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OZET

Periferik sinir rejenerasyonu, giinimuizde hala ¢dzulemeyen bir sorun
olarak karsimiza gikmaktadir. Uridin major pirimidin niikleozididir ve Kennedy
yolagi araciligiyla membran fosfolipid sentezinin bir prekirsérudir.
Calismamizin amaci; tek tarafli siyatik sinir hasari sonrasinda sistemik
verilen dridin’in rejenerasyon ve skar dokusu olusumu Uzerine etkisinin

arastirlmasidir.

Calismada 96 adet Sprague Dawley erigkin erkek sican kullanildi.
Denekler erken (4 grup) ve ge¢ donem (4 grup) olarak ayrildi. Birinci grup
haric tim gruplarda sag siyatik sinir transeksiyon ve suturasyon uygulandi.
Birinci ve ikinci grupta salin (Sham ve Kontrol), tigiinciide Uridin 100mg/kg
(U100), dérduncude ise Uridin 500mg/kg (U500) intraperitoneal yolla 1 hafta
boyunca gunde bir kez enjeksiyonu yapildi. Erken gruplar 1., gec ise 12.
haftada sakrifiye edildi. Erken gruplarda apoptotik belirte¢, oksidasyon hasari
ve antioksidatif savunma mekanizmalari incelendi. Ge¢ donemde ise siyatik
fonksiyonel (SFI) ve elektrofizyolojik (EMG) testlerinden sonra siyatik sinirleri
cikarilarak akson iyilesmesi incelendi. U500 sigcanlarda anti-apoptoz etkisi
kontrole g6re anlamh gorualdi (p<0,05). U100 ve U500 gruplarinda
oksidasyon parametreleri kontrol gruba gére anlamh dizeyde azalmis
(p<0,001) ve anti-oksidasyon parametreleri yukselmistir (p<0,001). U500
grubunda, kontrol gruba gore sinir ayrilabilirligi agisindan anlamli olarak daha
iyi sonuglar saptandi (p=0,002). 6. ve 12. haftadaki SFI U100 ve U500
gruplarinda kontrole goére belirgin iyilesme saptandi (p<0,001). 12.haftada
EMG analizlerinde U500 ile tedavi edilen grupta kontrol ve U100 gruplarina
gore yuksek amplitid degerleri saptandi (p<0,001). Akson sayis! agisindan;
U100 ve U500 gruplarinda kontrole gore anlamli istatistiksel artis goruldu
(p<0,05).

Sonuglarimiz, sistemik uygulanan uridinin doza bagimh olarak anti-
apoptotik ve anti-oksidatif etkinlige sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica
SFI iyilesme, sinir dokusu rejenerasyonunda artig, perinoral skar dokusunda



azalma, EMG latansinda kisalma, sinir adhezyon ve seperabilite skorlarinda
iyilesme ve miyelinli akson sayisinda anlamli artiglar tespit edilmigtir.
Bulgularimiza gore Uridin periferik sinir hasarinda iyilesmeyi artirici etkinlik
gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Apoptozis, periferik sinir, Uridin, rejenerasyon, skar.



SUMMARY

Investigation Of The Effectiveness Of Uridine Treatment On Nerve
Regeneration And Scar Tissue Formation In Experimental Sciatice
Nerve Damage Model

Peripheral nerve regeneration is still unsolved problem in regenerative
medicine. Uridine as bloodstream major pyrimidine nucleoside is a precursor
of membrane phospholipid synthesis via the Kennedy pathway. Our purpose
Is investigation the effect of systemic uridine administration.after unilateral
sciatic nerve injury on regeneration and scar tissue formation.

In this study, 96 adult male Sprague Dawley rats were used. They
were divided into two main groups as early (4 groups) and late (4 groups).
Right sciatic nerve transection and suturing were performed in all groups
except first one. Intraperitoneally once a day for a week, saline in the first and
second groups (Sham and Control), Uridin 100mg/kg (U100) in the third,
Uridine 500mg/kg (U500) in the fourth groups, had been injected. Early
groups were sacrificed at the 1st and late at the 12th week. In early groups,
apoptotic marker, oxidation damage and antioxidative defense mechanisms
were examined. In the late ones, after the sciatic functional (SFI) and
electrophysiological (EMG) tests, the sciatic nerves were removed and axon
healing was examined. Anti-apoptosis effect was found to be significant in
U500 rats compared to control (p <0.05). In the U100 and U500 groups,
oxidation parameters decreased significantly compared to control (p <0.001)
and anti-oxidation parameters increased (p <0.001). In the U500 group,
significantly better results were found in terms of nerve separability than
control (p=0.002). In the 6th and 12th week SFI U100 and U500 groups
showed significant improvement compared to control (p <0.001). At 12th
week EMG analysis showed high amplitude values in U500 group compared

to control and U100 (p<0.001). In terms of the number of myelinated axons;



statistically increase observed in U100 and U500 groups compared to control
(p <0.05).

Systemically Uridine administeration has anti-apoptotic and anti-
oxidative effects, especially in a dose-dependent manner. In addition, SFI
improvement, nerve tissue regeneration, perineural scar tissue decrease,
shortening of EMG latency, nerve seperability score improvement and

myelinated axones increase were observed.

Keywords: Apoptosis, peripheral nerve, Uridine, regeneration, scar.



GiRiS

Amerika Birlesik Devletleri'nde, birinci seviye travma merkezlerinde
periferik sinir hasari (PSH) prevalansi yaklagik olarak %2,8'dir (1, 2).
Travmatik PSH; delici yaralanmalar, laserasyonlar, gerilme, iskemi ve/veya
ezilme mekanizmalari nedeniyle meydana gelebilir (3). Travmatik PSH’inda,
sinir uglari gerilmeden yaklastirilabilirse primer onarim o6nerilir ve bu tim
yaralanmalarin  %50’ini olusturmaktadir (4-6). Sinir onariminin Kkalitesi
iyilesme surecinde Onemlidir. Ancak tim vakalarda rejenerasyon sireci
1mm/gun hiziyla gergceklesmektedir ve hedef kaslarin tekrar innerve olmasi
aylar sirebilmektedir (7). Onceki c¢alismalar, yaralanma sonrasi geri
donusumsuz kas atrofisi olmamasi igin, yeniden innervasyonun 16 aydan
once tamamlanmasi gerektigini iddia etmektedir (8, 9). PSH’nin tedavisinde
direkt cerrahi tedavi veya sinir greftleme yapiliyor olsa da sadece bu

yontemlerle elde edilen klinik sonuglar ylz guldurtclt olmaktan uzaktir.

Periferik sinir hasarindaki yeniden yapilanma slrecinde aksonal
dejenerasyon ve takiben rejenerasyon meydana gelir (10, 11). Noral
rejenerasyon ve hedef dokularin re-innervasyonu; ndéron tipi, ortamdaki

blyume faktorleri ve hedef doku gibi gesitli faktorlerden etkilenir (12).

Noronlar travmatik yaralanma gegirdiginde, hucre i¢i molekuller ve
bunlarin arasinda nuUkleotidler, hicre digi c¢evreye salinir ve birgogu,
cevresindeki hicreler Uzerinde hareket ederek hasarli bdlgede erken
hiacresel yanitlari tesvik edebilir. Genel olarak nukleotidlerin birgok
patofizyolojik cevapta yer aldigi kabul edilir (13, 14). Ekstraseliler P2Y
purinerjik reseptdr sinyal yollarinin, hicresel hasardan sonra aktive
edilmesiyle birgok hticre tipinde yaralanmaya yanit olarak hicre gocu ve yara
onarim sureglerine katkida bulunurlar (15-19). Urasil nukleotidler, glial
hicrelerdeki bu spesifik membran reseptorlerine baglanir ve artan kanitlar,
periferik sinir hasarindan sonra aktive olan sinyal molekullerinden bazilarini

olusturabileceklerini gostermektedir. Uridin-5p-trifosfatin (UTP) néropatik agri
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sican modellerinde agri iletim mekanizmalarina dahil oldugu gosterilmigtir (6,
20, 21). Ayrica, hicre digi UTP konsantrasyonunun, cesitli hayvan ve
hicresel modellerde yaralanmadan sonra buyuk Olgide arttigi gézlenmistir
(22-24). Son zamanlarda, UTP'nin hicre iskeleti morfolojisindeki degisiklikleri
indukleyebildigini, gogu arttirdigini ve bir Schwann hicre (SH) hattinda yara
iyilesmesini destekleyebildigini bildirilmistir (25,26). Ayni grup tarafindan
yapilan son galismada, in vitro olarak UTP uygulamasinin, iki ana akson
tirevi sinyal yolunu bloke ederek, Krox-20'nin cAMP'ye bagh yukar
regulasyonunu azaltarak ve sinirlandirarak dengesiz bir Schwannom
hiicresinin korunmasini destekledigini gostermektedir ve Neuregulin (NRG)
sinyallesmesi ile ErbB3 reseptdriinde down regulasyon gosterilmigtir. UTP
ayrica Schwann hicre-akson kontaklarinda N-kaderin ekspresyonunu onler
ve daha fazla go¢ eden farklilagsmamis fenotipi destekler. Tum bu sireclerin
periferik sinir rejenerasyonundaki etkileri nedeniyle, sonuglari in vivo
rejenerasyon islemi boyunca UTP'nin Schwann hiicresi Uzerindeki potansiyel

rolinin daha fazla arastiriimasinin 6nemini vurgulamaktadir (27) (Resim-1).



SH kiiltiirlerinde UTP eylemi Periferik sinir rejenerasyonunda SH'lerin rolii
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Resim-1: UTP'nin kiltirdeki SH davranisi Uzerindeki etkilerine genel bakis: in vivo
potansiyel alaka diizeyi. Ne denerve bir fenotip edinilmesi ne de SH'lerin proliferasyon hizi,
izole SH'lerde in vitro olarak, UTP varliginda modiile edilmemistir; yaralanmadan kisa bir
stre sonra gerceklesen iki onemli olay. SH'lerin kiltirde gogl, hasardan sonra yarali
alandan SH'lerin goég¢unu tesvik etmekle ilgili olabilecek UTP ile arttiriimigtir. UTP ayrica
akson kilavuzlugu ve SH redifferentiasyonu icin énemli bir siire¢ olan SH-akson temasi
sirasinda N-kaderin geri kazanimini azaltmistir. Yeniden farkhlastirma islemindeki bu
potansiyel etki, dbcAMP gibi farklilagsma sinyallerinin varliginda Krox-20 artisinin UTP
tarafindan buyik o6lglide bozuldugu gézlemiyle de desteklenir. Ayrica, UTP aksonal NRG1
sinyalini engelleyebilen ve SH yeniden dagitim isleminin bozulmasina ve sonug¢ olarak
miyelinasyonun bozulmasina katkida bulunabilen ErbB3 reseptdrinin SHG'de NRG

tarafindan aktivasyonunu azaltmistir (27).

