hastalarmn yasam kalitesinde diisiis oldugu,
psikolojik durumlarinin ve sosyal hayatlarinin etkilendigi gosterilmistir (6).
Hastalarin genellikle fonksiyonel ve estetik sonuglar bekledigi, elektif cerrahi
islemler sonucunda sinir hasarina bagli disfonksiyonlar1 kabullenmekte basarisiz
olduklar1 gosterilmistir (7). Cene-yiiz bolgesindeki duyu degisiklikleri ve agri;
hastanin konusma, yemek yeme, tras olma, dis firgalama ve benzeri bir¢cok gilinliik

fonksiyonunu etkilemektedir (8).
4.2.1. Yirmi Yas Disi Cekimi

Her y1l Amerika Birlesik Devletleri’'nde 5 ila 10 milyon yirmi yas dis ¢ekimi
yapildig1 diisiiniilmektedir (9). Yirmi yas disinin ¢ekimine bagl olusabilecek sinir
hasarlar1 yumusak dokunun ekarte edilmesi sirasinda g¢ekistirilmesi, basiyla ezilmesi
ve tamamen kopmasi sonucu olusabilir (10). 449 vaka takibinin yapildig1 ¢alisma
sonucunda yirmi yas dis ¢ekimi sonrasi IAS hasari sikhigmin %5 oldugu rapor
edilmistir (1). Cerrahi kaynakli olusabilecek parestezi igin risk faktorleri; cerrahin
deneyimi, disin angiilasyonu ve disin vertikal olarak kesilmesi olarak siralanmistir

(11). Sinir hasar1 sonucu olusan sekellerin ¢ogu gegici olmakla birlikte 6-9 aydan



daha uzun siiren parestezi miktariin %0,4 oldugu rapor edilmistir (11). Yirmi yas
dis cekimi sonras1 kalict IAS hasar1 oran1 diisiik olsa da her yil opere edilen hasta

sayis1 distiniildiigiinde bir¢ok hasta bu durumdan etkilenmektedir.

4.2.2. Dental implant Uygulamalar:

Manbibular kemige yapilan implant uygulamalar1 sirasinda anatomik
sinirlamalara yeterince dikkat edilmemesi sonucunda IAS hasar1 olusabilmektedir ve
mandibulaya yapilan implant uygulamalar1 sonrasinda duyusal degisim siklig1 %37
olarak rapor edilmistir (12). Bu hasarlarin cogunun dental implantlar IAS’e yaptig1
bast sonucu ortaya ¢iktifi ve implantlarin ¢ikartilmast  veya yeniden
pozisyonlandirilmasiyla geri déniis saglandigi ifade edilmistir. Implant cerrahisi
sonrasinda olusabilecek kalic1 hasarlarin implant boslugunun hazirlanmasi sirasinda
olusabilecegi ve bu komplikasyonun cerrahi dncesi yapilacak detayli planlama ve

hasta degerlendirmesi ile 6nlenebilecegi ifade edilmistir (13).
4.2.3. Oral Patolojiler

Yirmi yas disiyle iligkili kist ve abselerin varliginin, dis ¢ekimi sonrasi nérolojik
komplikasyon oranini arttirdigi rapor edilmistir (14). Bunun yaninda ¢ene yiiz
bolgesini ilgilendiren patolojiler kendilerinin yaptig1 basi ile ve infiltrasyon sonucu
veya cerrahileri sirasinda sinirin direkt hasar gormesi nedeni ile néro-sensoriyel

sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir (15).
4.2.4. Ortognatik Cerrahi Girisimler

Alt ¢eneye yapilan osteotomiler ile dento-fasiyel anomalilerin onarildig: bilateral
sagittal split osteotomi cerrahileri sirasinda gozle tespit edilen bir hasar olmasa da
IAS’yi etkileyen hipoestezi ve dizestezi siklikla gdzlenmektedir (16). Alt dudak ve
mental bolgede ortaya cikan bu ndrolojik disfonksiyonlarin sikligi %11,9 olarak

rapor edilmistir (17).
4.2.5. Mandibula Kiriklar:

Mental foramen ve mandibular foramen arasindaki kiriklar siklikla TAS hasarina
neden olarak paresteziyle sonuclanmaktadir. Bu hasar, kirig1 olusturan primer

travmayla ortaya ¢ikabilecegi gibi kirigin maniiplasyonu veya fiksasyonu sirasinda



da ortaya ¢ikabilmektedir (18). Travma sonrasi ilk 24 saatte klinige basvuran
hastalarin %86,7’sinde duyusal degisiklikler tespit edilmis, takip donemi sonunda bu
hastalarin %23,3’linde bu duyusal degisikliklerin devam ettigi rapor edilmistir. Kirik
segmentler arasindaki yer degisikliginin 5 mm’nin altinda oldugu vakalarda duyusal
degisikliklerdeki geriye doniisiin, 5 mm’nin istiinde olan vakalardan istatistiksel
anlaml olarak daha fazla oldugu ve erken girisimin kalict duyusal degisiklikleri

azaltmaya yardimci olabilecegi rapor edilmistir (19).

4.3. IAS Hasarimin Giincel Tedavi Yontemleri

IAS'nin travma, hastalik veya bilinmeyen bir nedenden otiirii disfonksiyonu
hastalar i¢in tedirgin edici bir durumdur. Duyusal degisiklikler ve/veya agri
hastalarda hosnutsuzluk yaratir. Bu durum mandibulanin, dudak ve yanagin bir
kisminin ve oral mukozanin fonksiyonunu etkileyebilir. Duyusal degisiklikler sonucu
agr1, hastanin istemsiz olarak dudak ve yanagini 1sirmasi, besin ve sivilarin agizda
tutulamamasi ve uyaranla yanma duyusu olusumu gibi durumlar ortaya ¢ikabilir (20).
Somatosensoriyel yolaklarin hasari Sinir iletisinin arttigi allodini ve hiperaljezi gibi
durumlara veya sinir iletisinin azaldig1 hipoestezi veya anestezi gibi durumlara neden
olabilir (21). Sinir hasar1 ve diger sinir sistemi hastaliklarinin 6nemli bir sekeli noral
dejenerasyondur. Periferal sinir hasari ile indiiklenen anormal duyular progresif

norodejeneratif hastalik olarak degerlendirilmistir (22).

Hasar sonucu gelisen fonksiyonel eksiklik ti¢ noral mekanizma ile kompanse
olur; denerve olan hedef dokunun rejenere olan aksonlarla tekrar innerve edilmesi,
yakinindaki hasar gérmeyen aksonlarin kolateral dallanmalar1 ve sinir sisteminin
kaybedilen fonksiyonla alakali kisminin tekrar remodele olmasi (23). Fakat bir¢ok
calisma sonucunda bu mekanizmalarin tek baslarina tatmin edici fonksiyonel geri
doniisii saglayamadigr ifade edilmistir (24). Hasar sonrasinda devamliligi bozulan
sinirlerin rejenere olarak fonksiyonunu geri kazanmasi kisinin yasina, etkilenen Sinir
dalina, hasarin yeri ve hasarin tipine, yapilan cerrahi miidahalenin tipine ve
zamanlamasina ayrica aksonun rejenere olurken hasarli sahada ne kadar yol
alacagina baghdir. Bu nedenle sinir kesisi onarilmaz ise veya sinir segmentleri
arasinda genis bir bosluk kaliyor ise duyu reseptorlerinin efektif reinnervasyonunun

zayif olacag: dngoriilebilir. Insanlarda genellikle 2 cm den uzun defektlerde ortalama



norolojik geri doniisiin olacagi fakat 4 cm ve daha uzun defektlerde geri doniisiin

minimal olabilecegi ifade edilmistir (25).

Coulthard ve ark. (26) yaptiklar1 Cochrane derlemesinde iatrojenik IAS hasar

sonrast uygulanabilecek tedavi girisimlerini 3 kategori altinda siniflamiglardir:

1- Cerrahi: Sinirin a¢iga ¢ikarilmasi, eksternal néroliz, internal néroliz,
ndrorapi, néroma eksizyonu, tiibiiliizasyon, greftleme ve lazer.

2- Medikal:  Sistemik  medikasyonlar  (analjezikler,  antidepresanlar,
antiepileptikler, steroidler), topikal ajanlar (analjezikler, anestetikler).

3- Psikolojik: Danigmanlik, akapunktur, kognitif davranigsal terapi, rahatlama

terapisi, davranigsal modifikasyonlar, hipnoz.

Cerrahi tedaviler oOzellikle sinir devamliliginin kesintiye ugradigi sinir
travmalarinda endikedir. Hasarin boyutuna ve tipine gore uygulanmasi gereken
tedavi degisiklik gostermektedir. Sinir dokusunda kayiplarin olmadigi durumlarda
periferal sinirin rekonstriiksiyonu i¢in mikrocerrahi ile ug-uca birlestirme gibi
uygulamalar yapilabilmektedir. Sinir dokusunda kayiplarin oldugu durumlarda
trigeminal sinir dallarinda kullanilacak greftler icin altin standart otojen elde
edilenler, sural sinir veya auricular sinirdir (33). Bu metodun dezavantajlari; alict
saha morbiditesi, greftin limitli uzunlukta elde edilebilmesi ve potansiyel ndroma
formasyonudur  (34). Otojen greftlemenin  siirhiliklart  alternatif — sinir

rekonstriiksiyonu metotlarinin arastirilmasina neden olmustur.

