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OZET

Sinir ezisi, kesisi ve greftleme gibi pek ¢ok yaralanma modelleri iizerinde
FK506’nin  néroprotektif etkileri calisilmigtir. Ancak, FK506’nin fokal
dejenerasyon veya iskemi tizerine etkilerinin arastirilmasi ile ilgili literatiirde az
calisma mevcuttur. Calismamizda, siyatik sinirde fokal dejenerasyon sonrasi,
rejenerasyonu arttirma potansiyeli olan FK506’nin etkisinin arastirilmasi ve
FK506’nin dejenerasyon goriilen alanlarda olumlu etkisinin olacagi hipotezinin
test edilmesi amaglanmistir. Calismamizda, Rattus norvegicus tiirli yetiskin 48
erkek Wistar sigan kullanilmistir. Denekler, kontrol, sham, FK506 (+) ve FK506
(-) olmak tizere dort gruba ayrilmistir. FK506 (+) ve FK506 (-) deney gruplarinda
siyatik sinirde epindral devaskiilarizasyon uygulanmistir. Birinci postoperatif
giinden itibaren dort hafta boyunca FK506 (+) deneklere giinliik subkutan
enjeksiyonlar halinde FK506 tedavisi uygulanmigtir. Siyatik sinir rejenerasyonu,
ylirlime pattern analizi, pinch test, 151k ve elektron mikroskopi ile analiz edilmistir.
Preoperatif giinde yiiriime patern analizi sonucunda elde edilen siyatik fonksiyon
indeksi (SFI) degerlerinde deney gruplar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). 3. ve 4. postoperatif haftada,
kontrol grubu ile FK506 (+) gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmamigtir
(p<0.05). Pinch test sonucunda kontrol ve sham gruplarinda geri ¢ekme refleksine
tam yanit alinmistir (Grade 3). FK506 (+) deney gruplarinda geri cekme refleksine
tam yanit 3. haftada alinmistir. Aymi1 haftada FK506 (-) deney gruplarinda bu
reflekse FK506 (+) gruplarina kiyasla daha diisiik bir yanit alinmistir. FK506 (-)
deney gruplarindan tam yanitin alindig1 hafta ise 4. hafta olarak tespit edilmistir.
Morfometrik degerlendirme sonucunda epindral devaskiilarizasyon uygulanan
FK506 (-) ve FK506 (+) deney gruplarinda dejenerasyon goriilen alanlarin total
sinir alanina gore yiizdeleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda iki grup arasi
anlaml1 fark olmadig: tespit edilmistir (p>0.05). FK506’nin sinir rejenerasyonu
tizerine olan etkileri literatiirde ayrintili bir sekilde yer almaktadir. Ancak bu
sonuclar sinirin ezi, kesi gibi travmatik yaralanmalarina ve beynin iskemik
hasarlarina dayanmaktadir. Calismamizda FK506’nin siyatik sinirin epinoral
damarlarinin devaskiilarizasyonu sonucu olusturulan fokal dejenerasyon iizerine
yararl etkisi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Siyatik sinir, devaskiilarizasyon, rejenerasyon, FK506.



ABSTRACT

Several kinds of injury models, such as crush, transection, and graft repair
have been well studied in terms of neuroprotective effect of FK506. However,
definitive experimental studies are lacking on focal degeneration or ischemia. In
the present study, our goal was to investigate the effect of FK506 on recovery of
the sciatic nerve after focal ischemia produced by stripping of the epineurial
vessels. A total number of 48 Wistar rats were used for this purpose and divided
into four groups (control, sham-operated, FK506-treated, Vehicle-treated). Sciatic
nerves were approached by femoral and gluteal muscle splitting. Then, epineural
vessels around the sciatic nerve were stripped in the FK506-treated and Vehicle-
treated groups. After operation, FK506 administration was performed from the
first to the end of the forth postoperative week. Sciatic nerve regeneration was
tested by walking track analysis, pinch test, light and electron microscopy. In the
preoperative day, SFI values of the experimental group showed no significant
difference (p>0.05) compared with the control group. However there was no
statistical significance between FK506-treated and control group (p<0.05) in the
3 and 4™ postoperative week. In control and sham-operated groups, withdrawal
responses to pinch were full (Grade 3). The onset day of full response (Grade 3)
of withdrawal to pinch stimulation was in the 3™ postoperative week in six
animals of the FK506-treated group. However, in the same postoperative week,
six animals of the vehicle-treated group exhibited Grade 1, and four animals
exhibited Grade 2 withdrawal response. So onset day of the withdrawal response
in the vehicle-treated group was in the 4™ postoperative week. Morphometric
analysis revealed that there was no statistically difference between FK506 (+) and
vehicle-treated groups by comparing the ratio of the degeneration area/total nerve
area. It has been generally accepted that FK506 promotes nerve regeneration and
enhances neurite outgrowth. However beneficial effect of the FK506 is generally
based on the results on traumatic (crush, cut), and ischemic brain damages. In the
present study we found that FK506 had a beneficial effect on focal degeneration
produced by stripping of the epineurial vessels.