Travmatik ndronal hasarlanma, iskemik serebral patolojilerde ve
serebral ddemin patofizyolojisinde hicre membrani ve bunun en 6nemli
yapitagi olan fosfolipitlerin 6nemi bilinmektedir (28). Bu nedenle membran
fosfolipid sentezini arttiran bilesiklerin membranlarda koruyucu etkinlik
gOsterebilecegi ongoérulmektedir. Nitekim Kennedy yolaginin hiz kisitlayici
basamag@inda uretilen ve membran fosfolipid sentezinin bir preklrsori olan
CDP-kolin (Sitidin difostat-kolin)'in disaridan uygulanmasiyla gegici serebral
iskemi ve travmaya sekonder hiicre membran butinliginin bozuldugu

patolojilerde fosfotidilkolin ve sfingomiyelin sentezini attirdigi ve ayni



zamanda Fosfolipaz A2 inhibisyonu ile hasarin ilerlemesini engelledigi
bilinmektedir (29, 30).

Bu bilgilerle uyumlu olarak, si¢an siyatik sinirinin primer kesi ve sutur
modelinde sitikolin tedavisinin fonksiyonel geri kazanimi sagladidi, sinir
rejenerasyonunu arttirdigi ve post-operatif skar dokusunu azalttigi dnceki
calismalarimizda gosterilmistir (31-35). Bu modeldeki muhtemel etki
mekanizmalari arastirildiginda, Sitikolin tedavisinin sinir dokusunda MMP-9
ve MMP-2 duzeylerini ve aktivitelerini azalttigi ve TIMP-1 ile TIMP-3

duzeylerini arttirdii literaturde ilk kez gdosterilmistir (35).

Uridin, insanlarin kan dolagiminda ve anne siitiinde bulunan majér
pirimidin nukleozididir (36-38). Uridin ayni zamanda Kennedy vyolagi
araciligiyla membran fosfolipid sentezinin bir prekursoradur ve bu yolagin hiz
kisitlayici basamaginda uretilen CDP-kolin sentezini in vitro ve in vivo
kosullarda arttirdid1 bilinmektedir (29, 39, 40).

Bu calismamizda ise, bir 6n madde olarak CDP-kolin duzeylerini
arttirdigi bilinen ve insan kan dolasiminin major pirimidin nukleozidi olan
uridin’in sistemik yolla verilmesi suretiyle deney hayvanlarinda olusturulan tek
tarafli siyatik sinir hasarinda sinirin rejenerasyonu uzerine etkinligi

arastinimistir.



MATERYAL VE METOD

Bu calisma Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiltesi (BUUTF) Deney
Hayvanlar Yetistirme, Uygulama ve Arastirma Merkezi (DEHYUAM), Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali ve Anatomi Anabilim Dali laboratuvarlarinda Eylul
2018- Ocak 2020 tarihleri arasinda gergeklestirildi.

BUUTF Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK)'nun onayini
(2017-15/04) takiben sicanlar BUUTF DEHYUAM'dan temin edildi.

Calismamizda 96 adet agirliklari 220-350 gram arasindaki Sprague
Dawley cinsi erkek sican kullanildi. Tarafsiz bir gorevli tarafindan rastgele
secilen sigcanlardan 4 farkll tedavi grubu asagida belirtilen gekilde

olusturuldu.

A) Sham Grubu: Siyatik sinir kesisi yapilmadan sadece cilt-ciltalti insizyonu

ile kapatilan ve %0,9 NaCl (salin) tedavisi verilen grup.

B) Kontrol Grubu: Siyatik sinir tam kat kesisi ve siturasyonu uygulanan ve

salin tedavisi verilen grup.

C) Uridin 100 Grubu: Siyatik sinir tam kat kesisi ve siturasyonu uygulanan

ve gunlik 100 mg/kg Uridin tedavisi verilen grup.

D) Uridin 500 Grubu: Siyatik sinir tam kat kesisi ve sitiirasyonu uygulanan

ve gunlik 500 mg/kg Uridin tedavisi verilen grup
Siyatik sinir kesisi yapiimasi:

Tdm siganlar Sevofluran (Sevorane®likid, Aesica Queenborough Ltd.
Queenborough Kent MG11 5EL, ingiltere) anestezisi altinda sol yan yatar
pozisyonda ekstremiteleri operasyon masasina tespit edildiler. Sag uyluk ve
inguinal bdlge altina yerlestiriimis 1 cm kalinhginda rulo gazli bez ile
operasyon sahasina yukseklik kazandirildi. Operasyon sahasi 6nce %70

alkol ve sonra %10’luk povidone iyodine (Glividon®, Bikar ilag San, istanbul)
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solusyonu ile temizlendikten sonra girisim yapilacak saha acgik kalacak
sekilde siganlarin Uzeri steril olarak ortulda. Cerrahi girisimler, mikroskop
(Zeiss Opmi, Carl Zeiss Meditec Inc. ABD) altinda mikrocerrahi yontemler

kullanilarak yapildi.

Tdm siganlarda sag gluteal bdlgeden uyluk posterioruna uzanan 3 cm
uzunlugunda posterolateral cilt insizyonu yapildi. M. biceps femoris ve m.
gluteus superficialis bileske hatti ve Uzerini cevreleyen fasya kint
diseksiyonla agilarak siyatik sinir ortaya konuldu. Siyatik sinir siyatik
foramenden tibial ve peroneal dallarin ayrildigi noktaya kadar olan
unifasikiler oldugu boélimde Uzerindeki membrandz yapilar diseke edilerek

cevre dokulardan izole edildi (Resim-2).

Resim-2: Sol yan yatar pozisyonda sag gluteal bdlgede insizyon sonrasinda kint
diseksiyonla acilarak siyatik sinir ortaya konuldu.

Takiben sham grubu hari¢ diger gruplarda siyatik sinir foramenden 1
cm uzaklikta kesinin dizgun ve Uniform olabilmesi igin altina metal bir
disektdr konularak dermatom bigadi ile tam kat sinir kesisi yapildi. Sham
grubunda ise deneklerde ayni cerrahi islemler ile siyatik sinir ortaya konuldu,
ancak sinir kesisi yapilmadi. Kesisi yapilan diger grup deneklerde epinoral
sinir anastomoz teknigi kullanilarak mikrocerrahi yontemle proksimal ve distal
sinir gudukleri 8-0 polypropylene sutur ile (Prolene, Ethicon ®Ltd, Somerville
NJ, ABD) aralarinda 180° bulunan iki ayri noktadan suture edildi ve primer
anastomoz  saglandi.  Anastomoz  islemleri  sirasinda  gerginlik
olusturulmamasina dikkat edildi. Kunt diseksiyon ile aralanan fasya ve kas
dokusuna uygulanan traksiyon serbestlestirildiginde spontan olarak siyatik

sinirin Uzerini kapattidi icin sitlre edilmedi. Cilt 5-0 polypropylene (Prolene,
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Ethicon ®Ltd, Somerville NJ, ABD) sutur ile sutur edilerek kapatildi (Resim-
3).

Resim-3: a) Siyatik sinir foramenden 1 cm uzaklikta dermatom bigagi ile tam kat kesisi
yapildi. b) Epinéral sinir anastomoz teknigdi kullanilarak mikrocerrahi yontemle proksimal ve
distal sinir gudukleri 8-0 polypropylene sitir ile aralarinda 180° bulunan iki ayri noktadan
sutire edildi.

Deney gruplari:

A. Erken dénem gruplar:

. Erken Dénem Sham Grubu (n:8): Anestezi altinda sag siyatik sinir

diseke edildi ancak kesilmedi. Takiben deneklere 1 hafta boyunca 1
ml/kg salin (%0,9 NaCl) intraperitoneal yolla ginde bir kez enjekte
edildi.

Erken Dénem Kontrol Grubu (n:8): Anestezi altinda sag siyatik sinir
tam kat kesisi ve epinéral teknikle primer sinir anastomozu sonrasi cilt
kapatilmasini takiben deneklere 1 hafta boyunca 1 ml/kg salin (%0,9
NaCl) intraperitoneal yolla giinde bir kez enjekte edildi.

. Erken Dénem Uridin 100 Grubu (n:8): Anestezi altinda sag siyatik sinir

tam kat kesisi ve epindral teknikle primer sinir anastomozu sonrasi cilt
kapatilmasini takiben deneklere 1 hafta boyunca 100mg/kg Uridin
intraperitoneal yolla gtinde bir kez enjekte edildi.

. Erken Dénem Uridin 500 Grubu (n:8): Anestezi altinda sag siyatik sinir

tam kat kesisi ve epindral teknikle primer sinir anastomozu sonrasi cilt



kapatilmasini takiben deneklere 1 hafta boyunca 500mg/kg Uridin
intraperitoneal yolla gtinde bir kez enjekte edildi.

B. Ge¢ donem gruplar

1. Ge¢ Dénem Sham Grubu (n:16): Anestezi altinda sag siyatik sinir
diseke edildi ancak kesilmedi. Takiben deneklere 1 hafta boyunca 1
ml/kg salin (%0,9 NaCl) intraperitoneal yolla ginde bir kez enjekte
edildi.

2. Ge¢ Donem Kontrol Grubu (n:16): Anestezi altinda sag siyatik sinir
tam kat kesisi ve epindral teknikle primer sinir anastomozu sonrasi cilt
kapatiimasini takiben deneklere 1 hafta boyunca 1 ml/kg salin (%0,9
NacCl) intraperitoneal yolla glinde bir kez enjekte edildi.

3. Gec¢ Dénem Uridin 100 Grubu (n:16): Anestezi altinda sag siyatik sinir
tam kat kesisi ve epindral teknikle primer sinir anastomozu sonrasi cilt
kapatilmasini takiben deneklere 1 hafta boyunca 100 mg/kg Uridin
intraperitoneal yolla gtinde bir kez enjekte edildi.

4. Geg Dénem Uridin 500 Grubu (n:16): Anestezi altinda sag siyatik sinir
tam kat kesisi ve epindral teknikle primer sinir anastomozu sonrasi cilt
kapatiimasini takiben deneklere 1 hafta boyunca 500 mg/kg Uridin

intraperitoneal yolla gtinde bir kez enjekte edildi.

Cerrahi ve enjeksiyonlar sonrasi tum siganlarin spontan olarak
uyanmalari beklendi ve takiben kafeslerine birakildi. Her bir kafese 4 adet
sican olacak sekilde numaralandirildi. Cerrahi islem sonrasinda tim si¢anlar

standart sigan yemi ve su ile beslendi, mobilize olmalarina izin verildi.