Sinir rekonstriiksiyonu i¢in iiretilen, rejenere olan aksonlara rehberlik olusturacak
kanallar i¢in rezorbe olan sentetik materyallerin kullanim1 basarili sonuglar ortaya
koymaktadir. Bu greft materyalleri icin gegirgenlik, sisme miktar1 ve rezorpsiyon
hizi 6nemli parametrelerdir. Bu greft materyalleri igerigindeki kollajen gibi
ndrostimulasyon yapabilen ekstraselliiler matriks proteinleri, rejenerasyonu arttiric
etki gosterebilirler. Norotropik faktorler ndéronal biiyiimeyi, dallanmalar1 ve hasarl
akson wuglart arasinda yeni baglantilar1 arttirabilir. Biiylime faktorleri olarak;
fibroblast biiylime faktorii, sinir biiylime faktorii veya norotropinler (Norotropin 3-4-
5) kullanilabilir (35). Biiyliime faktorleri nanopartikiiller, mikropartikiiller veya
hidrojellerle tasinabilir. Bu greft materyalleri icerisindeki destek hiicreler

rejenerasyonu arttirabilir. Bu hiicrelere mezensimal kok hiicreler ve noral kok



hiicreler 6rnek verilebilir (36). Bu greft materyallerinin optimizasyonu i¢in daha
fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir ve 6zellikle trigeminal sinir i¢in bu greftlerin etkileri
tam olarak incelenmemistir. Nanomateryaller dogal dokularin bir¢ok 6zelligini taklit

edebilmektedir ve bugiinkii tedavi limitasyonlarini ¢ozebilecegi diisiiniilmektedir.

Diisiik enerji seviyeli lazer tedavisi, sinir hasar1 sonrasinda kisa siirede
uygulandiginda basarili  sonuglar  gostermistir  (30). Hasar sonrasi geg
uygulamalarinda diisiik enerji seviyeli lazer tedavisi rejenerasyon parametrelerinde
bir miktar iyilesme saglayabilmistir (31). Lazer tedavisinin yirmi yas dis ¢ekimi
sonrasinda duyusal degisikler {izerine bir miktar etkinlik gosterdigi rapor edilmistir

(32).

Medikal tedaviler daha ¢ok hasar sonrasi olusan duyu degisiklerinin tedavisi i¢in
kullanilmaktadir. Duyu sinirleri hasar1 sonrast gézlenen agrili durumlarin tedavisinde
ilk tercih farmakolojik tedavidir. Akut agri parasetamol, non-steroidal
antienflamatuar ilaglar ve/veya morfin ile basarili bir sekilde tedavi edilebilir. Post-
operatif agrimin kalici ndropatik agriya donlismesi durumunda gabapentin veya
karbamazepin gibi antiepileptik ilaglar kullanilabilir (27). Bu ilaglarin
olusturabilecegi sersemlik, agiz kurulugu, negatif duygu-durum degisiklikleri gibi
yan etkiler hastanin yasam kalitesini etkileyebilir. Lokal anestezi gibi non-invazif
tedavi yontemleri sinir hasari sonrast olusan agrinin uzun donem tedavisi ig¢in
kullanilmistir. Bu noral terapi artan sikliklarla, defalarca tekrarlanmalidir. Lokal
anestezinin bu etkisi sempatik sinir dallanmalarinin engellenmesine (28) ve pro-

inflamatuar etkilerine baglanmistir (29).

Psikolojik tedaviler ise rejenerasyona ve sinir hasarina bagli olusan
disfonksiyonlar tizerine direkt etkileri olmayan fakat hastanin bu disfonksiyonlarla

yasamasini kolaylastiracak psikolojik destegi iceren tedavilerdir.

Insanlar iizerinde uygulanan tedavilerin algilanan duyu miktarini arttirdig1 ve
daha az agr1 olusumunu sagladigi gosterilmistir. Fakat sinir rejenerasyonu tizerine

etkileri ile alakali yeterli veri bulunmamaktadir.

Giliniimiizde, yetiskinlerdeki ciddi sinir yaralanmalarini takiben tamamen geri

doniis saglayacak bir onarim teknigi bulunmamaktadir ve yalnizca cerrahi onarim



teknikleri ile elde edilen sonuglarin daha iyiye tasinamayacag diisiiniilmektedir (24).
Bu nedenle, aksonal rejenerasyonu tetikleyecek, selektif hedef se¢ilimini saglayacak
ve gerekli santral organizasyonu saglayacak yeni stratejilerin gelistirilmesi

gerekmektedir.

4.4. Periferal Sinir Hasarimin Patofizyolojisi

Sinir devamliliginin bozulmasi sonucunda hasarin distalinde kalan akson kismi
hiicre govdesinden ayrilarak dejenere olur. Akson devamliligi kesintiye ugrayan
hiicre govdesi noronal reaksiyon ve kromatoliz adi verilen c¢esitli fenotipik
degisiklikler gecirir. Wallerian dejenerasyon sonucunda hasarin distalinde sag kalan
noronlarin hedef dokuya ilerlemesi i¢im uygun bir hiicresel ortam yaratilirken,
noronal reaksiyon terminolojik olarak rejenerasyon ve aksonal rejenerasyon igin
gerekli, hiicre govdesindeki metabolik degisiklikleri ifade eder. Rejenerasyon
fonksiyonel olarak; dejenerasyonla kaybedilen, hasarin distalindeki sinir segmentinin
yenilenmesini, hedef dokunun reinnvervasyonunun saglanmasini ve fonksiyonun geri

kazanilmasini igerir (23).

Periferal sinir liflerinin devamliligini bozan hasar sonrasinda hasarin distalinde
kalan akson ve myelin kiliflar Wallerian dejenerasyon siireciyle ortadan kaldirilir. Bu
dejenerasyon retrograt olarak proksimal sinir segmentinin ufak bir kismin1 da etkiler.
Dejenerasyon son iirlinleri Schwann hiicreleri ve infiltre olan makrofajlarin ortak
caligmasi ile elimine edilir (37). Myelin kiliflarin eliminasyonu periferal sinirlerdeki
“myelin iligkili protein” gibi rejenerasyon inhibe edici faktdrlerin ortadan
kaldirilmasin1 saglar. Hasarin distalindeki Schwann hiicreleri dejenere olan
aksonlardan ortaya ¢ikan proteinler ve makrofajlardan salinan sitokinlerle uyarilarak
prolifere olur (38). Prolifere olan Schwann hiicreleri endondral tiipler igerisinde
siralanarak, rejenere olan aksonlar1 destekleyecek Bilingner bantlarini olusturur.
Schwann hiicresi sayisindaki artis hizi hasar sonrasi 3. giinde en yliksege ulagirken 2-

3 hafta icerisinde azalarak devam eder ve ii¢ kat1 sayiya ulasir (39).

Hasarin proksimalinde, hasar gdren aksonlardan ortaya c¢ikan, lokal faktorler
tarafindan indiiklenen biiyiime konileri uygun bir yolak bulduklarinda hedef doku
yoniinde uzamaya baglarlar (40). Distal sinir segmenti gibi rehberlik saglayan

yapilarin yoklugunda rejenere olan aksonlar bir bélgede kiimelenerek, immatiir
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aksonal projeksiyonlar ve bag dokudan olusan néromalar olustururlar (41). Rejenere
olan aksonlar distal sinir segmentine ulasirsa endondral tiipler igerisinde, Schwann
hiicreleri bazal laminalarini rehber alarak hedef dokuya ilerleyen rejeneratif birimleri
olustururlar. Aksonal rejenerasyon baslangicta ¢ok yavasken, hasari takip eden 3-4
giinde sabit bir degere ulasir. Aksonal rejenerasyonu stimiile ve kontrol eden
faktorlerin bircok kaynagi vardir, fakat en c¢ok hasarin lokal durumundan
etkilenmektedir. Aksonal rejenerasyon, dejenere olan sinir segmentindeki Schwann
hiicreleri ve ekstraseliiler matriksten saglanan yeterli miktarda trofik ve tropik faktor

varhiginda gerceklesir (42).

Sinir rejenerasyonu ve hedef dokularin fonksiyonel reinnervasyonundaki basari
oncelikle hasar goren aksonun hayatta kalarak rejeneratif fenotipe donmesine
baglidir. Periferal sinirin kesisi sonrasindaki ilk sekel, hasar goren noronlarin
canliligint koruyamamasi nedeniyle ortaya cikar. Siyatik sinir hasar1 sonrasinda
dorsal kok ganglionundaki duyu sinirlerinin %10 ila %30 oraninda &liimlerinin
gerceklestigi ve kiigiik noronlarin biiyiik néronlardan daha c¢ok etkilendigi rapor
edilmistir (43). Hasarla iligkili motor néron &liimlerinin ise %0 ila %10 oraninda
oldugu ve az sayidaki ndronun etkilendigi rapor edilmistir (44). Hasar sonrasi
noronal Olimiin gerceklesmesi; yas, hasarin diizeyi, hasarin hiicre goévdesine
yakinlig1 gibi faktorlere baghdir. Yetiskin ndronlarin immatiir néronlara gére daha
dayanikli oldugu (45), hiicre gévdesine yakin hasarlarin uzak hasarlara gore daha ¢ok
noéron Oliimiine neden oldugu ve rejenerasyonun engellendigi durumlarda néronlarin
Olim siirecinin uzadig1 (46) ve daha ¢ok noéronun durumdan etkilendigi rapor
edilmistir (47). Sinir hasarini takiben, noronlardaki vakuolizasyon ve apoptotik hiicre
Olimiiniin ilk bir ayda dereceli olarak arttig1 sonraki 6 aylik stiregte giderek azaldig:

siganlar tizerinde yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (48).