Key words: sciatic nerve, vascular stripping, regeneration, FK506
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GIRIS VE AMAC

Is ve trafik kazalan iilkemizde ve diinyada o6nemli derecede saglik
sorunlarina sebep olan olaylardir. Bu kazalar, 6zellikle ¢alisan ve geng insanlari
etkileyen, onemli can kayiplarina, sakatliklara ve maddi kayiplara neden olan
sorunlardir. Bu kazalarda lokomotor sistem elemanlart 6nemli Olgiide etkilenir.
Lokomotor sistemin mekanik dayaniklilig1 fizyolojik kosullarda olduk¢a yiiksek
olmasina ragmen, sistemin yapisal biitlinliigiinii bozan bir travmanin, periferik
sinir sistemi, kardiovaskiiler sistem elemanlari lizerinde de sorunlara yol agmasi
sik karsilasilan bir durumdur. Periferik sinir sisteminin bu sekilde travma ile
hasarlanmasi sonrasi iyilesmesi iyi derecede mikrocerrahi tekniklerinin var
olmasina karsin genellikle kotiidiir [43].

Periferik sinir travmalar1 sonucu sinirin kendi biitiinliigiiniin bozulmasi
yaninda siniri besleyen yapilarin da travmadan etkilenmesi sik goriilen bir
durumdur. Ayrica sinirin travmaya ugramasi esnasinda veya sonrasinda sinirin
etrafinda veya icerisinde bulunan ve siniri besleme roliinii {stlenen vasa
nervorum’un bu travmadan etkilenip etkilenmedigi henliz tam olarak
aydinlatilamamistir. Ancak sinirin iyi bir sekilde iyilesmesi ve fonksiyonunu
yerine getirebilmesi icin intakt bir damarsal agin varlig1 gereklidir.

Literatiirde, FK506 nin ¢esitli sinir modelleri iizerinde ve ¢esitli dozlarda
yapilan deneysel calismalarda sinir rejenerasyonu iizerinde olumlu etkilerinin
oldugu konusunda pekg¢ok rapor mevcuttur. Bu calismada siyatik sinir {izerinde
epindral devaskiilarizasyon uygulanmasi sonrast olusturulan fokal dejenerasyon
modeli tizerine FK506 uygulamasinin periferik sinir fonksiyonu ve ultrastriiktiirii
tizerine olan etkisinin de arastirilmast amaglanmstir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Periferik sinir

Viicut, i¢inden ya da dis ¢cevreden alinan uyarilar: sinir sistemi araciligiyla
algilar, degerlendirir ve hedef dokuda bir cevap olusturur. Alinan farkli uyarilar
karsisinda motor bir hareket ya da kimyasal salgilama yolu ile organizmanin
yanitini diizenleyen bu hiicrelere sinir hiicresi (ndron) adi verilir. Sinir
hiicrelerinin bir araya gelerek olusturdugu sistem ise sinir sistemi olarak
isimlendirilir. Sinir sistemi, merkezi sinir sistemi ve periferik sinir sistemi olmak
tizere iki ana boliimden olusmaktadir. Merkezi sinir sistemi, beyin ve medulla
spinalis’ten olusur. Periferik sinir sistemi ise 12 ¢ift kranial sinir ve 31 ¢ift spinal
sinir ile ganglionlardan olugmaktadir [2, 8, 21, 24, 33, 38, 44, 46, 49].