Erken donem gruplar biyokimyasal ve molekiler biyolojik
parametrelerin analiz edilmesi amaciyla 7 gunluk tedaviyi takiben anestezi
altinda sakrifiye edildi. Siyatik sinir érneklerinde degisimleri erken dénemde
saptanabilen apoptotik belirte¢ ve biyokimyasal parametreleri (lipid
peroksidasyonu ve reaktif oksijen turevleri) incelemek amaciyla, siyatik
sinirler tamir edilen segmentini icerecek sekilde enblok olarak g¢ikarildi ve



-80°C derecede saklanmak uzere aliminyum folyo iginde sogutucuya
yerlestirildi.

Geg¢ donem gruplar cerrahi islemleri takiben motor fonksiyonel ve
elektrofizyolojik analizler icin 12. haftaya kadar takip edildiler. Ge¢ dénem
siganlar farkli analizlerin yapilabilmesi amaciyla Geg-A ve Gecg-B gruplari
olarak 2 alt gruba aynldi. Geg-A grubu siganlarda 6. ve 12. haftada her
gruptan 8'er sicana motor fonksiyonel ve elektrofizyolojik testler uygulandi.
Bu grupta sakrifiye edilmeden oOnce (12. haftada) sevofloran anestezisi
altinda sicanlarin eski cilt insizyonlar agilarak siyatik sinirleri tamir edilen
segmentini icerecek sekilde enblok olarak cikarildi ve -80°C derecede

saklanmak Uzere aliminyum folyo iginde sogutucuya yerlestirildi.

Ge¢ donem gruplardaki deneklerin diger yarisini olugturan 8’er sican
(Gec¢-B grubu) sevofluran anestezisi altinda eski cilt insizyonlari agilarak kunt
diseksiyonla siyatik sinirleri ortaya c¢ikarildi. Takiben direkt fiksasyon
amaciyla 3 kez 10’ar dakika sureyle siyatik sinirin proksimal ve distal
kisimlarini kapsayacak sekilde 2-3 ml paraformaldehit (0,1 M Fosfat tampon
icerisinde %4’luk paraformaldehit, pH: 7,4) uygulandi. Fiksasyon sonrasi
siyatik sinirin distal kismi daha uzun olacak gsekilde c¢ikarildi ve

paraformaldehit ile dolu cam siselere konuldu.

Degerlendirme:

A. Erken dénem mekanizmaya yonelik galismalar
A1. Apoptozis degerlendirmesi:

Siyatik sinirde Uridin’'in apoptotik sireclere etkisi Western Blot
yonteminde Caspase-3 proteininin analizi ile yapildi. Western Blot analizleri
icin siyatik sinir 6rnekleri homojenize ediledi. Total protein igerigi Lowry
yontemine (41) gore tayin edilen homojenatlar Laemmi tamponu (42) ile 5
dakika kaynatildi. Daha sonra esit miktarda protein iceren homojenatlar



sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAGE; Mini
Protean IlI, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) elektroforetik olarak yuaratulip
poliviniliden florid (PVDF) membranlara (Millipore, Billerica, MA, USA)
aktarildi. Membranlarin %5 sut tozu ¢ozeltisi ile bloke edilmesini takiben
spesifik anti-Caspase-3 birinci antikoruyla (1: 1000, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA) gece boyunca inkibe edildi. Ertesi gin
TBST (tris buffered saline with tween 20) tamponuyla yilkanan membranlar
uygun ikinci antikorla (1: 1000, Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA) 1 saat inkibe edildikten sonra kemiluminesans deteksiyon Kkitiyle
(Millipore, Billerica, MA, USA) muamele edildi. Protein bantlari dijital bir
tarayicida (CDigit, LI-COR Biotechnology, Lincoln, NE, USA) okutularak
Kaspaz-3 proteininin optik dansiteleri sayisal degere donusturildu. Kaspaz-3
dizeyleri tayin edildikten sonra membranlar temizleme tamponu (Thermo
Fisher Scientific, Rockford IL, USA) ile yikanarak aktin antikoru (Millipore,

Temecula, CA, USA) ile yeniden muamele edildi ve Ustteki stireg tekrarlandi.
A2.Biyokimyasal degerlendirme:

Calismamizda oksidasyon hasari ve antioksidatif savunma
mekanizmalari biyokimyasal olarak incelendi. Bu amagla ticari ELISA Kitleri
(YL Biotech, Shangai, PRC) kullanilarak sinir dokusu homojenatlarinda
superoksid dismutaz (SOD), miyeloperoksidaz (MPO), glutatyon peroksidaz
(GPx), malondialdehid (MDA) ve katalaz (CAT) diizeyleri élculdi. Olglimler
kit prosedurlerine bagl kalinarak spektrofotometrik (mQuant, Biotek,

Winooski, VT) olarak gerceklestirildi.

B. Ge¢ donem davranigsal ¢calisgmalar ve mekanizmaya yonelik

diger degerlendirmeler
B1. Fonksiyonel degerlendirme:

Fonksiyonel degerlendirme, siyatik fonksiyon indeksi (SFl) testi ile
Gec-A grubu siganlarda yapildi. SFI testine daha iyi motive olmalari amaciyla
Gec-A grubundaki siganlar bir gece dnceden ag birakildilar. Ertesi gun her iki
arka ayaklari murekkebe batiridiktan sonra 144x10x10 cm boyutlarinda

olusturulmus bir yudrime koridorunda bitis noktasina yem konularak
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yurutulddler. Yurume iglemi en iyi basi uzunlugu ve parmak arasi mesafeler
gOrulene dek birkag defa tekrarlandi. SFI testi cerrahi islemi takiben 6 ve 12.

haftalarda yapildi. Sonuglar SFI testi formula kullanilarak hesaplandi (43).
B2. Elektrofizyolojik degerlendirme:

Elektrofizyolojik degerlendirme, elektromyografi (EMG) ile Geg-A
grubu sicanlarda yapildi. Tim EMG kayitlari Bursa Uludag Universitesi Tibbi
Farmakoloji Anabilim Dali Laboratuvarlarinda Sinir ileti Hizi Olgim Seti
(MP36, BIOPAC Systems, CA, USA) ile gergeklestirildi.

Cerrahiyi takiben 6 ve 12. haftalarda, SFI testinin hemen ardindan,
Gecg-A grubundaki tum siganlar Sevofluran (Sevorane ®likid, Aesica
Queenbrough Ltd. Queenborough Kent ME |l SEL, ingiltere) anestezisi
altinda prone pozisyonda masaya yatirildi. Siganlarin ekstremiteleri serbest
birakilirken kuyruklari flaster yardimiyla gevsek bir sekilde EMG uygulanacak
masaya fikse edildi ve sirtlari tras edildi. Sirtta spina iliaca’lar birlestiren
¢izginin kranial tarafina ve 2 cm distaline keceli kalem ile birer cizgi ¢ekildi ve
sinir uyarilari trasl cilt Uzerine konan ylzey uyarici (surface stimulator)
araciligiyla bu cizgiler Gzerinden yapildi. Uyarici cup elektrodun anod ve
katod elektrodlari medulla spinalis ortalanmak suretiyle ve her uygulamada
ayni tarafa kondu. Kayitlar gastroknemius kasindan alindi. Aktif kayitlayici
elektrod olarak kullanilan igne elektrod m. gastroknemius karinciginin
Uzerine, referans igne elektrod gastrokinemius kasinin tendonuna ve toprak
elektrod olarak kullanilan igne elektrod abdomene yerlestirildi. Uyarilar 1
msn’lik surelerle 30 mV’luk sabit siddette verildi. Klinik olarak plantar
fleksiyonun goézlendigi konumda EMG’de en iyi 3 cevap 10 ms boyunca
kaydedildi ve sonuglar bu 3 cevabin ortalamasi olarak verildi. Cevabin
izoelektrik hattan elektronegatif olarak baglamasina ve artefaktin az olmasina
dikkat edildi. iki cm’lik sabit aralikh iki farkli konumdan yapilan elektriksel
uyarilar sonucu kaydedici elektroddan elde edilen bilegsik kas aksiyon
potansiyellerinin amplitid slresi ve latansi kaydedilerek sinir ileti hizlari

hesaplandi.
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B3. Makroskopik degerlendirme:

Gecg-B grubundaki siganlar ise postoperatif 12. haftada makroskopik,
histomorfolojik degerlendirme igin kullanildi. Bu siganlar kesi ile olusturulan
periferik sinir hasari ve yapilan cerrahi islem sonrasinda kendilerine yonelik
zarar verici davraniglari agisindan takip edildi. Sag ayak parmaklarinda
olusan hiperemi, 6dem ve Ulser seklinde goOzlenen bulgular kaydedildi.
Postoperatif 12. hafta sonunda incelemeye alinan ve yasayan siganlar
sevofloran anestezisi altinda sakrifiye edildi. Eski cilt insizyonu agilarak
siyatik sinirin gevre dokuya olan yapisikligl ve bu dokulardan ayrilabilirligi
degerlendirildi. Degerlendirmede cilt ve adele fasyasinin kapanmasini, sinirin
cevre kas kutlesine yapigikhdini ve bu yapilardan ayrilabilirligini belirleyen
kriterler Petersen ve ark. (44), tarafindan tarif edilen numerik grade’leme

semasi kullanilarak kantitatif skorlara donustartldu (Tablo-1).

Tablo-1: Petersen ve ark tarafindan tanimlanan Makroskopik Degerlendirme Igin sayisal
degerlendirme semasi

Doku Grade Tanimlama
Cilt ve adele fasyasi 1 Tamamen Kapanmis
2 Kismen Acik
3 Tamamen agik
Sinir yapisikhi@i ve ayrilabilirligi 1 Diseksiyon yok veya hafif kint
diseksiyon
2 Biraz kuvvetli kiint diseksiyon
3 Keskin diseksiyon

B4. Histomorfolojik degerlendirme:

Gecg-B grubu siganlarin  siyatik sinir dokularinda histomorfolojik
degerlendirme Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Anatomi

laboratuvarinda gergeklestirildi.