Aksotomi sonrasinda hiicre gévdesinde goriilen en belirgin degisiklikler Nissl
cisimciklerinin kaybolmasi (kromatolizis), ¢ekirdeklerdeki yer degisikligi, hiicre ve
¢ekirdegindeki biiyiime ve dentritlerdeki geri ¢ekilmedir (23). Hasar sonrasi hiicre
govdesinde gerceklesecek degisiklikler hasarin boyutundan, hasarin hiicre gévdesine
mesafesinden, ndronun cinsinden ve yastan etkilenmektedir. Nicel goriinti
analizlerinin yapildigr c¢alismalarda, kranial sinir kesisini takip eden 8. saatte

kromatolizisin bagladigt ve hasar sonrasi1 3. ayda geri doniisiin tamamen
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saglanamadigr  gosterilmigtir.  Reinnervasyonun  saglanamadigi  durumlarda
kromatolizis reaksiyonunun daha yogun ve uzun siireli oldugu gosterilmistir (49).
Sinir aviilsiyonunu takiben motor ndronlarda belirgin kromatolizis oldugu ve bir
kisminin apoptotoik hiicre 6liimiine gittigi gosterilmistir. Bu durum aksotomi sonrasi
ndronal reaksiyon olarak kromatolizisin basladigi ve noronun ya hayatta kalarak
rejeneratif yapi kazanmasiyla ya da ndronun apopitozuyla sonuglandigi seklinde
yorumlanmustir (50). Kromatolizisten apoptozise geg¢is, perikaryon igerisindeki
metabolik aktif mitokondri ve aksondaki niikleik asitler ve proteinlerin oksidatif
hasariyla ayn1 zamanda gerceklesmektedir. Diger taraftan aksonlarin rejenere olarak
hedef dokular1 reinnerve etmesiyle néronlar normal fonksiyon ve morfolojisine geri

donerler (51).

Ribozom kiimelenmelerinin ortadan kalkmasi artan protein senteziyle iliskilidir
ve kromatolizisin hasarli néronun anabolik cevabinin gostergesi oldugu diistiniliir.
Bu tespit aksotomi sonrasi noronlarda azalan DNA sentezi, artan RNA sentezi,
sitoplazmaya transfer edilen RNA miktarindaki artis ve hiicre protein igerigindeki

artig ile desteklenmistir (23).

4.5. Rifampisin ve Noroprotektif Etkileri

Son yillarda yapilan caligmalarla antibiyotiklerin antimikrobiyel etkilerinin
yaninda mitokondriyal kaynakli sitokrom c salgilanmasini, mikroglial aktivasyonu,
glutamat norotoksisitesini ve oksidatif stresi engelleyerek noroprotektif etkiler
olusturdugu ortaya konmustur (52). Rifampisin rifamisin’in yar1 sentetik bir
tirevidir. Genis spektrumlu bu antibiyotik Nocardia meditterranei’nin fermantasyon
triintidiir. Rifampisinin en temel yapisint alifatik ansa zincirleri tarafindan
olusturulan naftohidrokinon kromoforu olusturur (53). Rifampisin uygulamasini
takip eden 1-4 saat igerisinde maksimum serum konsantrasyonuna ulasir ve plazma
yarilanma omrii 2-5 saattir (54). Ilacin kan-beyin bariyerinden gecisinden yapisinda

bulunan lipofilik ansa zinciri sorumludur (55).

Norodejeneratif hastaliklarda reaktif oksijen iriinlerinin endojen antioksidan
mekanizmalarla kontrol edilememesi sonucu néronal hiicre 6liimlerine neden oldugu
bilinmektedir. Rifampisinin molekiiler yapisinda bulunan naftohidrokinon zinciriyle

serbest radikal uzaklastirici rol dstlenerek, ilacin noroprotektif etkilerini ortaya
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cikarttigi disiiniilmektedir (53). Buna ek olarak rifampisinin pro-apoptotik Bax
miktarimi azalttigi, anti-apoptotik B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), B-cell lymphoma-extra
large (Bcl-XL) ve iskemi ile olusan hiicre 6liimiinii durdurmada 6nemli rol oynayan
X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP), Baculoviral IAP repeat-containing
protein3 (clAP2), Cellular FLICE-inhibitory protein (c-FLIP) gibi anti-apoptotik gen
triinlerinin miktarint arttirdign  gosterilmistir (56). Rifampisinin serbest radikal
uzaklastiric1 etkisi elektron spin rezonans spektrometrik analizi ile gosterilmistir
(57). Rifampisinin antioksidatif 06zelliklerinin yaninda diger noroprotektif
mekanizmalar1 da incelenmistir. Gollapudi ve ark. (58) rifampisinin kaspaz-3 ve
kaspaz-8 aktivasyonunu ve apoptozu inhibe ettigini gostermislerdir. Bunun yaninda
rifampisinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler iizerine etkileriyle de

programlanmis hiicre 6liimiinii durdurdugu gosterilmistir (58).

Rifampisinin dopaminerjik néronlar iizerindeki néroptotektif etkileri in vivo 1-
metil-4-fenilpridium intoksikasyonu modeliyle degerlendirilmistir (59). Calisma
sonucunda rifampisinin degisik konsantrasyonlarda hayatta kalan dopaminerjik
noron sayisini arttirdigr tespit edilmistir. Xu ve ark. (60) artan dozla beraber
rifampisin 6n tedavisinin hiicre sag kaliminin arttig1 ve alfa-siniiklein ekspresyonunu
azalttigt gosterilmistir. Caligmalar lipopolisakkaritlerle stimiile edilen BV2
mikroglial  hiicrelerine  uygulanan  rifampisin  tedavisiyle pro-inflamatuar
mediatorlerin inhibe edildigi gosterilmistir (61). Rifampisinin immiin modiilator
roliinii toll-like reseptor 2 miktarindaki azalmadan sorumlu olabilecek niikleer faktor-
kappa B’nin siipresyonunu saglayarak (52) ve mitojen aktive protein kinaz miktarini
azaltarak (61) ortaya koydugunu gosteren ¢alismalar vardir. Bu bilgiler 1s18inda
rifampisinin parkinson hastaliginda anti-inflamatuar bir ila¢ olarak kullanilabilecegi

belirtilmistir.
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5. MATERYAL VE METOD

5.1. IAS Hasar1 Modeli

IAS hasar1 sonrasindaki sinir segmentlerindeki ve TG’deki hiicresel
degisikliklerin degerlendirilmesi amaciyla yirmi bes adet, yetigkin, erkek, Sprague-
Dawley cinsi sigan kullanilmistir. Deneysel girisimler Istanbul Medipol Universitesi
yerel etik komitesi tarafindan onaylanmistir. Tiim hayvanlarin bakimi sicakligr (22 +
10 ° C) ve nemin % 40-50 araliginda sabit tutuldugu, 12:12 saat aydinlik/karanlik
rejimi altinda yapildi. Hayvanlarin su ve standart laboratuvar yemine sinirsiz ulagimi
saglandi. Hayvanlarin post-operatif rahatsizliklarini en aza indirmek ve kullanilan

hayvan sayisini azaltmak i¢in ¢aba gosterildi.

Yirmi bes sicana unilateral sinir kesisi uygulandi. Sicanlarin anestezisi
intramuskiiler ketamin (60 mg/kg) ve rompun (6 mg/kg) kombinasyonu ile saglandi.
Islem sirasinda hayvanlar yan yatar pozisyonda operasyon masasina sabitlendi.
Operasyon sirasindaki anatomik belirtegler icin Naftel ve ark. (62) Sparague-Dawley
siganlardaki mandibular molar disleri innerve eden sinirler igin seri frozen-sectionlar
ile yaptiklar1 anatomik ¢aligma baz alindi. Yirmi bes adet siganin sol IAS’lerine kesi
uygulanip sag IAS’lerine kesi yapilmadan birakildi. Siganlarin yanaklari tiras
edilerek povidon iyot soliisyonu ile dezenfekte edildi. Sol goziin lateral kantusunun 5
mm agagisindan baglayan 1,5 cm’lik cilt kesisi yapildi (Resim 5.1.1.-A). Masseter
kasinin kiint diseksiyonu parotis bezinin tiikrilk kanalinin altindan sivri u¢lu mikro
forseps ile gergeklestirildi (Bahadir D 105.00, Samsun, Turkey) (Resim 5.1.1.-B).
Kiint diseksiyon sonras1 ekartasyon i¢in enjektor uclarindan elde ettigimiz ekartorler
bantlarla operasyon masasina sabitlenerek kullamldi. Sicanlarin iAS’si IAS’nin
mandibulaya giris yeri lizerinde bulunan kemik ¢ikintisinin anteriorundaki sulkus
altinda seyretmektedir (Resim 5.1.1.-C). Bu sulkus kalemle isaretlenip (Resim 5.1.1.-
D) sonrasinda kanal lateralindeki kortikal kemik tur motoru ve tungsten-Karbit
frezlerle, serum fizyolojik sogutmas: altinda kaldirildi (Resim 5.1.1.-E). 1AS’nin
kanala giris yerinin yaklagik 2 mm rostralinde, keser disin apikaline tekabiil eden
seviyede IAS mental ve keser sinir dallarma ayrilmaktadir. Sinir kesisi bu
dallanmanin hemen proksimalinde sinirin tek dal olarak devam ettigi noktadan

baslatildi (Resim 5.1.1.-F) ve bu noktadan distale dogru 1 mm’lik sinir par¢asi mikro
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makaslar (Bahadir C 102.00 Samsun, Turkiye) ile kesilerek ¢ikartildi (Resim 5.1.1.-
G) ve hasar olusturuldu. Sinirin segmental hasar1 sonrasinda masseter derin ve
yiizeyel olarak 4.0 vikril (Ethicon, Minhan, Cin) ile suture edildi. Cilt kesisi ise 4.0

ipek (Dogsan medical products, Trabzon, Turkiye) ile suture edildi.

Resim 5.1.1. : IAS hasar1 modeli. A) Cilt iizerine yapilan vertikal kesi. B) Masseter kasinin kiint
diseksiyonu. C) Ramus lateraline ulagilmasi. D) Mandibular kanal lateralinin belirlenmesi. E)
Manibular kanal lateralinde bulunan kemigin kaldiriimasi. F) IAS’e ulasimin saglanmasi. G) Sinirde 1
mm’lik segmental hasarin olusturulmasi. H) Hasar sonras1 goriiniim.
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5.2. Aksotomi Sonras: Hiicresel Degisikliklerin incelenmesi

Unilateral aksotomileri yapilan siganlar randomize olarak bes gruba ayrildi.
Sicanlar cerrahiyi takip eden 1., 3., 7., 14. ve 28. (her grup i¢in n=5) giinlerde yiiksek
doz genel anestezi altinda sakrifiye edildi. Hasarin olusturuldugu sol IAS’nin
distalinde ve proksimalinde kalan sinir kisimlar1 ve sol TG’ler ¢ikartildi. Kontrol
grubu olarak ise her gruptan randomize olarak segilen bir hayvanin sag taraftaki
IAS’nin sol tarafta aksotomi uygulanan seviyesinin distal ve proksimalinde kalan
kisimlar1 ve sag TG’leri ¢ikartildi. TG’ler sigcanlarin kraniumlari ve beyinleri
superiordan yaklasimla kaldirilip, kafa kaidesi tizerinden konumlanan TG’ler {i¢

daliyla beraber incelenmek tizere ¢ikartildi.