2.1.1. Konnektif yapi

Periferik siniri saran kiliflar bag dokusu kaynaklidir ve bu kiliflar
epindrium, endondrium ve perindrium olarak isimlendirilirler. Sinir lifleri
gerilmeye ve basinca oldukg¢a hassas olduklarindan dolay1 bu bag doku tabakalari
sinirin dis etkenlere karsi korunmasi i¢in 6nemlidir. Her bir sinir lifi endonérium
ile sarilidir. Endondrium, longitudinal yerlesimli kollajen lifler igerir. Birkag sinir
lifi bir araya gelerek perindrium ile sarilir ve bdylece bir sinir demeti (fasikiil)
meydana gelir. Perindrium, fibroblast kaynakli yassilasmis poligonal hiicrelerden
olusan lameller bir yapiya sahiptir. Yiizeyel lameller gegirgen 6zellige sahipken;
derin lameller kan-sinir bariyeri igeren damarsal yapilara sahiptirler. Perindrium
ayn1 zamanda longitudinal gerim kuvvetlerinin etkisi altindadir. Sinirin gerilmeye
kars1 direncinin énemli bir boliimii bu bag dokusu kilifi ile gerceklesmektedir.
Epinérium ise birden fazla sinir demetini saran gevsek areolar bag dokusudur.
Epindrium, fibroblast, kollajen ve yag hiicreleri icerir. Icerdigi yag hiicreleri,
travmalara kars1 bir yastik gorevi goriir [2, 8, 21, 24, 33, 38, 44, 46, 49].

2.1.2. Damarsal yapi

Bir sinir hiicresinin fonksiyonunu devam ettirebilmesi igin yeterli ve
devamli oksijen destegine gereksinimi vardir. Periferik sinirin farkli segmentleri
ve farkli tabakalar1 arasinda iyi gelismis kollateral dallar tarafindan olusturulan
genis damar pleksuslari vardir [1, 6, 7, 9, 29]. Bu damar pleksuslari, ekstrinsik ve
intrinsik sistem olarak isimlendirilen iki fonksiyonel boélimden olusur [29].
Ekstrinsik sistem, degisen capta ve genellikle komsu biiyiik arter ve venlerden
koken alan segmental damarlardan olusur. Ek olarak, onemli miktarda kan
destegi, kas perforatorlar1 ve periosteal damarlardan saglanir. Bu besleyici
damarlar, sinirin epindrium tabakasina ulastiginda dallara (inen ve ¢ikan)
ayrilarak; sinirin biitiin tabakalarinda intranéral pleksusu olustururlar [49].
Damarlar, epindrium’un derin ve yiizeyel tabakalarinda yerlesim gosterirler. Bu
damarlar, perinériumdaki damar aglar ile ¢ok fazla anastomoz yaparlar. Perinoral
pleksustaki anastomotik damarlar perinériumdan endonoéral tabakaya oblik olarak
uzanirlar [49] (Sekil 2.1).



Ekstrinsik sistemden koken alan venler genel olarak arterlere yandaslik
ederler. Doku i¢inde yer alan bu arter ve venler kivrintili bir seyir izlerler. Bu
ozellik, damarlarin sinirin gerimi sirasinda hareket serbestligine olanak saglar
[27]. Epindriumdaki intrandral damarlar sempatik sinir sistemi tarafindan innerve
edilir ve buradaki sinir lifleri besleyici damarlara yakin seyrederler [6, 25, 35].

Intrinsik intrandral damar sistemi, ekstrinsik besleyici damarlarin sinir
icerisine girdigi noktadan baglar. Bu dallar, epindrium i¢inde longitudinal olarak
uzanarak; genis damar aglarim olustururlar. Bu damarlarda, kan akimi
predominant paterne sahip degildir (ters yonde kan akimlarinin ayni damarin
farkli noktalarinda aynmi anda olusabilecegi bildirilmistir) [6]. Anastomozlar,
cogunlukla arteriol-arteriol, veniil-veniil, ve arteriol- veniil arasinda bulunur.
Epinériumdaki damarsal agin, kan ihtiyacina gore genis hacimdeki kan1 yeniden
yonlendirebilecegi ve boylece yiiksek adaptasyon kapasitesine sahip bir sistem
oldugu bildirilmistir [7]. Benzer organizasyon, perindral damarlarda da vardir.
Endondriumun primer kapiller pleksusu ve birbirleri ile ¢esitli anastomozlar
yapan pekcok longitudinal damar vardir (Sekil 2.1). Bu birlestirici damarlar, sinir
icerisinde oblik seyir izlerler ve perindral bag dokusunun bir kismini da
tizerlerinde tasirlar [10, 49].