Siyatik sinir dokularinin (0,5-1 cm) tespiti anastomoz alanini da igerek ve

distal bolim isaretli olarak 0,1 mol/L fosfat tamponu ve %4 gluteraldehit
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(pH: 7,4) icerisinde devam edildi. Gece boyu suren tespit sonrasinda 0,1
mol/L fosfat tamponu icerisindeki %1 osmium tetroxide (OsO?) ile 2 saat
boyunca postfikse edildi. Takiben artan yiuzdelerdeki alkol serileri icerisinde
dehidrate islemi ve sonrasinda da propilen oksit ile muamele edildi.
Polimerizasyon igin Spur’'s resin (Agar Scientific) icerisine gomulerek ve
kodlanarak 70C° de bir gece suresince etuve alindi (Nuve, EN-400). Resin
bloklardan 0,5 pm kalinhginda transvers yari ince kesitler ultramikrotom
kullanilarak alindi. Lam Uzerine her lamda 3 kesit 6rnegi olacak sekilde %1
toludin mavisi - %1 boraks karisimi ile boyandi. Lam uUzerine alinan kesitler
arasinda ikiser kesit atlanarak alindi ve her 6rnegin farkl kesit duzeylerinden
olmasi saglandi. Kesitler lUzerinden rastgele drnekleme ile Zeiss Primo Star
IStk mikroskop sistemi ve Zeiss Labscope yazilimi kullanilarak, 5 megapixel
¢ozunurlukte goruntuler elde edildi. 100 x bayutme ile alinan goruntuler BMP
goruntu formatina cevrildi. Goruntusel analizler icin Scion Image (versiyon
4.0.3.2) yazilimi ve masaustu bilgisayar kullanildi. Sayim, élgim ve analizler
oncesinde mikroskop sistemi ve yakalanan goruntulerin kalibrasyonu yapildi.
Kalibrasyon igin Olympus mikrometrik lam kullanildi. Scion Image yazilimi
kullanim icin her agildiginda kalibrasyon iglemi tekrarlandi. Yazilim Gzerinde
makrolar kullanilarak 6nce bir sayim cergevesi (80x60 um, 4800 pm?)
belirlendi. Sayim ¢ergevesi her goruntl Uzerine superimpoze edildikten sonra
miyelinli aksonlar sayildi. Akson sayiminda Ust ve sad kenara degen
aksonlar ve sayim cgergevesi igerisinde kalan aksonlar sayilirken sol ve alt
kenara degen aksonlar ve gergeve disindakiler sayilmadi (Resim-4). Akson
sayimi ile birlikte gorunttlerdeki myelinli aksonlarin sinirlari gizilerek alanlari,
cevre uzunluklari, kisa ve uzun caplari hesaplandi. Her slatta, kisa ve uzun
caplar Uzerinden sayim cergevesi igerisinde kalan en az 10 aksonun bu
sekilde ortalama c¢api hesaplandi. Elde edilen verilerden 6lgim alaninda
sayllan akson sayisi, milimetre karedeki akson sayisi ve ortalama akson
caplari elde edildi (32, 34).
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200 pixel

Resim- 4: Yazilim Uzerinde akson sayimindan énce olusturulan sayim cergevesi (Beyaz
oklar sayima dahil edilen kenarlar, siyah oklar sayima dahil edilmeyen kenarlar)

istatistiksel Analiz:

Erken ve ge¢ sham grubu(n:16), Erken ve gec kontrol grubu (n:16),
Erken ve ge¢ U100 grubu (n:16) ve Erken ve ge¢c U500 gruplarindan elde
edilen biyokimyasal, fonksiyonel ve elektrofizyolojik degerlendirme skorlari
gruplar arasi karsilastirmalar igin Tek Yonli Varyans Analizi'ni (ANOVA)
takiben gruplar arasindaki sonuglarin analizinde post-hoc Tukey testi
kullanildi. Makroskopik ve anatomik analizler ile Kruskal-Wallis ve Mann-
Whitney U testiyle degerlendirildi. Tum kargilastirmalarda p<0,05 sonucu

anlamli olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Cerrahi girigsim sonuglari:

12 haftalik sureg¢ icerisinde, ge¢ donem kontrol gruptan 1 sigcan 4.
haftada ve 1 sigcan 8. Haftada; ge¢ donem U100 gruptan 1 sigan 4. haftada
ve U500 gruptan 1 sican 9. haftada kafeslerinde 6lu olarak bulundu. Diger

hayvanlar deney sureci boyunca yagsamaya devam ettiler.

12 haftalik sure igerisinde, noropatik agriya bagh sadece 1 hayvanda
sag ayak parmaklarda Ulsere yaralar olustu ve self amputasyon goruldi. Bu
sicanda parmak kayiplarinin yurime yolu analizlerini etkileyecegi

dusundlerek, yarume yolu testine ve sonuclara dahil edilmedi (Resim-5).

e

Resim-5: Self ampitasyona bagli 3,4,5 parmakta amputasyon

Erken donem apoptozis degerlendirmesi sonuglari:

Tek tarafli siyatik sinir tam kat kesi ve sutur hasarini takiben 7 gun
boyunca giinde tek doz intraperitoneal yolla verilen tridin 100 mg/kg (U100)
veya 500 mg/kg (U500) tedavisinin hasardan sonraki 7. ginde apoptotik
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degisimlere etkisi Western Blot yontemi ile aktif Kaspaz-3 dizeylerinin analiz
edilmesi suretiyle belirlenmistir. Sonuclar aktif Kaspaz-3 protein bantlarinin
optik dansitelerinin Aktin bantlarinin optik dansitelerine orantilanmasi ile elde
edilmistir. Sham grubunda elde edilen degerlerin ortalamasi 100’e
sabitlenmesi suretiyle diger gruplardaki degerler yluzde degisim olarak
bildirilmistir. Veriler ortalamazstandart hata olarak sunulmustur. istatistiksel
analizler Tek Yonli ANOVA'yi takiben post-hoc Tukey testi ile yapilmistir.
Kontrol grubuna goére kiyaslandiginda *p<0,05, ve ***p<0,001 olarak
belirtilmigtir (Sekil-1).

o b as e oo

) - Aktin

400 -

w
=1
=]

*kk

Kaspaz-3/Aktin Orani
[~]
2

=

=]
.
N

Sham Kontrol U100 U500

Sekil-1: Tek tarafli siyatik sinir tam kat kesi ve sutlr hasarinda aktif-Kaspaz-3 analizi ile
belirlenen apoptotik degisimler ve dridin tedavisinin bu apoptoza etkisi

Tek tarafli siyatik sinir tam kat kesi ve sutlr hasarini takiben 7 glin boyunca glinde tek doz
intraperitoneal yolla verilen dridin 100 mg/kg (U100) veya 500 mg/kg (U500) tedavisinin
hasardan sonraki 7. glinde apoptotik degisimlere etkisi Western Blot ydntemi ile aktif
Kaspaz-3 duzeylerinin analiz edilmesi suretiyle belirlenmistir. Sonuglar aktif Kaspaz-3 protein
bantlarinin optik dansitelerinin Aktin bantlarinin optik dansitelerine orantilanmasi ile elde
edilmstir. Sham grubunda elde edilen degerlerin ortalamasi 100’e sabitlenmesi suretiyle
diger gruplardaki degerler yizde degisim olarak bildirilmistir. ile Veriler ortalamatstandart
hata olarak sunulmustur. istatistiksel analizler Tek Yénlii ANOVA'yi takiben post-hoc Tukey
testi ile yapilmistir. Kontrol grubuna gére kiyaslandiginda *p<0,05, ve ***p<0,001 olarak
belirtiimigtir.

16



Erken donemdeki siyatik sinirden elde edilen Orneklerde kaspaz-
3/aktin orani Uridin 100 mg/kg ve Uridin 500 mg/kg grubunda kontrol grubuna
gore daha dusiik dizeylerde tespit edildi ancak sadece yiiksek doz Uridin
(500 mgl/kg) ile tedavisi alan siganlarda antiapoptoz etkisi agisindan

istatistiksel olarak anlamli gorulda.

Erken donem oksidasyon parametrelerine etkisi sonuglari:

Tek tarafli siyatik sinir tam kat kesi ve sutur hasarini takiben 7 gun
boyunca giinde tek doz intraperitoneal yolla verilen Uridin 100 mg/kg (U100)
veya 500 mg/kg (U500) tedavisinin hasardan sonraki 7. giinde oksidasyon
parametrelerine etkisi ELISA yontemi ile belirlenmistir ve sUperoksid
dismutaz (SOD), miyeloperoksidaz (MPO), glutatyon peroksidaz (GPXx),
malondialdehid (MDA) ve katalaz (CAT) duzeyleri o6lculdi. Veriler

ortalamazstandart hata olarak sunulmustur (Tablo-2).

Tablo-2: Erken dénem tek tarafli siyatik sinir tam kat kesi ve sitir hasarinda oksidasyon
parametrelerindeki degisimler ve Uridin tedavisinin bu parametrelere etkisi

Sham Kontrol U100 U500
MPO (ng/ml) 9,9+0,2***.0d 12,3+0,3 11,6+0,3 10,1+0,3***.a
MDA(nmol/ml) | 0,68+0,02***%a | 0,93+0,03 | 0,82+0,02* | 0,72+0,01***¢
SOD (ng/ml) 1,85+0,03***aa | 1 45+0,04 | 1,60+0,04 | 1,78+0,04***a
GPx (ng/ml) 14,6+0,3***.ad 11,5+0,1 12,6+0,5 13,4+0,2**
CAT (ng/ml) 18,5+0,2***.0a 14,4+0,6 | 16,2+0,4* 17,5+0,3***

istatistiksel analizler Tek Yonlii ANOVA'y! takiben post-hoc Tukey testi ile yapiimistir. Kontrol
grubuna goére kiyaslandiginda *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001 ve U100 grubuna gore
kiyaslandiginda 9p<0,05 ve 9p<0,01 olarak belirtiimistir. Miyeloperoksidaz (MPO),
Malondialdehid (MDA) Siperoksid Dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz (GPx) ve Katalaz
(CAT).

Siyatik  sinirden elde edilen erken donem  o6rneklerinde;
Miyeloperoksidaz (MPQO) miktari kontrol grubunda en ylksek, sham
grubunda en duguk duzeylerde tespit edildi. Siyatik sinir hasarini takiben
U100 uygulanan grupta MPO dulzeyleri kontrol gruba gore azalirken anlamli

istatistiksel fark saptanmadi. Siyatik sinir hasarini takiben U500 uygulanan
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grupta MPO duzeyleri kontrol ve U100 gruplarina gore anlamli derecede
azalmis olarak tespit edildi. Siyatik sinirden elde edilen erken ddénem
orneklerinde; Malondialdehid (MDA) miktarn kontrol grubunda en ylksek,
sham grubunda en disuk dizeylerde tespit edildi. Siyatik sinir hasarini
takibpen U100 ve U500 uygulanan gruplarda MDA duizeyleri kontrol gruba
gore istatistiksel olarak anlamli duzeyde azalmigtl. Ayrica MDA duzeyleri
agisindan U500 ve U100 gruplari arasinda anlamh fark mevcuttu.

Erken donem o&rneklerinde; Superoksid Dismutaz (SOD) miktar
kontrol grubunda en dusuk, sham grubunda en yiksek dizeylerde tespit
edildi. Siyatik sinir hasarini takiben U100 uygulanan grupta SOD duzeyleri
kontrol gruba goére artarken anlamli istatistiksel fark saptanmadi. Siyatik sinir
hasarini takiben U500 uygulanan grupta SOD duzeyleri kontrol ve U100
gruplarina gére anlamli derecede artmig olarak tespit edildi. Erken donem
orneklerinde; Glutatyon Peroksidaz (GPx) miktari kontrol grubunda en dusuk,
sham grubunda en ylksek duzeylerde tespit edildi. Siyatik sinir hasarini
takiben U100 uygulanan grupta GPx dizeyleri kontrol grubuna gore artarken
anlamli istatistiksel fark saptanmadi. Siyatik sinir hasarini takiben U500
uygulanan grupta GPx duzeyleri kontrol grubuna gore anlamli derecede
artarken, U100 grubuna gore anlamli fark saptanmadi. Erken ddnem
orneklerinde; Katalaz (CAT) miktari kontrol grubunda en disuk, sham
grubunda en ylUksek dlzeylerde tespit edildi. Siyatik sinir hasarini takiben
U100 ve U500 uygulanan gruplarda CAT duzeyleri kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli artis goruldi. U100 ve U500 gruplarinda CAT

dizeyleri acisindan anlamli fark saptanmadi.