Hasarin distalinde ve proksimalinde kalan sinir 6rnekleri notral formaldehit
ile fikse edildi. Sinir 6rnekleri alkol serilerinden gegirilerek parafin bloklar igerisine
gomiildi. Sinir 6rnekleri parafin bloklar igerisinde aksiyel kesitleri alinacak sekilde
pozisyonlandirildi. Histolojik analizlerinin  gergeklestirilebilmesi i¢in  doku
orneklerinin mikrotom (RM 2245; Leica, Wetzlar, Almanya) ile 4 um kalinliginda
kesitleri alindi. Kesitler toluidin mavisi ile boyandi. Sinirin biitin alanindaki
biitiinligiinii koruyan akson ve Schwann hiicreleri mikroskop (DM 4000B; Leica,
Wetzlar, Almanya) ve yazilim (Stereo Investigator 7.0; MicroBrightField, Williston,
Vt) yardimiyla sayildi (Resim 5.2.1.).

TG’ler paraformaldehit (%4) ile fikse edildi ve fosfat tampon (0.1 mol/L, pH
7.4) ile hazirlanmis %10’luk siikrozda bir gece bekletildi. Ganglionlar beyin sap1
tizerindeki anatomik pozisyonlarma ve kesit alimi sirasinda {i¢ dalinin ayni kesitte
izlenebilmesi dikkate alinarak doku dondurma materyalleri igerisine gomiildii.
Kroystat ile kesitleri alinana kadar dondurulan dokular -80 C° de saklandi. TG’lerin
10 pum kalinhiginda seri kesitleri alinarak pozitif yiiklii slaytlara aktarildi. Kesitler
krezil viyole ile boyanarak seri kesitlerdeki IAS hiicre gdvdesinden yogun
bolgelerdeki hiicre govdeleri 151k mikroskop (DM 4000B; Leica, Wetzlar, Almanya)
ve yazilim (Stereo Investigator 7.0; MicroBrightField, Williston, Vt) yardimiyla
sayildi (Resim 5.2.2.). Bu degerlendirme sirasinda ¢aligmanin ilerleyen kisminda

ortaya konan IAS hiicre gévdelerinin haritalamasi verilerinden faydalanildi.
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Resim 5.2.1. : Sinir kesitlerindeki hiicresel durumun degerlendirilmesi. Hasar sonrasi 28.
giinde distal sinir segmentinden alinan drnek kesit. Siyah oklar: Schwann hiicreleri.

Resim 5.2.2. : TG kesitlerinde hiicre gévdesi yogunlugunun belirlenmesi. Hasar sonrasi 1.
giinde alinan TG kesitlerindeki hiicresel durum.

5.3. 1AS’nin TG’deki Somatotopik Organizasyonunun Belirlenmesi
[AS’nin TG igerisindeki somatotopik organizasyonunun belirlenmesi amaciyla

iki adet, disi, yetiskin Sprague-Dawley tipi sigan kullanildi. IAS aksonlarmin
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retrograt olarak isaretlenebilmesi i¢in FG (SC-358883, Santa Cruz, Heidelberg,
Almanya) kullanildi. Anestezi ve operasyon protokolleri IAS hasari modeli baslig
altinda anlatildig1 sekilde gergeklestirildi, fakat FG enjeksiyonunun yapilacagi yer
olarak IAS’in mandibular foramenden giris yapti1 yer tercih edildi. Bu amagla,
mandibular foramenin ramus lateralindeki iz disimi i{zerindeki kemik
uzaklastirilarak bu noktadan FG enjeksiyonu yapildi. Boylece enjeksiyon mental ve
keser dallarma ayrilmadan ve mandibular kanal igerisinde aksesuar dallarini
vermeden, IAS’nin ana dali igerisine yapilmasi saglandi. 2 ul FG, 4 dakika igerisinde
Hamilton enjektoriine (Microliter #701, Ghiroda, Romanya) adapte edilen
mikropipetlerin yardimiyla enjekte edildi. Bu asamada pamuk peletler enjeksiyonun
proksimaline yerlestirilerek FG’nin dokular arasindaki difiizyonuna bagli hatali
pozitif boyamalar minimize edilmeye c¢alisildi. Enjeksiyon sonrast 5. giinde
hayvanlar yiiksek doz anestezi altinda sakrifiye edildi ve bilateral ganglionlar
cikartildi. Aksotomi sonrasi hiicresel degisikliklerin incelenmesi basligi altinda
anlatilan doku takibi ve kesitleme islemleri TG’ler igin tekrarlandi. Her 4. kesit
pozitif yikli lamlar {izerine alinarak propidium iodide (PI) ile boyandi. Toz PI
(P4170, Sigma Aldrich, ABD) ile hazirlanmis 1 mg/ml konsantrasyondaki stok
cozelti fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile 1:1000 oraninda seyreltildi. Pozitif
yikli lamlar 5 dakika boyunca, oda sicakliginda ve karanlik ortamda, otomatik
calkalayici kullanilarak 1 pl/ml final konsantrasyonundaki ¢ozelti igerisinde inkiibe
edildi. FG pozitif hiicrelerin degerlendirilmesi amaciyla 405 nm filtre altinda
fotograflanan kesitlerin PI boyamalarinin degerlendirilmesi i¢in 561 nm filtre altinda
da fotograflar1 ¢ekildi. Alinan fotograflar birlestirilerek PI ile boyanan hiicrelerin
hangilerinin FG ile isaretlendigi belirlendi. FG ile retrograt olarak isaretlenen IAS’ye
ait hiicre govdeleri kirmiz1 igerisinde mavi goriintii verirken IAS’ye ait olmayan
hiicreler sadece kirmizi olarak gozlendi (Resim 5.3.1.). IAS hiicre gdvdelerinin
dagilimi ve yogunlugu her 4 kesitte bir (40 pum aralikla), kesit icerisindeki biitiin

alanda degerlendirildi.
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~ Resim 5.3.1. : TG kesitlerinde IAS hiicre gdvdesi yogunlugunun degerlendirilmesi. Beyaz ok:
IAS’e ait, FG pozitif hiicre govdeleri. Sar1 ok: Sadece PI ile boyanmis diger hiicre govdeleri (Bar:
100um).

5.4. Sistemik Rifampisin Tedavisinin Uygulanmasi

Rifampisin  tedavisinin IAS hasar1 sonras1 rejenerasyona  etkilerinin
degerlendirilmesi amaciyla 24 adet, Sprague-Dawley cinsi, yetiskin, disi si¢an
kullanildi. Sinir hasarinin olusturulmasi amaciyla hasar modeli bashig altinda
anlatilan yontem ile IAS’ye ulasim saglandiktan sonra IAS mandibular foramenin 2
mm distaline denk gelen, IAS ana dalinin mental ve keser sinir dallarma ayrilmadan
onceki kisminda mikro forseps ile 30 saniye boyunca sikistirilarak basi tipi hasar

olusturuldu.

Rifampisin ¢ozeltisi %3’likk dimetil siilfoksil (DMSO) igerisinde ¢oziilerek
hazirlandi. Kilogram basma esit hacimlerde sivi enjeksiyonunun saglanabilmesi
amactyla, ayn1 hacimdeki soliisyonda farkli miktarlarda rifampisin ¢oziilerek bu
cozeltiler kilogram bagina 5 mg ve 20 mg olacak sekilde hazirlandi. Negatif kontrol
grubunun enjeksiyonlarinda rifampisin icermeyen %3’liik DMSO kullanildi.
Soliisyonlar kullanilmadan 6nce vortekslenerek soliisyonlarin homojenitesi saglandi.
Hayvanlar operasyondan 6nce rastgele 5 mg/kg rifampisin tedavisi grubu (n=8), 20

mg/kg rifampisin tedavisi grubu (n=8) ve negatif kontrol grubu (n=8) olarak ii¢ gruba
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ayrildi. Sinir hasar1 uygulanmadan 15 dakika once, dahil oldugu grubuna gore
enjeksiyonlar1 yapilan hayvanlarin enjeksiyonlarina cerrahiyi takip eden 27 giin

boyunca, giin asir1 devam edildi. Enjeksiyonlar intraperitoneal olarak uygulandi.

5.5. FG ile Hedef Doku Reinnervasyonunun Degerlendirilmesi

Sistemik rifampisin tedavisinin degerlendirildigi asamada rejenere olan
aksonlarin hedef dokuyla morfolojik baglantilar1 FG ile degerlendirildi. Sinir
hasarinin olusturulmasini takip eden 24. giinde si¢anlar ayn1 yontemle anestezi altina
almarak yan yatar pozisyonda operasyon masasina sabitlendi. Hamilton
enjektdrlerine uyumlanan cam mikropipetler yardimiyla FG enjeksiyonlari
gergeklestirildi. Sol mental foramen iizerindeki cildin, rejenere olan aksonlar
tarafindan reinnervasyonunun degerlendirilmesi amaciyla serum fizyolojik igerisinde
coziinmiis %4 likk, 5 pl FG bes dakika icerisinde mukoza altina enjekte edildi. FG
enjeksiyonunu takip eden 4. giinde (Sinir hasarini takip eden 28. giin) si¢anlar yiiksek
doz anestezi ile sakrifiye edildi. Sol TG’ler olabildigince g¢abuk ¢ikarilarak 0.1 M
PBS de ¢oziilmis %4’lik paraformaldehitte 24 saat boyunca fikse edildi.
Ganglionlar %10’luk siikroz ¢ozeltisine aktarilarak bir gece bekletildikten sonra
doku dondurma materyalleri (Tissue-tek, Sakura Finetek, Breisgau, Almanya)
icerisine gomiildii. TG’ler sagittal eksende kryostat yardimiyla 10 pm kalinliginda
kesildi. TG’lerin medialden laterale olacak sekilde seri kesitleri alindi. Her 10. kesit
analiz i¢in incelendi ve Kesitlerdeki FG pozitif hiicreler sayildi. Kesitlerde gozlenen
biitiin FG pozitif hiicreler sayilarak her hayvan i¢in bir kesitteki ortalama FG pozitif

hiicre sayisi belirlendi.