Her bir fasikiilde endonéral damar agi kilcal kan damarlarindan
olugmaktadir [6, 7, 25, 26]. Bu endondral damar yatagi sinirin uzunlugu boyunca
devam eder. Endonériumdaki damarlarin merkezi sinir sistemi damarlanmasi ile
fonksiyonel ve yapisal olarak benzerlik gosterdikleri bildirilmistir [29]. Endondral
damarlar birbirleri ile anastomoz yaparlar ve normal sartlar altinda vaskiiler
yatagin bazi boliimleri her zaman fonksiyoneldir. In vivo deneylerde, vaskiiler
yatagin tam perfiizyonunun sadece hafif mekanik travma ve sinire 1lik serum
fizyolojik uygulandig1 zaman gerceklestigi bildirilmistir [49].

Kan-sinir bariyeri, kan igerisinde bulunan bazi maddelerin gegisine izin
verir. Epindral kan damarlarinda proteinler damar duvarindan kolayca gegerler.
Endonoéral damarlarda ise endotel boyunca protein gecisi ya ¢ok azdir ya da hig
yoktur [35, 49].
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Sekil 2.1. Periferik siniri besleyen damarlarin organizasyonu [49].

2.2. Periferik sinir yaralanmasi

Periferik sinirler, pek¢cok nedenden dolayr hasara ugrayabilirler. Bu
nedenler arasinda mekanik, termal, iskemik, 1sinsal (radyasyon), elektriksel ve
kimyasal etkenler yer almaktadir [29, 49]. Bu etkenler igerisinde en sik olani
travmatik yaralanmalardir. Periferik sinir yaralanmalari, kisinin fonksiyonlarini
ileri derecede kisitlayabilmesi, sosyoekonomik ve psikolojik durumunu
etkileyebilme potansiyelinden dolay1 pekgok arastirici tarafindan ¢alisma konusu
yapilmig bir alandir. Bu ¢aligmalarda temel amag, periferik sinir yaralanmasi
sonrast sinir iyilesmesinin (fonksiyonun geri doniisii) en kisa siirede
saglanmasidir. Bu iyilesmenin hizli ve istenilen sekilde olmasi hasarin tipine ve
uygulanan tedavi stratejisine baglidir [36].

Periferik sinir yaralanmalari, ilgili viicut segmentinde motor, duyu ve
otonomik fonksiyonlarda kismi veya tam kayip ile sonuglanir [13].
Reinnervasyon, hasarlanan aksonun kollateral dallarinin ya da aksonun kendisinin
rejenerasyonu ile gergeklesmektedir. Periferik sinir yaralanmasindan sonra akson
ve myelin kilif lezyonun distaline dogru degrade olur. Dejenere yapilar, makrofaj
infiltasyonu ve Schwann hiicreleri ile elemine edilir. Bu siirece, Wallerian
dejenerasyon adi verilir. Aksonal rejenerasyon, dejenere sinirin ekstraselliiler
matriksinden, makrofajlar ve Schwann hiicresinden salinan trofik ve tropik
faktorlere gereksinim duymaktadir [29, 46].

Periferik sinir harabiyeti, uygulanan ezi siiresine ve kuvvetine baglh olarak farkli
siddette olabilir. Bu siddetin diizeyine konnektif dokusununda bir etkisi vardir.
Ornegin, fazla miktardaki bir bag dokusu ile sarili polifasikiiler sinirler, az
miktarda bag dokusu ile sarili tek fasikiil iceren sinirlere goére daha az oranda
eziden etkilenirler. Fasikiil icerisindeki liflerin ¢aplar1 da 6nemli bir faktordiir.
Biiytik capli lifler, kiiciik c¢apli liflere gore ezi ve iskemiye daha fazla
duyarhdirlar. Ayrica, kalin perindrium igerisine gomiilii kiigiik lifler, ince



perindrium igerisine gomiilii kalin liflere oranla daha az oranda eziye duyarhdirlar
[28, 29].