Ge¢ donem makroskopik degerlendirme bulgulari:

Tdm ge¢ donemdeki sicanlarda 12 hafta sonunda yapilan
degerlendirmede cilt ve adele fasyasinin tamamen kapandigi ve insizyon
hattinda enfeksiyon veya enflamatuvar bulgu olmadigi goruldi. Takiben
hayvanlarin tamamen kapanmis olan insizyon hatti yeniden agilarak
makroskopik degerlendirildi. Degerlendirme, Petersen ve ark. (44), tarafindan

tanimlanan numerik degerlendirme skalasina gore yapildi.
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12. hafta sonunda cilt ve adele fasyasi kapanmasi agisindan 4 grup
ortalama ve standart hata deg@erleri verilmistir. 4 grup arasinda Kruskal Wallis

testi ile yapilan istatistik analizde anlamli farkhlik saptanmamistir (p>0.05).

12. hafta sonunda sinir yapisikhgr ve ayrilabilirligi agisindan Kruskal
Walllis testi ile yapilan analiz ile gruplar arasinda anlamh farklilik saptandi.
Mann-Whitney U Test ile yapilan analizlerde kontrol grup; sham grup ve
U500 gruplarina gore anlaml farkliik goruldd [Sham grup ve Kontrol grup
arasindaki p value=0.004; kontrol grup ve U500 grup arasindaki p
value=0.002 olarak saptandi (p<0.05)]. Sonug olarak Uridin 500 mg/kg ile 1
hafta intraperitoneal tedavi edilen sicanlarda, SF ile 1 hafta intraperitoneal
enjeksiyon yapilan kontrol gruba gore sinir yapigikligi ve aynlabilirligi
agisindan anlamh olarak daha iyi sonuclar elde edildi. Ancak U100 grubunda
ve kontrol grup arasinda anlamli fark saptanmadi (p>0.05) (Resim-6) (Tablo-
3).
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Resim 6: a) Cerrahi sahada geligsen ince konnektif doku (Uridin 500 grub) b) Cerrahi sahada
gelisen kalin konnektif doku (Kontrol grup) x4

Tablo-3: Sinir ayrilabilirligi ve yapisikligi ortalama ve standart sapma degerleri

Sigan Standart
Grup sayisl Ortalama Sapma Minimum Maksimum
Sham 16 1.62 0.500 1 2
Kontrol 14 2.36 0.497 2 3
Uridin 100 15 2.00 0.535 1 3
mg/kg
Uridin 500 15 1.53 0.516 1 2
mg/kg
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Geg donem Fonksiyonel degerlendirme bulgular::

Tek tarafli siyatik sinir tam kat kesi ve sutur hasarini takiben 7 gun
boyunca giinde tek doz intraperitoneal yolla verilen Uridin 100 mg/kg (U100)
veya 500 mg/kg (U500) tedavisinin hasardan sonraki 6. hafta ve 12. haftada
siyatik fonksiyon indeksine (SFI) etkisi yurime testleri sonuglarina dayanarak
analiz edilmistir. YUrume testindeki parametreler asagidaki gibi analiz
edilmistir (45) (Resim-7).

Resim-7: Ylrime testindeki parametrelerin analizi. SFI (Sciatic Funtional Index):Siyatik Sinir
Fonsiyon indeksi, E (Experimental): Deneysel, N(Normal): Normal, Print length (PL): Sag
arka ekstremite baski mesafesi, Toe Spread (TS): Saj arka ekstremite parmak acikhgi,
Intermediate Toe Spread (ITS): Sag arka ekstremite ara parmak acikligi, Distance to other

foot (TOF): Sag-sol arka ekstremite mesafesi olarak degerlendirildi.

Yurume testinin sonuglari Sekil-2'de bildirilmistir.
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Sekil-2: Yiurime testi sonuglari. Tek tarafli siyatik sinir tam kat kesi ve sitir hasarini takiben 7 gin
boyunca giinde tek doz intraperitoneal yolla verilen Uridin 100 mg/kg (U100) veya 500 mg/kg (U500)
tedavisinin hasardan sonraki 6. hafta (sol situn) ve 12. haftada (sag sutun) siyatik fonksiyonlara
etkisinin ylrime testi kullanilarak analizi yapilmigtir. Veriler ortalamatstandart hata olarak
sunulmustur. Istatistiksel analizler Tek Yénli ANOVA'yi takiben post-hoc Tukey testi ile yapilmigtir.
Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda *p<0,05,**p<0,01 ve **p<0,001; U100 grubuna gdre
kiyaslandiginda 2p<0,01 ve 233p<0,001; ve U500 grubuna gore kiyaslandiginda Pp<0,05, Pp<0,01
ve PPPp<0,001 olarak belirtilmigtir.
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Yurume testinin sonuglarina gore SFI analizi Bain ve ark. (46,47),

hesaplama yontemine gore yapilmistir.
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SFI sifir de@eri normal, -100 degeri total kayip iken, -11 ve +11

arasindaki degerler normal olarak degerlendirildi (46). SFI sonuglari Sekil-

3'te bildirilmistir.
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Sekil-3: SFI sonuglari. Tek tarafli siyatik sinir tam kat kesi ve sutlir hasarini takiben 7 giin
boyunca giinde tek doz intraperitoneal yolla verilen dridin 100 mg/kg (U100) veya 500 mg/kg
(U500) tedavisinin hasardan sonraki 6. hafta ve 12. haftada siyatik fonksiyon indeksine (SFI)
etkisi yurime testleri sonuglarina dayanarak analiz edilmistir. Veriler ortalamazstandart hata
olarak sunulmustur. istatistiksel analizler Tek Yénli ANOVA'yi takiben post-hoc Tukey testi
ile yapiimistir. Kontrol grubuna gore kiyaslandiginda **p<0,01 ve ***p<0,001; U100 grubuna
gore kiyaslandiginda 22ap<0,001; ve U500 grubuna gore kiyaslandiginda °bbp<0,001 olarak
belirtilmigstir.

Sonug olarak 6. ve 12. haftadaki yurime testi ve SFI sonuglarinda
U100 ve U500 gruplarinda kontrol grubuna gore belirgin iyilesme saptandi.
Ayrica U500 ve U100 grup arasindaki yapilan karsilastirmada hem 6. ve hem

12 haftada SFI agisindan anlamli fark gorulda.
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Gec¢ donem Elektrofizyolojik (EMG) degerlendirme bulgulari:

Tek tarafli siyatik sinir tam kat kesi ve sutur hasarini takiben 7 gun
boyunca giinde tek doz intraperitoneal yolla verilen Uridin 100 mg/kg (U100)
veya 500 mg/kg (U500) tedavisinin hasardan sonraki (A) 6. hafta ve (B) 12.
haftadaki siyatik sinir ileti hizina etkisi elektromiyografi (EMG) kaydi yapilarak
analiz edilmigtir (Sekil-4).
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Sekil-4: EMG kayitlarinin analizi. Tek tarafli siyatik sinir tam kat kesi ve sutlr hasarini
takiben 7 giin boyunca giinde tek doz intraperitoneal yolla verilen tridin 100 mg/kg (U100)
veya 500 mg/kg (U500) tedavisinin hasardan sonraki (A) 6. hafta ve (B) 12. haftadaki siyatik
sinir ileti hizina etkisi elektromiyografi (EMG) kaydi yapilarak analiz edilmistir. Veriler
ortalamazstandart hata olarak sunulmustur. istatistiksel analizler Tek Yénli ANOVA'yi
takiben post-hoc Tukey testi ile yapiimistir. Kontrol grubuna gére kiyaslandiginda ***p<0,001
ve U100 grubuna gore kiyaslandiginda 324p<0,001 olarak belirtiimistir.

6. haftadaki EMG sonuglarinda U100 ve U500 gruplarinda kontrol
grubuna gore iyilesme mevcuttu, ancak 4 grup arasinda Tek Yonli ANOVA'yi
takiben post-hoc Tukey testi ile yapilan istatistik analizde anlamli farkhlik
saptanmamistir (p>0.05). 12.Haftadaki yapilan analizlerde sadece U500 ile
tedavi edilen siganlarda kontrol ve U100 gruplarina gore istatistiksel olarak

anlamli (p<0,001) élctde yuksek amplitud degerleri elde edildi.
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Geg donem histomorfolojik degerlendirme bulgulari:

Akson sayiminda; sayim gergevesi igerisinde sayilan akson adetleri
kontrol grubu icin 49,1+11,1 sham grubu icin 67,5+8,8 U100 grubu icin
66,0x4,9 ve U500 grubu icin 66,8+4,6 olarak bulundu. Milimetrekare
Uzerinden hesaplanan sonuglar kontrol grubu icin 10,23+23,2 sham grubu
icin 14,07+18,4 U100 grubu igin 13,7+10,1 ve U500 grubu igin 13,9+9,6
olarak tespit edildi (Sekil-5, Sekil-6).

Olgum alaninda sayilan akson sayisi
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Sekil-5: Olgiim alaninda sayilan akson sayilari ve standart sapmalari, *p<0.05 kontrol grubu
ile karsilastirma.
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Sekil-6: Milimetrekaredeki akson sayilari ve standart sapmalari, *p<0.05 kontrol grubu ile
karsilastirma.

Kruskal Wallis testi sonucunda akson sayimi agisindan gruplar
arasinda farkhlik oldugu bulundu (p=0,048). Bu farkliigin hangi gruplar
arasinda olduguna bakildiginda ise kontrol ve sham gruplari arasinda akson
sayimi agisindan beklenildigi gibi anlamli istatistiksel farkhlik oldugu goéruldu
(p=0,010). Kontrol ve U100 grubu arasinda (p=0,036) ve Kontrol ve U500
grubu arasinda da (p=0,026) istatistiksel anlamhlik goruldu. Gruplar arasi
diger karsilastirmalarda anlamli farkhlik saptanmadi.

Ortalama akson c¢api agisindan degerler kontrol grubu igin 3,8+0,7
sham grubu igin 8,8+0,7 U100 grubu icin 4,9+0,8 ve U500 grubu igin 5,6+1,1

mikrometre olarak bulundu.