5.6. Elektron Mikroskopi Degerlendirmesi

Yirmi sekizinci giiniin sonunda sakrifiye edilen siganlardan elde edilen, hasarin
distalindeki sinir dokular1 fosfat tamponlu (pH 7.3) %2,5 gluteraldehit (Sigma-
Aldrich Co.) igeren soliisyonda, oda sicakliginda, iki saat fikse edildi. %1 osmium
tetraoksit ile post-fiksasyonu yapilan dokular alkol serilerinden gegirilerek dehidrate
edildi. Propilen oksitten gecirilen doku ornekleri araldite CY 212 (Ciba-Geigy),
stiksinik anhidrit (Sigma-Aldrich Co), benzildimetil amin (Poly Sciences Inc.) ve
dibiitilfalat (Sigma-Aldrich Co.) igerisine gémiildii. Yar1 ince kesitler toludin mavisi

ile boyanarak 151k mikroskobunda (DM 500 Leica, Germany) degerlendirildi. Uygun
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kesitlerin se¢imi sonrasinda ince kesitler alinarak uranil asetat ve kursun sitrat ile
boyand1 (Sigma-Aldrich Co.). Iki adet histolog tarafindan elektron mikroskobunda
degerlendirildi (Leo 906 E Carl Zeiss, Germany).

Histomorfometrik analiz yar1 ince kesitler {izerinden x1000 biiyiitmedeki
goriintlilerde myelinli aksonlarin “g-oranlar1” hesaplanarak gergeklestirildi. Her
gruptan randomize olarak 200 kadar akson degerlendirildi. Degerlendirmeler
IAS’lerin transvers kesitleri randomize segilerek gerceklestirildi. “g-oranlar” akson
i¢ capmin myelinle beraber 6l¢iilen akson kalinligina béliinmesiyle bulundu. Yapisal
ve fonksiyonel olarak optimal “g-orani” 0.55-0. 69 aralig1 kabul edildi (63). Sonuglar
0-0.49, 0.50-0.54, 0.55-0.69, 0.7-1 araliklarinda smiflandirilarak degerlendirildi.
Olgiimler Tantune 76 (Baskent Universitesi Biyofizik Departmani, Ankara, Tiirkiye)
kullanilarak gergeklestirildi. Bu program sinir arastirmalarinda “g-oran1” dl¢iimleri

icin O0zel olarak gelistirilmistir.

5.7. Istatistiksel Yontem

Aksotomi sonrasi degerlendirilen Schwann hiicresi sayisi, akson sayist ve
TG’lerdeki hiicre govdesi sayilarinin istatistik degerlendirmesi amaciyla tek yonlii
varyans analizi kullanildi. Sistemik rifampisin tedavisi uygulanan si¢anlardan
degerlendirilen FG pozitif hiicre sayisinin negatif kontrol grubu ve farkli dozlardaki

tedavi gruplartyla karsilastirilmasi amaciyla yine tek yonlii varyans analizi kullanildi.

“g-oran1” sonuglar1 say1 (n) ve ylizde (%) olarak belirtildi. Kategorik veriler
Fisher’s Exact Test ve Ki Kare testi ile analiz edildi. Beklenen frekanslarin 5’ten
kiigiik oldugu durumlarda Monte Carlo Simiilasyon yontemi kullanildi. Biitiin
parametreler i¢in p<0,05 diizeyi istatistik olarak anlamli kabul edildi. Veriler SPSS
istatistik paket programinda (Version 17, Chicago IL, USA) degerlendirildi.
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6. BULGULAR

6.1. IAS Aksotomisi Sonrasi Hiicresel Degisiklikler
6.1.1. Hasarin Distalindeki Sinir Segmentinin Hiicresel Durumu

Sinirin transvers kesitlerindeki biitiin aksonlar sayildi ve total alana boliinerek
birim alandaki akson yogunlugu hesaplandi. Hasarin distalinde kalan sinir
segmentinde akson yogunlugunda hasar sonrasi 3. giinde istatistiksel anlamli bir
degisiklik gozlenmezken hasari takip eden 7. giinde aksonal yogunluk kontrol grubu
ve 3. giinle karsilagtirlldiginda istatistiksel anlamli olarak daha diisiik bulunmustur
(p<0.01). Akson yogunlugundaki en belirgin degisiklik 3. ve 7. giinler arasinda
olmustur. Hasar1 takip eden 14. ve 28. giinlerdeki aksonal yogunluk da kontrol ve 3.
giin gruplanyla karsilastirildiginda istatistiksel anlamli olarak daha az bulunmustur
(p<0.01). Buna ek olarak hasari takip eden 7. giin ve 28. giin arasindaki akson
yogunlugu da istatistiksel anlamli olarak farklilik géstermistir (p<<0.05). Hasar1 takip
eden giin sayis1 arttik¢a sinirin igerisindeki aksonlarin organizasyonel yapisindaki

bozulma artig gostermistir (Sekil 6.1.1.1.).

Hasarin distalinde kalan sinir segmentinde Schwann hiicresi yogunlugu
Wallerian dejenerasyonda beklendigi sekilde 3-7 giin araliginda artmistir (Sekil
6.1.1.1.). Kontrol grubuyla 3. giin gruplarinin karsilastirilmasinda anlaml farklilik
gozlenmemistir. Hasar1 takip eden 7. giinde Schwann hiicresi yogunlugu istatistiksel
anlamli olarak artmustir (p<0.05). 14. ve 28. giinlerde gozlenen Schwann hiicresi
yogunlugu kontrol grubu ve 3. giin Schwann hiicresi yogunlugundan daha fazla
bulunmustur (p<0.01). Bunun yaninda 28. giindeki Schwann hiicresi yogunlugu 7.

giindeki Schwann hiicresi sayisindan anlamli olarak fazla bulunmustur (p<0.01).
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Sekil 6.1.1.1. : Hasarin distalinde kalan sinir segmentindeki akson ve Schwann hiicresi
yogunlugunun zamana bagl degisimi. * kontrol grubuyla istatistiksel anlamli farkliligi, # 3.giin
grubuyla istatistiksel anlamli farkliligi, § 7. giin ile istatistiksel anlamli farklihigi ifade etmektedir. Tek
isaret p<0.05 degerleri i¢in, ¢ift isaretler p<0.01 degerleri i¢in kullanilmistir.

6.1.2. Hasarin Proksimalindeki Sinir Segmentinin Hiicresel Durumu

Hasarin  proksimalindeki  sinir  segmentinde  distal ~ segmentle
karsilastirildiginda akson sayisindaki azalma gecikmis olarak gézlenmistir. Giinlerin
ilerlemesiyle iligkili olarak kontrol grubuyla karsilastirilmasinda ilk anlamli farklilik
14. giinliik grupta gozlenmistir (p<0.05). 28. giinde dejenerasyon daha belirgin hale
gelip kontrol, 3.giin ve 7. giinle aralarindaki farklilik istatistiksel anlamlidir (Sekil
6.1.2.1.).

Schwann hiicresi yogunlugundaki artis Ozellikle 14-28 giin araliginda

belirgindir. Hasar1 takip eden 28. giinde alinan Orneklerin Schwann hiicresi
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yogunlugu ile 7. ve 14. giinlerde alinan 6rneklerin Schwann hiicresi yogunluguna
gore anlamli olarak daha coktur (p<0.05). 28 giinliikk grubun kontrol ve 3. giin
gruplarina gore Schwann hiicresi yogunlugundaki artis istatistiksel olarak daha
belirgindir (p<0.01) (Sekil 6.1.2.1.).
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Sekil 6.1.2.1. : Hasarin proksimalinde kalan sinir segmentindeki akson ve Schwann hiicresi
yogunlugunun zamana bagli degisimi. * kontrol grubuyla istatistiksel anlamli farkliligi, # 3.glin
grubuyla istatistiksel anlamli farkliligi, § 7. giin ile istatistiksel anlamh farkliligi, & 14. giin ile
istatistiksel anlamli farklilig1 ifade etmektedir. Tek isaret p<0.05 degerleri i¢in, ¢ift isaretler p<0.01
degerleri igin kullanilmistir.

6.1.3. TG’deki Hiicre Govdesi Sayisi

Aksotomi sonrasinda TG hiicre govdelerinde oOliim gozlenmistir. Hasar
sonras1 takip eden giinlerde hiicre govdesi yogunlugu giderek azalmistir. 7. giin
grubu ve kontrol grubu hiicre yogunlugu arasindaki fark istatistiksel anlamli

bulunmustur (p<0.05). 14. ve 28. giin gruplarinin hiicre govdesi yogunlugundaki
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azalma daha belirgin hale gelmistir (p<0.01). Hasar1 takip eden 1. giindeki kesitlerin
hiicre govdesi yogunlugu ile 14. ve 28. giinlerdeki hiicre govdesi yogunlugu arasinda

da istatistiksel anlamli farklilik gozlenmistir (p<0.05) (Sekil 6.1.3.1.).

TG Mandibular dalindaki hiicre govdesi yogunlugu
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Sekil 6.1.3.1. : TG mandibular dalindaki hiicre govdesi yogunlugunun zamana bagli degisimi.
* kontrol grubuyla istatistiksel anlaml farkliligi, # 3.giin grubuyla istatistiksel anlamli farklilig: ifade
etmektedir. Tek isaret p<0.05 degerleri igin, ¢ift isaretler p<0.01 degerleri i¢in kullanilmustir.