Kruskal Wallis testi sonucunda ortalama akson c¢aplarinda gruplar
arasindaki farklihgin p=0,006 degeri ile anlamli oldugu tespit edildi. Gruplarin
kargilagtirmali istatistik analizinde kontrol ve sham gruplari arasindaki
anlamliigin p=0.001 degerinde oldugu goéruldid. U100 ve U500 gruplarinda
kontrole gére artis olmasina ragmen p degerleri sirasiyla p=0,209 ve p=0,061
olarak bulundu. Ozellikle U500 grubu igin anlamhlia yakin bu degerin
kontrole gore ne kadarlik bir artigi ifade ettiginin gorulebilmesi i¢in yuzdelik
artiglara bakildi. Akson c¢aplarindaki yuzdelik artis U100 grubunda kontrole
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gore %29,41 ve U500 grubu icgin kontrole gbre %48,59 olarak hesaplandi
(Sekil-7, Resim-8).

Ortalamaakson ¢api
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Sekil-7: Ortalama akson gaplari ve standart sapmalari. * (Kontrol grubu ile karsilastirma), p
= 0,001. 2 Uridin 100 mg/kg grubunda kontrole gére artig, °, Uridin 500 mg/kg grubu igin
kontrole gore artis.

Resim 8: %1 toludin mavisi - %1 boraks ile boyanan ince kesitler. A, Kontrol grubu; B, Sham
grubu; C, Uridin 100 mg/kg grubu; D, Uridin 500 mg/kg grubu. Bar, 20 mikrometre.
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TARTISMA VE SONUG

Periferik sinir yaralanmasini takiben sinirin rejenerasyonu ve
fonksiyonlarini tamamen geri kazanimi gunumuzde hala rejeneratif tibbin
tam olarak ¢bzemedigi bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Periferik sinir
onarim stratejilerinin nihai amaci maksimum fonksiyonel kazanimi saglamak
ve iyilesme slresini kisaltmaktir. Amerika Birlesik Devletleri'nde periferik
sinirin hasar tedavisi i¢in yillik milyarlarca dolar harcanmaktadir (48, 49).
PSH sonrasinda optimal sinir onariminda birgok faktor etkilidir ancak ciddi
sinir yaralanmasi sonrasi erken dénemde mikrosirurjikal ydntemle primer
sutdr teknigi ile anatomik olarak akson aksona anastomoz hala altin standart
tedavi olarak kabul edilmektedir (50). Ayrica aksonal blyumenin kalitesi,
canli kalan noéron sayisi, rejenere olan aksonun oryantasyonu, hedef
dokunun durumu gibi faktorler ideal sinir onariminda olduk¢a Onem
tasimaktadir (51, 52).

Periferik sinir hasarindan sonra norotrofik faktorler; hedef dokular,
noral somalar, glial hicreler, fibroblastlar, makrofajlar ve Schwann hicreleri
dahil olmak Uzere cesitli bolgelerden eksprese edilir. Hayatta kalan noronlar
blyime modundan iletim moduna gecer ve morfolojik, fizyolojik ve molekuler
degisiklikler yapar (53, 54). Distal ve proksimal sinir uglari periferik sinir
kesisinden sonra farkli tepki gosterir. Hasarli bolgeye uzak kalan sinir kismi,
bayime ortami igin yeterli destegi saglamali ve rejenerasyon aksonu da
denervasyon atrofisine kargi kapasitesini koruyarak uygun hedef organi

yeniden canlandirmalidir (53).

Periferik sinir hasari, hem distal hem de proksimal sinir bdlgelerinde
birgok degisiklige neden olur. Yaralanma sonrasi hayatta kalan bir sinirde,
lezyonun proksimalindeki sinir kismi genellikle ilk Ranvier dugumune kadar
kalsiyum akisinin ve kalsiyum iligkili proteazlarin aktivasyonunun etkisiyle
dejenere olur. Proksimal kisimlar, yavas ve hizli aksoplazmik tagima yoluyla

oraya ulasan hucre iskelet proteinlerinin ve organellerinin etkisiyle siser.
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Hasarli aksonun dinamik olarak uzayan bir buyume konisine ihtiyaci vardir
(53, 54). Lokal protein sentezi, transkripsiyonel olaylarin katkisi olmadan bu
on degisiklikleri uyarir. Aksonlarda énceden var olan sitoskeletal elementler
proksimal sinir kitiglinden blyumeye baslayan rejenere olan aksonlarina
tasinir. Mikrotubduller, eski aksonlar ve yeni ortaya gikan aksonlar arasindaki
aksonal uzama igin gerekli malzemeleri tagsiyan kopruler gibi iglev gorur.
Rejenere olan akson kisimlari, lezyonun proksimalindeki ilk Ranvier
digumuinden uzamaya baslar. Bu ince sinir lifleri, distal sinir filizlerinin
destekleyici mikrogevresinden distal sinir ucuna dogru uzar (53, 54). Aksonal
rejenerasyon Uzerinde dogrudan veya dolayl etkileri olan molekuller
genellikle norotrofik faktorler, hiicre adezyon molekulleri ve hicre digi matris
proteinleri olarak siniflandirilabilir (53). Cevresel etkenler; distal sinir ucundan
buyume ve basgaril periferik sinir rejenerasyonu icin 6nemlidir. Rejenere olan
aksonlar, saglam aksonlar ve miyelin kilifi tarafindan dizenlenen endonoral
tiplerde denerve hedeflere dogru buydr. Distal sinir ucundaki birincil
degisiklikler dejeneratiftir ve aksonal fragmanlari ve miyelin kalintilarini
gideren “Wallerian dejenerasyonu” ile iligkilidir. PSH'ndan sonra tetiklenen
sirali bir yanit Wallerian dejenerasyonu olarak bilinir (15). Daha sonra
Schwann hucreleri aksonal ve miyelin kalintilarini giderir ve sitokinleri
salgilar, bdylece aksonal rejenerasyonu hizlandirir (55, 56). Ek olarak,
periferik sinir mikro-cevresi, sinir rejenerasyonunda yeri doldurulamaz bir rol
oynayan cesitli norotrofik faktorler veya buyume faktorleri icerir (57). Sonug
olarak, norotrofik faktorlerle duyusal veya motor iyilesmeyi arttirmak,
alternatif olarak da asiri doku inflamasyonunu ve skarlagsmasini énlemek ve
hasarli sinir onarimlarindaki etkisini arastirmak i¢in bayuk bir klinik ilgi vardir
(58). Bu iglemin sonunda, bad dokusu iskeleleri ve destekleyici Schwann
hdcrelerinden olusan bir distal sinir bolgesi kalir (53, 54, 59). Periferik sinirler;
mikro ¢evresindeki g¢esitli adezyon molekulleri, hucre digi matris molekulleri
ve norotrofik faktdrler nedeniyle omurilige gore daha kolaylikla rejenere
olabilir (60, 61).
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Resim-9: Periferik sinir liflerinin dejenerasyonu ve rejenerasyonu sureci. (A) Saglam bir sinir
lifi periferik olarak kesilir. (B) Yakin kilcal damarlardan endondral tlipe giren makrofajlar,
dejenere olan miyelin kilifindan kopan miyelin pargalarini igine alir. (C) Rejenerasyonla distal
gldik icinde bir aksonal filiz meydana gelir. Shwann hicrelerinin ylizeyi bu buyiime konisini
yonlendirir. (D) Yeni rejenere aksonun miyelinasyonu proksimal olarak baslar (58).

Bircok c¢alisma (58, 62), buyume faktorlerinin kullanimi ile sinir
rejenerasyonunun geligtirimesine ve bu sorunlarin Ustesinden gelmeye
odaklanmistir. insilin benzeri blyime faktoéri | (IGF-1), yaralanma sonrasi
motor ve duyu ndronlarinin kurtarilmasini tegvik etmenin yani sira Schwann
hdcrelerinin hayatta kalmasini ve ¢ogalmasini arttirmaktadir. IGF-1 ayrica
aksonal rejenerasyonu ve miyelinasyonu da tesvik etmektedir. Lokal olarak
kullanilan 1GF-I'in ilgili reseptérindeki baglayici proteine baglanmasi ve
hicre gobvdesine dogru retrograd yonde tasinmasi; IGF-I''n aksonal
rejenerasyona dolayh olan etkilerini agiklamaktadir. IGF-I'in aksonal tubulin
uretimini uyararak aksonal uzamayi arttirdigi gosterilmigtir. IGF-I, fibroblast
ve makrofaj farklilasmasini uyarmakta ve motondronun hayatta kalmasini
tesvik etmektedir. Son olarak, IGF-I, Schwann hicrelerinin proliferasyonunu

da tesvik etmektedir.

Travmatik ndronal hasarlanma veya iskemik serebral patolojilerde ve

serebral ddemin patofizyolojisinde hicre membrani ve bunun en 6nemli
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yapitagl olan fosfolipitlerin dnemi bilinmektedir. CDP-kolin vicudumuzda
endojen olarak olusan dogal bir bilesiktir. Yapisal olarak bir nukleotiddir.
Hicre membran fosfolipidlerinden fosfatidilkolin sentezi sirasinda hiz
kisitlayici basamakta ortaya gikar (28, 29). Disaridan verilen CDP-kolin in (bu
durumda sitikolin adini alir) fosfatidilkolin artisini  saglayarak hcre
membranin yenilenmesi ve onarilmasini arttirici etkileri mevcuttur. Bu yararli

etkileri ¢esitli deneysel ve klinik ¢galismalar ile kanitlanmistir (35).

Bu galismada, insan kan dolagiminin major primidin nikleozidi olan ve
bir 6n madde olarak CDP-kolin dlzeylerini arttirdigi bilinen Uridin' in sistemik
yolla verilmesi suretiyle deney hayvanlarinda olusturulan tek tarafli siyatik
sinir hasarinda sinirin rejenerasyonu ve skar dokusu olugsumu Uzerine
etkinligi arastinlmistir. Uridin etkinligi; motor fonksiyonel (Siyatik Fonksiyon
indeksi; SFI, elektromiyografi; EMG, makroskopik (numerik degerlendirme
skalasi), biyokimyasal (lipid peroksidasyon ve reaktif oksijen turevleri; ROS,
molekiler biolojik (apoptotik  belirtecler), histomorfolojik analizlerle

degerlendirilmigtir.

Uridin, insanlarin kan dolagiminda ve anne sitiinde bulunan major
primidin niuikeozididir (36-38). Ayrica Uridin-5p-trifosfatin (UTP) bir yapi tagi
olarak ayni zamanda Kennedy yolagl aracihgiyla membran fosfolipid
sentezinin bir prekursorudir ve bu yolagin hiz kisitlayici basamaginda
uretilen CDP-kolin sentezini in vitro ve in vivo kosullarda arttirdigi
bilinmektedir (29, 39, 40) (Resim-10).
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Resim-10: Kennedy yolagi yoluyla fosfatidilkolin (PC) biyosentezi. Siganlarda plazma sitidin,
ana dolasan pirimidindir, ancak insanlarda primer dolagsimdaki pirimidin, uridindir. Sigan kan-
beyin bariyerinde (KBB), Sitidin icin yuksek afiniteli bir tasiyici bulunmadigindan, sadece
kiguk miktarlarda dolasan Sitidin beyin CTP(Sitidin Trifosfat)'sine dénusturalir; bununla
birlikte Uridin, beyne, yiiksek afiniteli bir tagiyici (CNT2) yoluyla kolayca girerek UTP (Uridin
Tri fosfat)'yi verir; bu daha sonra CTP sentaz ile CTP'ye doénusturulir. Bu CTP, PC
(Fosfokolin) olusturmak i¢in diasilgliserol (DAG) ile birlestirilen endojen CDP-kolini
olusturmak igin fosfokolin ile reaksiyona girer(37).

Bizim bu calismada PSH modelimizde Uridin’i koruyucu madde olarak
tercin etme nedenimiz, Uridin'in sinir hiicresi gelisimini arttirici ve noéronal
hasardan koruyucu etkinliklerinin daha ©Once baska bircok modelde
gosterilmis olmasidir. Onceki caligmalarda digaridan Uridin uygulamasinin
sinir hucrelerinin dallanmasini arttirdigi  gosterilmistir (63). Bu 06zelligiyle
siyatik sinir hasar modellerinde denenen sinir hicresi biylime faktorlerinin
(Nerve Growth Factor; NGF) bu modelde bildirilen etkinligini taklit edebilecegi
ispat edilmistir (64) Uridin'in periferik sinirlerde olusturulan hasara karsi
kullanilabilir olma ihtimali sadece sinir hucrelerinde proliferatif etkinligi degil
ayni zamanda anti-apoptotik etkinligi ile de iliskilidir. Cansev ve ark. (65-68),
Uridin bilesiginin yenidogan sigan hipoksik-iskemik ensefalopati (HIE) ve
hiperoksik beyin hasari modellerinde apoptotik sinir hicresi 6lumunu
baskilamak suretiyle noroprotektif etkinlik gosterdigi ve uzun donemli
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takiplerde geng eriskin siganlardaki kognitif fonksiyon bozuklugunu anlamh
sekilde azalttigini gostermiglerdir.

Bunun yani sira Uridin tedavisi HIE modelinde histon deasetilaz
(HDAC) aktivitesini de azaltmak suretiyle beyin hasarini iyilestirmeye katkida
bulunmaktadir (67). Siyatik sinir hasarinda da apoptozis ve inflamasyon gibi
benzer mekanizmalar sinir hasarina katkida bulunmakta ve sinirin
fonksiyonel iyilesmesine engel olmaktadir. Ayrica, HDAC inhibitorlerinin PSH
sonucu ortaya g¢ikan noropatiyi azalttigi bircok galismada gosterilmistir (69-
72).

Uridin uygulamasi PC12 hiicrelerinde, striatal dilimlerde ve kemirgen
beyinlerinde sitidin-5p-difosfokolin (CDP-kolin) seviyelerini arttirmaktadir.
CDP-kolinin inme ve HIE dahil diger norodejeneratif durumlar Uzerinde
yapilan deneysel ve klinik galigmalarda yararl etkiler sergiledigi bildirilmigtir.
Uridin nuikleotidlerinin (UTP ve uridin-5p-difosfat [UDP]), P2Y reseptorlerine
(P2Y2, P2Y4 ve P2Y6) baglanmasiyla olusan uyari, apoptozu azaltarak
noroprotektif etki saglar. Uridin uygulamasi PC12 hiicrelerinde ve kemirgen
beyinlerinde UTP duzeylerinde artisa neden olur. Hipoksik iskemik beyin
hasarini takiben art arda 3 giin boyunca intraperitoneal Uridin uygulamasinin,
yenidogan siganlarda hipokampusun cornu ammonis'deki CA1 ve CA3
bolgelerinin enfarktis hacmini, TUNEL (+) hicre oranini ve aktif Kaspaz-3
ekspresyonunu azalttigini gosterilmigtir (65).

Bizim galismamizda ise ilk kez intraperitoneal Uridin uygulanmasinin
periferik sinir rejenerasyonu ve skar azalmasindaki etkisi arastirilmigtir.
Erken donem sigan siyatik sinir kesisi ve primer anastomoz modelinde 7
glnde tek doz intraperitoneal yolla verilen uridin 100mg/kg (dlisuk doz) veya
500mg/kg (yuksek doz) tedavisinin hasardan sonraki 7 ginde apoptotik
degisimlere etkisi aktif Kaspaz-3 duzeylerinin analiz edilmesi suretiyle
belirlenmistir. Yapilan degerlendirmede U500 grubun kontrol grubuna gore
anlamli derecede anti-apoptotik etkisi gosterilmistir(p<0,05). Ancak U100
grup icin anti-apoptotik etki agisindan artis olmasina ragmen kontrol gruba
gore anlamh degildi (p>0,05). Bu da doza bagmli bir etki olarak
degerlendirilmistir.
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Erken donemde calismamizda oksidasyon hasari ve anti-oksidatif
savunma mekanizmalari biyokimyasal olarak incelendi ve oksidasyon
parametrelerine etkisi ELISA yontemi ile belirlendi. Siyatik sinirden elde
edilen erken donem o6rneklerinde; bir oksidasyon parametresi olarak, siyatik
sinir hasarini takiben U100 uygulanan grupta MPO duzeyleri kontrol gruba
gore azalirken anlamh istatistik fark saptanmadi(p>0,05). Siyatik sinir
hasarini takiben U500 uygulanan grupta MPO dizeyleri kontrol (p<0,001) ve
U100 (p<0,05) gruplarina gére anlamli derecede azalmis olarak tespit edildi.
Siyatik sinirden elde edilen erken dénem o6rneklerinde; Diger oksidasyon
parametresi olarak; U100 (p<0,05) ve U500 (p<0,001) uygulanan gruplarda
MDA duzeyleri kontrol gruba goére istatistiksel olarak anlaml dizeyde
azalmisti. Ayrica MDA duzeyleri agisindan U500 ve U100 gruplari arasinda
anlamli fark mevcuttu (p<0,05). Erken donem 6rneklerinde; Bir anti-oksidan
parametresi olarak, Superoksid Dismutaz (SOD) miktari kontrol grubunda en
dusuk, sham grubunda en ylksek dlzeylerde tespit edildi. Siyatik sinir
hasarini takiben U100 uygulanan grupta SOD duzeyleri kontrol gruba gore
artarken anlamli istatistiksel fark saptanmadi (p>0,05). Siyatik sinir hasarini
takiben U500 uygulanan grupta SOD duzeyleri kontrol (p<0,001) ve U100
(p<0,05) gruplarina gore anlamli derecede artmis olarak tespit edildi. Erken
doénem oérneklerinde; Glutatyon Peroksidaz (GPx) miktari kontrol grubunda en
disuk, sham grubunda en ylksek duzeylerde tespit edildi. Siyatik sinir
hasarini takiben U100 uygulanan grupta GPx duzeyleri kontrol grubuna gore
artarken anlamli istatistik fark saptanmadi (p>0,05). Siyatik sinir hasarini
takiben U500 uygulanan grupta GPx duzeyleri kontrol grubuna gore anlaml
derecede artarken (p<0,01), U100 grubuna goére anlamh fark
saptanmadi(p>0,05). Erken donem orneklerinde; Katalaz (CAT) miktar
kontrol grubunda en dusuk, sham grubunda en yuksek duzeylerde tespit
edildi. Siyatik sinir hasarini takiben U100 (p<0,05) ve U500 (p<0,001)
uygulanan gruplarda CAT duzeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli artig goruldi. U100 ve U500 gruplarinda CAT duzeyleri agisindan
anlaml fark saptanmadi (p>0,05). Sonu¢ olarak anti-oksidan etkisi U500
grubunda daha belirgin anlamh artmig olmakla birlikte, U500 ve U100

gruplarinin ikisinde de anlamh etki goraldu.
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Diger yandan uridinin anti-enflamatuvar etkisi sinir sistemi ile sinirh
degildir ve diger organlardaki son galismalar Uridin’in anti-inflamatuvar ve
anti-fibrotik dzelliklere sahip oldugunu gdstermistir.  Ornegin; Uridin’in
bleomisin kaynakli akciger hasarinda inflamasyonu ve fibrozisi inhibe ettigi,
ayrica iskemi / reperflzyon hasari sirasinda sigan miyokardindaki metabolik
surecler Gzerindeki koruyucu etkisi gosterilmistir (73, 74).

Calismamizda; Uridin’in sinirin rejenerasyonu ve skar dokusu olusumu
uzerine  etkinligi  degerlendirildiginde; ge¢  donem  makroskopik
degerlendirmede, Uridin 500mg/kg ile 1 hafta intraperitoneal tedavi edilen
sigcanlarda, SF ile 1 hafta intraperitoneal enjeksiyon yapilan kontrol gruba
gore sinir yapisikhdr ve ayrilabilirligi agisindan anlamh olarak daha iyi
sonugclar elde edildi ve daha az skar dokusu gelistigi goruldu (p:0.002). Ancak
Uridin 100mg/kg grubunda ve kontrol grup arasinda anlamli fark saptanmadi
(p>0.05). Bir bagka deyigle, Uridin etkisinin doza bagimli olarak ortaya ¢iktigi
goruldu. Histomorfolojik degerlendirme sonuglarimiza gore ise; akson sayimi
agisindan kontrol ve U100 grubu arasinda, ayni zamanda kontrol ve U500
grubu arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark goruldl. Ayrica akson
caplari agisindan gruplar arasindaki farklihkta U100 ve U500 gruplarinda
kontrole gore artis olmasina ragmen, p degerleri sirasiyla p=0,209 ve
p=0,061 olarak bulundu (p>0.05). Ozellikle U500 grubu igin anlamhliga yakin
bu degerin kontrole gére ne kadarlik bir artigi ifade ettiginin gorulebilmesi igin
yuzdelik artiglara bakildi. Akson g¢aplarindaki yuzdelik artis U100 grubunda
kontrole gore %29,41 ve U500 grubunda kontrole gore %48,59 olarak
hesaplandi. Ge¢ donem siyatik fonksiyon indeksinde degerlendirme zamani
olan 6. ve 12. haftadaki SFI sonuglarinda; U100 ve U500 gruplarinda kontrol
gruba gore anlamli derecede iyilesme saptandi (p<0.001). Ayrica U100 ve
U500 gruplari arasinda yapilan kargilastirmada hem 6. hem 12. haftada SFl
agisindan anlamli fark goruldi (p<0.001).