6.2. TAS’nin TG icerisindeki Somatotopik Organizasyonu

40 pm araliklarla alman kesitlerinde IAS hiicre gdvdesinin bélgesel yogunluklari
hesaplanarak sematize edilmistir. TG’nin medialinden lateraline dogru elde edilen bu
semalardan 6 tanesi temsili olarak Sekil 6.2.1.’de gosterilmistir. TG nin medial
kenarindan elde edilen ilk kesitlerde yalnizca oftalmik-maksiller dal kesit igerisinde
kalmistir. Mandibular dalin daha lateralde konulanmasi nedeniyle FG pozitif hiicreler
bu kisimda gdzlenmemistir (Sekil 6.2.1.-1). Ikinci temsili kesitte goriildiigii iizere
kesitlerin daha mediale ilerlemesiyle TG’nin mandibular dali incelenen kesitlerde
goriinlir hale gelmistir. Mandibular dalin posterior lateral kisminda yogunluk
acisindan da az olan birkag IAS’ye ait hiicre gdvdesine rastlanmistir. Fakat
beklenenden farkli olarak, mandibular ve oftalmik-maksiller dallarin ayrim kisminin

superiorunda az miktarda IAS’ye ait hiicre gdvdesine rastlanmistir (Sekil 6.2.1.-2).
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TG’nin daha medial kisminin temsil edildigi iticiincii Kesitte mandibular dalin
posterio-lateralindeki IAS’ye ait hiicre govdesi yogunlugunda artis oldugu ve
furkasyonun superiorunda bulunan FG pozitif hiicreleri bu seviyede de goriilmeye
devam ettigi tespit edilmistir (Sekil 6.2.1.-3). Dordiincii temsili kesit yaklasik olarak
TG’nin ortasma tekabiil etmektedir. Bu kesitte IAS’ye ait hiicre govdesi
yogunlugunun mandibular dalin posteriorunda halen daha yogun oldugu, fakat
anteriora dogru azalan yogunluklarla da olsa oftalmik-maksiller dal komsuluguna
dogru uzadig1 gorilmektedir (Sekil 6.2.1.-4). TG’nin lateral kismii temsil eden
besinci kesitte dordiincii kesite benzer sekilde, yine posteriorda FG pozitif hiicrelerin
yogun oldugu ve anteriora ilerledik¢e yogunlugun azaldigi gozlenmistir (Sekil 6.2.1.-
5). Son kesit TG’nin en lateral kismini temsil etmektedir ve bu kisimda oftalmik-
maksiller dal kesitin disinda kalmistir. Mandibular dalin posterio-lateralinde diisiik

yogunlukta IAS hiicre govdelerine rastlanmistir (Sekil 6.2.1.-6).
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Sekil 6.2.1. : 1AS'in TG'deki somatotopik organizasyonu. Kesitler 1-6 siralamasiyla 1°den 6’ya
dogru, TG’nin medialinden lateraline dogru ilerlemektedir.

6.3. Rifampisin Tedavisi Sonras1 Hedef Doku Reinnervasyonu

Sicanlarin mental foramenleri tizerinde bulunan mukoza ve cildin
reinnervasyonu, FG enjeksiyonunu takiben TG kesitlerinde FG pozitif hiicre
sayisinin  degerlendirilmesiyle bulunmustur (Resim 6.3.1.). 5 mg/kg sistemik
rifampisin tedavisi goren grubun TG’lerinden alinan kesitlerdeki FG pozitif hiicre
sayist (49,65+19,57) negatif kontrol grubu TG’lerinden alinan kesitlerdeki FG pozitif
hiicre sayisindan (22,14+13,59) istatistiksel anlamli olarak fazla bulunmustur
(p=0.037). 20 mg/kg sistemik rifampisin tedavisi goren grubun TG’lerinden alinan
kesitlerdeki FG pozitif hiicre sayist da (65,27+24,22) negatif kontrol grubuyla
kiyaslandiginda anlamli olarak fazladir (p=0.001). 5 mg/kg ve 20 mg/kg sistemik
rifampisin tedavisi alan hayvanlarin sonuglari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

iligki saptanmamistir (p=0.280) (Sekil 6.3.1.).
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20 mg/kg

Resim 6.3.1. : TG kesitlerinde FG pozitif hiicrelerinj goriintiileri (Bar=200um).

28



FG pozitif hiicre sayisi

100 L
20
80 *
70
60
50
40
30
20
10

Negatif kontrol Smg/kg 20mg/kg

Sekil 6.3.1. : Farkli gruplarin ortalama FG pozitif hiicre sayilari. * negatif kontrol grubuyla
istatistiksel anlamli farkliligr ifade etmek icin kullanilmistir. Tek igaret p<0.05 degerleri i¢in, ¢ift
isaretler p<0.01 degerleri i¢in kullanilmustir.

6.4. Rifampisin Tedavisi Sonrasi IAS’nin Histolojik ve Histomorfometrik
Olarak Degerlendirmesi

Negatif kontrol grubunda yapilan histolojik degerlendirmelerde miyelinsiz sinir
lifleri, miyelinli liflerde akson, miyelin yogunlugu, Schwann hiicreleri, ara bag
dokusu degerlendirildi. Negatif kontrol grubunda kiigiik biiyiitmeli fotografta normal
yogunlukta miyelinle sarili aksonlar ile birlikte farkli dejeneratif 6zellik sergileyen
sinir lifleri ayirt edildi. Ara bag dokusunda makrofajlar tarafindan sindirilmis miyelin
artiklar, miyelinsiz sinir liflerinde sisme ve kollagen liflerin yogun oldugu goriildii
(Sekil 6.4.1.-1A). Biiyiik biiyiitmeli fotograftalarda yapilan degerlendirmede doku
genelinde aksonlar normal yapisini korurken bazi liflerde miyelin kilifta ayrilmalar
ile birlikte graniiler goriinim izlendi. Bu alanda remiyelinizasyon evresinde olan
aksonda da graniiler goriinlimlii dejeneratif degisikliklerin varlig1 saptandr (Sekil
6.4.1.-1B). Aym grupta miyelin kilifin akson sitoplazmasina penetre oldugu alanlar
izlendi (Sekil 6.4.1.-1C). Doku genelinde poliaksonal Schwann hiicreleri saptandi.

Poliaksonal Schwann hiicreleri, miyelin kiliftaki hasarlar ve remiyelinizasyon
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evresindeki liflerde goriilen dejeneratif degisiklikler nedeniyle bu grupta iyilesmenin

saglikl ilerlemedigi tespit edildi.

Travma sonrasi giinlik 5 mg/kg rifampisin uygulanan grupta yapilan
degerlendirmede kontrol grubuna gore belirgin bir farklilik saptanmadi. Kiigiik
biiyiitmeli fotografta normal yap1 ve yogunluktaki miyelinli sinir liflerinin yani sira
anormal sekilli ince miyelinli sinir lifleri ayirt edildi. Baz1 noktalarda miyelin akson
temasinin yitirildigi goriildii. Poliaksonal Schwann hiicreleri, miyelinsiz sinir
liflerinde sisme ve kollajen liflerin bu grupta da yogun oldugu izlendi (Sekil 6.4.2.-
2A, 2B, 2C).

Travma sonrast 20 mg/kg rifampisin uygulanan grupta normal yogunlukta ve
diizenlenimde olan miyelinli sinir liflerinin yan1 sira bazi bolgelerde anormal sekilli
ince miyelinli sinir lifleri ve miyelin kilifta ayrilmalarin varligi saptandi. Ara bag
dokusunda diger gruplarda oldugu gibi makrofajlar tarafindan sindirilen miyelin
artiklar, miyelinsiz sinir liflerinde sisme ve kollagen lif yogunlugu belirgindi (Sekil
6.4.3.-3A). Biiyiik biiyiitmeli fotograflarda baz1 aksonlarda sitoplazmada e- yogun
odaklar goriildii (Sekil 6.4.3.-3B). Farkli alan degerlendirmesinde birkag aksonda
miyelin kilifin akson sitoplazmasina penetre oldugu saptandi (Sekil 6.4.3.-3C).

Sonugta histolojik olarak travma kaynakli yapisal degisikliklerde sistemik
rifampisin uygulamasinin histolojik degerlendirmede olumlu ya da olumsuz bir

etkisinin olmadig1 izlendi. Fakat rifampisin tedavisi alan gruplarda myelinin

organizasyonel yapisinin daha diizenli oldugu tespit edildi.

Resim 6.4.1:. Negatif kontrol grubuna ait elektron mikroskopu kesitleri. M:Normal yapidaki
miyelin kilif, M*: Dejeneratif miyelin kilif, m: miyelinlinsiz sinir lifi, A: Normal diizenlenim gdsteren
akson, A*; Dejeneratif 6zellik sergileyen akson, MI; akson sitoplazmasindaki miyelin yapisi, Sc;
Schwann hiicresi, X: Miyelin artiklar, Co; Kollajen lifler, »; miyelin kilifta ayrilma, =3;
remiyelinzasyon evresinde dejnerasyon, (Uranil Asetat& Kursun Sitrat, 1 A-2156X,1B,1C-6000X).
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Resim 6.4.2.: 5 mg/kg rifampisin tedavisi grubuna ait elektron mikroskopu kesitleri.
M:Normal yapidaki miyelin kilif, M*: Dejeneratif miyelin kilif, m: miyelinlinsiz sinir lifi, A: Normal
diizenlenim gosteren akson, A*; Dejeneratif 6zellik sergileyen akson, M ; akson sitoplazmasindaki
miyelin yapisi, Sc; Schwann hiicresi, Scp; Poliaksonal Schwann hiicresi, X: Miyelin artiklar, Co;
Kollajen lifler, »; miyelin kilifta ayrilma, 3; remiyelinzasyon evresinde dejnerasyon, (Uranil
Asetat& Kursun Sitrat, 2A-2156X,2B-6000X,2C-10000X).