Fuminori ve ark. (51), sinir ileti hizi ve akson ¢aplarini Olgerek, bu
Olcumun akson gapinin internodal araligi ve myelinizasyonu ile alakal oldugu
bildirmiglerdir. Sinir aksiyon potansiyelinin amplitid degeri myelinize

aksonlarin olusturdugu toplam elektrik akimina baghdir. Kim ve ark. (75),
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Tavsan posterior tibial siniri Gzerinde yaptiklari bir galismada, sinirin aksiyon
potansiyel amplitud degderlerinin fonksiyonel geri kazanimin
degerlendiriimesinde kullanilabilecegini géstermislerdir. Bizim g¢alismamizda
M. Gastroknemius'tan yapilan kayitlarda elde edilen aksiyon potansiyelinin
amplitud ve latans kayitlarinda, 6. haftadaki EMG sonuglarinda U100 ve
U500 gruplarinda kontrol gruba gore iyilesme mevcuttu ancak 4 grup
arasinda istatistik analizde anlamh farklilik saptanmadi (p>0.05). EMG
sonuclarindan 12. haftada yapilan analizlerde sadece U500 ile tedavi edilen
siganlarda kontrol ve U100 gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml dlgtude
yuksek ampilitud degerleri elde edildi.

Sonug¢ olarak galismada ilk kez periferik sinir yaralanmasi Uzerine
sistemik uygulanan Uridin'in 6zellikle doza ba@imli olarak erken dénemde
anti-apoptotik ve anti-oksidatif savunma mekanizmalarina sahip oldugu
gOrulmustir. Ayrica ge¢ donemde siyatik fonksiyon indeksinde iyilesme, sinir
dokusu rejenerasyonunda artig, perindral skar dokusunda azalma, EMG
latansinda kisalma, sinir adhezyon ve seperabilite skorlarinda iyilesme ile
total miyelinli akson sayisi ve dansitesinde anlamli artiglar tespit edilmigtir.
Bu sonuclar Uridin ile ilgili daha ileri g¢alismalarin yapiimasini

gerektirmektedir.
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EK-2: Resimler, Sekiller ve Tablolar Aciklamalar

Resim-1: UTP'nin kaltirdeki SH davranigi Uzerindeki etkilerine genel bakis:
in vivo potansiyel alaka diizeyi. Ne denerve bir fenotip edinilmesi ne de
SH'lerin proliferasyon hizi, izole SH'lerde in vitro olarak, UTP varliginda
module edilmemistir; yaralanmadan kisa bir slre sonra gerceklesen iki
onemli olay. SH'lerin kultirde gog¢u, hasardan sonra yarall alandan SH'lerin
gocunu tesvik etmekle ilgili olabilecek UTP ile arttirlmigtir. UTP ayrica akson
kilavuzlugu ve SH redifferentiasyonu icin 6nemli bir sure¢ olan SH-akson
temasi sirasinda N-kaderin geri kazanimini azaltmistir. Yeniden farklilagtirma
islemindeki bu potansiyel etki, dbcAMP gibi farkhlagsma sinyallerinin
varhginda Krox-20 artiginin UTP tarafindan buyuk Olgide bozuldugu
gOzlemiyle de desteklenir. Ayrica, UTP aksonal NRG1 sinyalini
engelleyebilen ve SH yeniden dagitim isleminin bozulmasina ve sonug olarak
miyelinasyonun bozulmasina katkida bulunabilen ErbB3 reseptoérinin

SHG'de NRG tarafindan aktivasyonunu azaltmistir (27).

Resim-2: Sol yan yatar pozisyonda sag gluteal bolgede insizyon sonrasinda
kint diseksiyonla agilarak siyatik sinir ortaya konuldu.

Resim-3: a) Siyatik sinir foramenden 1 cm uzaklikta dermatom bigagi ile tam
kat kesisi yapildi. b) Epindral sinir anastomoz teknigi kullanilarak
mikrocerrahi yontemle proksimal ve distal sinir gidukleri 8-0 polypropylene

sutdr ile aralarinda 180° bulunan iki ayri noktadan sitire edildi.

Resim-4: Yazihm Uzerinde akson sayimindan o6nce olusturulan sayim
cercevesi (Beyaz oklar sayima dahil edilen kenarlar, siyah oklar sayima dahil
edilmeyen kenarlar)

Resim-5: Self amputasyona bagli 3,4,5 parmakta amputasyon

Resim-6: a) Cerrahi sahada gelisen ince konnektif doku (Uridin 500 grub) b)
Cerrahi sahada geligen kalin konnektif doku (Kontrol grup) x4

Resim-7: SFI(Sciatic Funtional Index): Siyatik Sinir Fonsiyon indeksi, E

(Experimental): Deneysel, N(Normal): Normal, Print length (PL): Sagd arka
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ekstremite baski mesafesi, Toe Spread (TS): Sag arka ekstremite parmak
acikligi, Intermediate Toe Spread (ITS): Sag arka ekstremite ara parmak
acikligi, Distance to other foot (TOF): Sag-sol arka ekstremite mesafesi

olarak degerlendirildi

Resim-8:%1 toludin mavisi - %1 boraks ile boyanan ince kesitler. A, Kontrol
grubu; B, Sham grubu; C, Uridin 100 mg/kg grubu; D, Uridin 500 mg/kg
grubu. Bar, 20 mikrometre.

Resim-9: Periferik sinir liflerinin dejenerasyonu ve rejenerasyonu sureci. (A)
Saglam bir sinir lifi periferik olarak kesilir. (B) Yakin kilcal damarlardan
endonodral tipe giren makrofajlar, dejenere olan miyelin kilifindan kopan
miyelin pargalarini icine alir. (C) Rejenerasyonla distal guduk iginde bir
aksonal filiz meydana gelir. Shwann hcrelerinin ylzeyi bu buyime konisini
yonlendirir. (D) Yeni rejenere aksonun miyelinasyonu proksimal olarak baslar
(58).

Resim-10: Kennedy yolagli vyoluyla fosfatidilkolin (PC) biyosentezi.
Siganlarda plazma sitidin, ana dolasan pirimidindir, ancak insanlarda primer
dolagimdaki pirimidin, uididindir. Sigan kan-beyin bariyerinde (KBB), Sitidin
icin yuksek afiniteli bir tagiyici bulunmadigindan, sadece kuguk miktarlarda
dolasan Sitidin beyin CTP(Sitidin Trifosfat)'sine donusturaltr; bununla birlikte
Uridin, beyne, yiiksek afiniteli bir tasiyici (CNT2) yoluyla kolayca girerek UTP
(Uridin Tri fosfat)'yi verir; bu daha sonra CTP sentaz ile CTP'ye dénustirdldr.
Bu CTP, PC (Fosfokolin) olusturmak icin diasilgliserol (DAG) ile birlestirilen
endojen CDP-kolini olusturmak igin fosfokolin ile reaksiyona girer(37).

Sekil-1: Tek tarafl siyatik sinir tam kat kesi ve sutur hasarinda aktif-Kaspaz-
3 analizi ile belirlenen apoptotik degisimler ve Uridin tedavisinin bu apoptoza

etkisi

Sekil-2: Gruplarin 6. hafta (sol sutun) ve 12. haftada (sad sutun) SFI

sonuglari

Sekil-3: Tim gruplarda 6. hafta ve 12. haftada SFI karsilastirmalari
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Sekil-4: (A) 6. hafta ve (B) 12. haftadaki siyatik sinir ileti hizina etkisi
elektromiyografi (EMG)

Sekil-5: Olglim alaninda sayilan akson sayilari ve standart sapmalari, *

kontrol grubu ile karsilastirma (p<0.05).

Sekil-6: Milimetrekaredeki akson sayilari ve standart sapmalari, * kontrol

grubu ile karsilastirma (p<0.05).

Sekil-7: Ortalama akson c¢aplari ve standart sapmalari. * (Kontrol grubu ile
karsilastirma), p = 0,001. 2 Uridin 100 mg/kg grubunda kontrole gére artig, °,
Uridin 500 mg/kg grubu igin kontrole gére artis.

Tablo-1: Petersen ve ark tarafindan tanimlanan Makroskopik Degerlendirme

igin sayisal degerlendirme semasi

Tablo-2: Erken donem tek tarafli siyatik sinir tam kat kesi ve sutur hasarinda
oksidasyon parametrelerindeki degisimler ve Uridin tedavisinin  bu
parametrelere etkisi; istatistiksel analizler Tek Yonli ANOVA'y! takiben post-
hoc Tukey testi ile yapiimistir. Kontrol grubuna goére kiyaslandiginda *p<0,05,
**p<0,01 ve ***p<0,001 ve U100 grubuna gore kiyaslandiginda “p<0,05
ve %p<0,01 olarak belirtiimistir. Miyeloperoksidaz (MPO), Malondialdehid
(MDA) Superoksid Dismutaz (SOD), Glutatyon Peroksidaz (GPx) ve Katalaz
(CAT)

Tablo-3: Sinir ayrilabilirligi ve yapisikligi ortalama ve standart sapma
degerleri
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TESEKKUR

Uzmanlik egitimi slUresince her zaman bana destek ve yardimini
esirgemeyen, yeterli bir uzman olarak yetismem igin emegini esirgemeyen;
ikinci ailem olarak gordigum basta tezimde bana danismanlik yapan Prof.
Dr. Ahmet BEKAR ve diger saygideger hocalarim Prof. Dr. Selguk
YILMAZLAR, Prof. Dr. Seref DOGAN, Prof. Dr. Hasan KOCAELI, Dog. Dr.
Mevliit Ozgiir TASKAPILIOGLU ve kisa zamanda bana deneyimlerini aktaran
sevgili Dr. Ogr. Gér Pinar ESER OCAK, ayrica tezimin hazirlanma siirecinde
destek ve kolaylik saglayan, bana rehberlik eden Farmakoloji AD Prof. Dr.
Mehmet CANSEV, Anatomi AD Dog. Dr. ilker Mustafa KAFA hocalarima ve
calisma arkadaslarina da tesekkurlerimi sunarim. Zorlu yillarda hayatimin
degismez bir parcasi olan iyi ve koti zamanlarimda yanimda olan asistan
arkadaslarima, hemsireler, teknisyenler ve personele tesekkuru bir borg
bilirim. Ozellikle tezimi yazim asamasinda yardimlarini sikga gordigim
Sevgili Uzm. Dr. Omer Gokay ARGADAL ve Dr. Buket SONMEZ
arkadaslarima tesekkur ederim. Ameliyathanede beraber galistigim anestezi

ekibi ve basta Prof. Dr. Hiilya BILGIN olmak (izere sonsuz tesekkiirler.

Bugunlere gelmemde en buyuk etken olan ve yanimda olmasalar da
desteklerini her daim hissettigim Sevgili Annem ve babama ve en yakin

arkadasim olan kardesime en icten tesekklr ederim.
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Tip Fakultesi Beyin ve Sinir Cerrahi Anabilim Dal’'nda arastirma gorevlisi
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