Resim 6.4.3.: 20 mg/kg rifampisin tedavisi grubuna ait elektron mikroskopu kesitleri.
M:Normal yapidaki miyelin kilif, M*: Dejeneratif miyelin kilif, m: miyelinlinsiz sinir lifi, A: Normal
diizenlenim gosteren akson, A*; Dejeneratif 6zellik sergileyen akson, MI; akson sitoplazmasindaki
miyelin yapisi, Sc; Schwann hiicresi, Scp; Poliaksonal Schwann hiicresi, X: Miyelin artiklar, Co;
Kollajen lifler, »; miyelin kilifta ayrilma, 3; remiyelinzasyon evresinde dejnerasyon, (Uranil
Asetat& Kursun Sitrat, 3A-2156X, 3B-6000X, 3C-10000X).

Histomorfometrik analiz dahilinde farkli gruplardan elde edilen kesit
orneklerindeki aksonlarin “g oranlar1” hesaplandi. Optimum g-orani araligi altinda ve
iistiinde kalan araliklarla beraber oransal olarak karsilastirildr (Sekil 6.4.1.). Istatistik
analiz sonucunda optimum “g-oran1” araligr olan 0.55-0.69 araligindaki akson sayisi

oraninin negatif kontrol grubunda diger gruplara gore istatistiksel anlamli olarak

daha az oldugu tespit edildi (p=0.004).
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G-orani dagilimi
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Akson Sayisi
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o

N
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o
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0-0,49 0,50-0,54 0,55-0,69 0,7-1

Sekil 6.4.1. : Aksonlarin "g-oram" dagilimlari. 0,55-0,69 “g-orami” araliginda negatif kontrol
grubuna ait akson sayis1 diger gruplara gore istatistiksel anlamli olarak daha azdir.
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7. TARTISMA VE SONUC

Bu tezde IAS’de olusturulan segmental hasarin; hasarin distal ve
proksimalindeki sinir segmentlerinde zamana bagli olusturdugu hiicresel
degisiklikler, standart histolojik boyamalar ile akson ve Schwann hiicresi yogunlugu
iizerinden degerlendirildi. Buna ilaveten TG’deki hiicre yogunlugu, IAS hiicre
govdelerinden yogun olan bolgelerde sayilarak degerlendirildi. IAS hiicre
govdelerinin lokalizasyonu ve TG igerisindeki somatotopik organizasyonunun
degerlendirilmesi amaciyla IAS ana dali igerisine retrograt tracer olan FG
uygulamasi yapilarak sakrifikasyon sonrasi elde edilen kesitlerde Pl ile boyama
yapilarak FG pozitif hiicrelerin kesitteki diger hiicreler igerisindeki yogunlugunun
incelenebilmesi de sagland. Tezin son kisminda IAS hasar1 modeli ile bast tipi hasar
indiiklenerek 5 mg/kg ve 20 mg/kg dozlardaki sistemik rifampisin uygulamasinin
rejenerasyon tiizerinde etkileri histolojik, histomorfometrik ve hedef dokunun
fonksiyonel reinnvervasyonu diizeyinde incelendi. Histolojik ve histomorfometrik
degerlendirme amaciyla hasarin 5 mm distalinden alinan sinir Ornekleri
degerlendirilirken, hedef dokunun fonksiyonel reinnervasyonunun
degerlendirilmesinde sakrifikasyondan 4 giin 6nce hedef dokuya enjekte edilen FG
sonrast TG’deki FG pozitif hiicre sayis1 degerlendirildi. Histomorfometrik
degerlendirilme amaciyla akson i¢ capimin myelin kalinlifiyla beraber hesaplanan
capma oraniyla elde edilen “g-orani” degerleri siniflandirilarak, farkli smiflar

icerisindeki akson sayilar1 gruplar arasinda karsilastirildi.

Wallerian dejenerasyonun periferal sinir hasarina karsi gelisen dogal bir
immiin cevap oldugu Onceki ¢alismalarla gosterilmistir. Kan dolasimindan bolgeye
gelen immiin sistem hiicreleri ve bolgedeki makrofajlar dejenere olan aksonun
ortamdan uzaklastirilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Birgok immiin yanitta
merkezi roli tstlenen makrofajlara ek olarak Wallerian dejenerasyon siirecinde
Schwann hiicreleri de onemli roller iistelenmektedir. Hasar sonrasinda Schwann
hiicreleri aksonal hasara cevap olarak interlokin-lo, interlokin-1p ve timor
nekrozitan faktor-a Uretimini arttirirarak  dejenerasyonun inflamatuar fazim
baslatirlar (64). Schwann hiicreleri hasarli alana immiin hiicreleri ¢ekerken hasardan

2 giin sonra prolifere olmaya baslarlar ve dejenere olan aksonlarin fagositozu hasari
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takip eden 3.-4. giin araliginda baglar ve 2-3 hafta igerisinde sayilar1 3 katina ulasir
(39). Bu tezde ise kemik icinde seyreden ve tamamen duyu liflerinden olusan IAS
aksotomisi sonrasindaki aksonal temizlenme hizinin ve Schwann hiicresi
proliferasyonunun zamana bagl degisimi degerlendirilmistir. Bu tez sonucunda IAS
hasarmi takip eden 3. glinde Schwann hiicresi yogunlugunda artis gézlenmistir fakat
degisiklik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Zaman igerisinde Wallerian
dejenerasyonla uyumlu olarak Schwann hiicresi sayis1 baglangi¢ diizeyinin 3-4 katina
ulagmistir. Bununla beraber akson yogunlugu da Schwann hiicresindeki artigla
uyumlu olarak azalmis, bu yogunluktaki en belirgin diisiis 3-7 giin araliginda
goriilmiistiir. 14. giinde kesitlerde halen daha aksonlarin goziikkmesi dejenere
aksonlarin temizlenmesi siirecinin Schwann hiicresi proliferasyonundan daha yavas
ilerledigini gostermistir. Sinir Kesitlerinde dejenere olan aksonlarin hasarin distal
kismindan uzaklastirilmasinda 6nemli roller tdstlenen makrofajlarin  kesitlerde
gdzlenememesi, kemik ici seyri sirasinda hasara ugrayan IAS’nin rejeneratif
stirecinde gorev alacak hiicrelerin yumusak dokuyla cevrili bir periferal sinire gore
farkliliklar gosterebilecegini ortaya koymaktadir. Curtis ve ark. (65) da kemik i¢inde
bulunan sinirlerin yumusak dokularla ¢evrili sinirlerden ayri olarak degerlendirilmesi

gerektigini vurgulamiglardir.

Terim olarak Wallerian dejenerasyon genellikle hasarin distalinde bulunan
sinir kismi i¢in kullanilmaktadir. Wallerian dejenerasyonla hasarin distalinde hayatta
kalan noronlarin aksonal uzantilarin1 hedef dokuya ilerletebilecegi, uygun hiicresel
ortam saglanmaya caligilirken hasarin proksimalindeki néronlarda hayatta kalmayi,
rejenerasyonu ve aksonal uzamalar1 saglayacak metabolik degisiklikler gozlenir.
Hasar goren noronlarda 56. giine kadar “growth associated protein-43” miktarinda
artisgin gozlenmesi bu tezi desteklemektedir (66). Calismamiz sonucunda akson
yogunlugunda anlamli degisim 14. ve 28. gilinlerde gozlenmistir. Akson
yogunlugundaki degisimle uyumlu olarak Schwann hiicresindeki artis da hasar
sonrast 28. giine yaklasildiginda belirgindir.

Hasarin derecesiyle iliskili olarak noronal cevabin rejeneratif bir cevaptan
nekroza kadar degisen bir yelpazede olabilecegi bilinmektedir. Calismamizin ilk
kisminda IAS’nin 1 mm’lik segmental rezeksiyonunun olusturdugu hiicresel cevap

ayni zamanda TG’de de degerlendirilmistir. Ilk kisimdaki bu degerlendirme igin
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gerekli olan IAS hiicre gévdelerinin TG deki lokalizasyon bilgisine literatiirden tam
anlamiyla ulasilamadig1 icin, ¢alismamizin bir parcasi olarak IAS’nin TG’deki
somatotopik organizasyonun degerlendirilmesi eklenmistir. Sinirde aksotomi veya
segmental hasarla en uyumlu néral cevaplar kromatoliz, niikleer kutuplanma, hiicre
ve c¢ekirdekteki genisleme ve dentritlerdeki retraksiyondur (67). Calismamiz
sonucunda da IAS hiicre govdelerinin yogun oldugu bolgelerde hasari takip eden
giinlerdeki zamana bagli degisim tespit edilmistir. 7. giinii takip eden zamanlardaki
yogunlugun kontrol grubuna gore anlamli olarak az oldugu tespit edilmistir. 14. ve
28. giinler arasindaki farkin az olmasiyla hiicre sayisinda degisiklikle sonuglanacak
cevabin ilk 2 hafta igerisinde olugacagi sonucuna varilabilir.

Trigeminal sistem igerisinde bulunan ti¢ farkli duyu sinirinin somatotopik ve
fonksiyonel ayrimi beyin sap1 ve korteks boyunca korunmaktadir (68). Daha onceki
calismalarda somatotopik organizasyonun degerlendirilmesi amaciyla mekanik ve
termal uyaranlarin TG ve spinal trigeminal gangliondaki fonksiyonel manyetik
rezonans gorintillemeleri kullanilmistir (68). Trigeminal sistemi olusturan noral
yapilarin ve aksonal yolaklarin degerlendirilmesi i¢in post-mortem histolojik
teknikler ve kontrast manyetik rezonans goriintilleme teknikleri kullanilmistir
(69),(70). TG’nin somatotopik organizasyonu gerek cerrahlar gerekse arastirmacilar
tarafindan giincel olarak incelenen bir konudur. Submandibular bezi innerve eden
duyu sinirlerinin lokalizasyonu horseradish-peroksidaz ile retrograt tracing yapilarak
belirlenmistir (71). Launay ve ark. (72) ise korneal duyu sinirlerinin TG’deki
somatotopik organizasyonunun degerlendirilmesi amaciyla retrograt tracer
uygulamasini doku seffaflandirma ve ii¢ boyutlu goriintiillemeyle kombine etmis ve
korneal duyu innervasyonunun TG’nin dorsomedial kismindaki hiicrelerde sinirlt
oldugunu ifade etmislerdir. Chai ve ark. (73) trigeminal nevralji tedavisi igin
uyguladiklart radio frekans termokoagiilasyon isleminin optimizasyonu i¢in TG’nin
tic boyutlu somatotopik organizasyonunun bilinmesi gerektigini vurgulamistir. Bu
amagla 3 dalma farkli tracerlar verip histolojik kesitlerin ii¢ boyutlu
rekonstriiksiyonunu yaparak degerlendirmelerde bulunmuslardir. Sonug¢ olarak
oftalmik sinir hiicre govdelerinin anterio-medial kisimda bulunduklari, maksiller
sinir hiicre gévdelerinin ganglionun ortasinda lokalize oldugu, mandibular sinir hiicre

govdelerinin ise ganglionun posterio-lateral kisminda bulundugu tespit edilmistir.
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Mandibular dala ait hiicre govdelerinin posterio-lateralden medial kisma dogru da
dagildigi, bu kistmda maksiller sinire ait hiicre govdelerinin bir kismiyla iist {iste
geldigi rapor edilmistir. Bizim ¢alismamizda mandibular sinirin bir dali olan IAS tek
basina degerlendirilmistir. Sonug olarak IAS hiicre gdvdelerinin TG’nin mandibular
dalina yakin komsulugundaki posterio-lateral kisminda yogunlastigi, fakat
ganglionun daha medial kisminda anteriora dogru da dagildigi gozlenmistir.
Ganglionun medial kisminda mandibular sinir ile oftalmik-maksiller dal arasindaki
furkasyonun siiperiorunda, az yogunluklu olsa da FG pozitif noronlarin olmasi farkl
sinir dallarina ait hiicre govdelerinin beklenenden daha fazla i¢ ice goriilebilecegini
diistindiirmektedir. Calismamizda rutin somatotopik organizasyon g¢aligsmalarina ek
olarak I1AS’e ait hiicre gdvdelerinin, bulunduklar1 bdlgedeki yogunluklari da hesaba
katilarak sematize edilmistir. IAS, mandibular sinirin en biiyiik duyu siniri dali olsa
da bircok ufak sinir dali mandibular sinire dahil olmaktadir. Figiirlerde gosterilen
[AS’ye ait olmayan hiicre gdvdelerinin birincil kaynagi mandibular sinire ait diger
sinir dallarmin hiicre gdvdeleri olabilecegi gibi, FG’nin infiltre olamadigi IAS
dallarinin da hesaplanan yogunluk {izerinde bir miktar etkili olmus olabilecegi
diistiniilmektedir.

Launay ve ark. (72) doku seffaflastirma ve standart doku kesitleri iizerinden
yapilan hiicre sayimini korneal duyu sinirlerine uyguladiklar1 retrograt tracer sonrast
TG’lerde degerlendirilmistir. Her bir fare ganglionunun kontriiksiyonu i¢in 25 ila 30
adet kesit gerektigi ve her ganglion i¢in hiicre miktarinin manuel metotlarla
sayllmasinin 1 saat siirdiigli belirtilmistir. Doku seffaflagtirma sonrasinda ii¢ boyutlu
gorlintiilleme yontemiyle 24 saat igerisinde yiiksek ¢oziiniirliiklii goriintiilerin elde
edilebilecegi fakat klasik histolojik degerlendirmeler sirasinda olusan doku
kiiglilmesinin bu yontemle de ger¢eklesecegi ifade edilmistir.

IAS ile ilgili calismalarda TG kesitleri iizerinden yapilan degerlendirmeler
sikca kullanilmaktadir. Daha 6nce gerceklestirilmis ¢caligmalarin bir kisminda sadece
boyama yontemleri kullanilmis, bir kisminda ise retrograt tracerlar kullanilarak
boyama sonuglarmin ilgili sinirin  hiicre  govdelerini icerecek  sekilde
degerlendirilmesi saglanmistir. Tracer kulanilmadan yapilan ¢alismalarin bir
kisminda ganglionlar morfolojik olarak boliimlendirilerek ilgili boliim igerisinde

degerlendirmeler yapilmistir (74). Calismamiz sonucunda farkli sinir dallarina ait
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hiicre govdelerinin ice ige bulunabileceginin  gosterilmesi, ¢aligmalarin
degerlendirilmesi sirasinda sadece sinirin anatomik yakinligi ile belirlenen
bolgelerdeki hiicrelerin degerlendirilmesinin ¢eligkili sonuglara neden olabilecegini
diisiindiirmektedir. Calismamizda yapilan somatotopik organizasyon sonuglar1 IAS
hiicre govdelerinin dagilimi1 hakkinda bilgi saglasa da TG’de oldugu gibi ganglion
icerisinde farkli sinir dallarina ait hiicre govdelerinin bir arada bulundugu
durumlarda iizerinde ¢alisilan néronlarin retrograt tracer ile isaretlenerek bu hiicreler
tizerinde incelemeler yapilmasi daha dogru sonuglar ortaya koyacaktir. TG’ye benzer
yapiya sahip ganglionlarin somatotopik organizasyonlarinin belirlenmesi ile
yapilacak caligsmalara rehberlik etmesi, daha giivenilir sonuglarin elde edilmesi
saglanacaktir.

Son yillarda antibiyotikler {iizerine yapilan ¢alismalar antibiyotik
etkinliklerinin yaninda, mitokondri kaynakli sitokrom ¢ miktarini, mikroglial
aktivasyonu, glutamat norotoksisitesini ve oksidatif stresi azaltmak gibi sinir dokusu
tizerine koruyucu etkilerine dikkat ¢ekmistir (52),(75). Rifampisin genellikle
tiilberkuloz, lepra gibi mikobakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Ilacin lipofilik ansa zinciriyle kan-beyin bariyerinden gecebildigi (55) ve oral
kullanimini takiben sinir dokularinda birikimi deneysel olarak gosterilmistir (76).
Rifampisin yapisinda bulunan naptohidrokinon halkasi sayesinde ortamdaki hidroksil
radikali miktarin1 azaltarak norotoksisiteyi inhibe eder (77). Optik sinir hasari
modelinde degerlendirilen rifampisinin pro-apopitotik Bax ekspresyonunu azalttig
ve anti-apopitotik Bcl-2 ve Bcl-XL ekspresyonunu arttirdigi  galismalarla
gosterilmistir (59). Gollapudi ve ark. (58) rifampisinin antioksidatif etkilerinin
yaninda kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonunu glukokortikoid reseptor aktivasyonu
yolagiyla inhibe ederek apopitozu engelledikleri gosterilmistir. Lipopolisakkaritler
ile uyarilan BV2 mikroglial hiicrelerindeki pro-inflamatuar mediator iiretiminin
rifampisinin ile inhibe olabildigi gosterilmistir (61). Rifampisinin immunomodiilator
roliinlin degerlendirildigi bir calismada rifampisinin niikleer faktor kappa B miktarini
azalttigi ve bu durumun toll benzeri reseptor 2 miktarindaki ve mitojen aktiveli
protein kinaz fosforilasyonundaki azalmanin nedeni olabilecegi belirtilmistir (61).

Sinir sistemi dokularinda tetikledigi hiicresel molekiiler degisiklikler ve farkl

hasar ve dejeneratif modellerdeki uygulamalarindan elde edilen sonuglar

37



degerlendirildiginde rifampisinin  potansiyel ndororejeneratif etkileri ortaya
cikmaktadir. Bu ¢alismada daha 6nce degerlendirilmemis olan, rifampisinin periferal
sinir sistemi rejenerasyonu tizerine etkileri degerlendirilmistir. Bu amagla si¢anlarda
olusturulan basi tip hasar sonrasinda negatif kontrol, 5 mg/kg/giin ve 20 mg/kg/giin
seklinde ii¢ grup olusturularak bu gruplardan elde edilen sinir ornekleri 28. giin
sonunda degerlendirilmistir. Rejenere olan aksonlarin hedef dokuyla olusturduklari
fonksiyonel baglantilar FG ile degerlendirilmis ve her iki doz grubunda da rifampisin
tedavisi sonunda daha fazla fonksiyonel baglant1 elde edildigi gosterilmistir. Bu
sonucla uyumlu olarak negatif kontrol grubundaki optimum g-oranina sahip akson
sayisinin, 5 mg/kg/giin ve 20 mg/kg/giin gruplarindaki optimum g-oranina sahip
akson sayisindan istatistiksel olarak daha az oldugu tespit edilmistir. Elektron
mikroskobu ile yapilan histolojik degerlendirmelerde kesitlerin hiicresel durumlari
degerlendirilmis ve gruplar arasinda belirgin farkliliklarin olmadigi, rejenere olan
myelinlerin tedavi gruplarinda goreceli olarak daha organize oldugu sonucuna
ulasilmastir.

Bu calismadan elde edilen bilgiler dogrultusunda, rifampisinin periferal sinir
rejenerasyonuna katki saglayabilecek bir rejeneratif ajan oldugu, fakat bu
rejenerasyon sirasinda tetikledigi molekiiler ve hiicresel siireclerin ayrintili olarak
belirlenebilmesi i¢in daha ayrintili ¢aligmalara gerek oldugu sonucuna varilmistir.
Ozellikle gene-yiiz cerrahisi kliniklerinde bas-boyun bélgesinde sinir yaralanmasi
yasayarak yasam kalitesi olumsuz yonde etkilenmis hastalar iizerinde basarili bir
sekilde kullanilabilmesi i¢in, molekiiler-hiicresel siirecleri belirleyecek calismalara

ek olarak farkli faz ¢alismalarinin da yapilmasi gerekmektedir.
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