2.2.1. Periferik sinir yaralanmasi icin deneysel modeller

Periferik sinir rejenerasyonu ile ilgili ¢calismalarda, pek ¢cok hayvan tiiri,
sinir modeli ve yaralanma tipleri kullanilmistir. Yapilan c¢alismalarda
kemirgenlerden; oOzellikle fare ve siganlardan yararlanilmistir. Bu denekler
tizerinde c¢ok cesitli sinir lezyonlar1 ¢alisilmistir. Bu sinirler arasinda, siyatik,
femoral, fasiyal, median ve ulnar sinirler sayilabilir. Periferik sinir yaralanmalari
ile ilgili caligmalarda siyatik sinir modeli en yaygin olarak tercih edilen modeldir
[31, 34].

2.2.2. Periferik sinir yaralanmasi ile ilgili ssmmflamalar
Periferik sinir hasarinin tipi ile ilgili giiniimiizde 2 farkli siniflama yaygin
olarak kullanilmaktadir [29, 47, 49]. Bunlar:

2.2.2.1. Seddon simiflamasi
Seddon smiflamasi, hasarin dogasimna gore yapilmistir. Bu siniflama
kapsaminda ii¢ terimden bahsedilir [49]. Bunlar:

Noropraksi: Periferik sinir dejenerasyonu olmaksizin sinir paralizinin
goriildiigii durumlar1 tanimlar.

Aksonotmezis: Sinir dokusunun ciddi yaralanmalarini tanimlar, ancak
epinorium ve diger ¢evre destek dokular1 korunmus ya da ¢ok az hasar gormiistir.

Norotmezis: Periferik sinir biitiinligiiniin - devamliligii  kaybettigi
(kesildigi) durumlar1 tanimlar. Anatomik biitiinliik bozulabilir ya da epinéral kilif
devamlilik gosterebilir.

2.2.2.2. Sunderland siniflamasi

Sunderland smiflamasi, sinir harabiyetinin yapisal ve histolojik
sonuclarina ve fonksiyon kaybina gore yapilmistir [47, 49]. Bu smiflama
kapsaminda bes dereceden bahsedilir.

1. derece yaralanma: Akson ve diger yapilar korunurken yaralanma
bolgesinde iletim blogu mevcuttur (Sekil 2.2). Bu smiflama Seddon’un
tanimladig1 Noropraksi’ye uyar.

2. derece yaralanma: Yaralanma bolgesinde akson yapisi bozulur, hasar
bolgesinin distalinde ve belki de biraz proksimalinde Wallerian dejenerasyonu
goriiliir. Aksonlarin genel diizeni bozulmamistir. Sinirin geri kalan yapilari
saglamdir ve endonoral tiiplerin devamlilig1 vardir (Sekil 2.2)

3. derece yaralanma: Aksonal yapida bozulma ve Wallerian
dejenerasyonun yani sira endondral tliplerin de biitiinliigi bozulmustur. Bu
nedenle rejenerasyon gosteren aksonlarin uygun olmayan hedefle gitme
potansiyelleri vardir (Sekil 2.2).



4. derece yaralanma: Sinir govdesinin biitiinliigiiniin korunmasina
ragmen yaralanan segmenti fibr6z doku kaplar. Schwann hiicreleri ve rejenere
olan aksonlar genisleyerek ndrinom olusturabilir. Bu yaralanmada, sinir
devamlilig1 korunurken i¢ yapi tamamen bozulmustur (Sekil 2.2). 2., 3, ve 4.
derece yaralanma Seddon’un tanimladig1 aksonotmezis’e uyar.

5. derece yaralanma: Sinir govdesinin devamliliginin kaybolmasi
anlamina gelir (Sekil 2.2).

6. derece yaralanma: 1988 yilinda Mackinnon [30] tarafindan Sunderland
siniflamasina eklenmistir. Bu yaralanma c¢esidi, yukaridaki yaralanma
derecelerinin birlikte bulundugu durumlari tanimlar.

Epineurium
/ Perineurium
Endoneurium
~—Basal Lamina

\Axon

Sekil 2.2.Sunderland siniflamasinin bes derecesi. 1: 1. derece yaralanma, 2: 2. derece yaralanma,
3: 3. derece yaralanma, 4: 4. derece yaralanma, 5: 5. derece yaralanma [47].



2.3. FK506 (Tacrolimus, Prograf)

FK506 (Jenerik adi: Tacrolimus, Ticari adi: Prograf), Japonya’nin Tsukuba
bolgesinde bulunan Streptomyces tsukubaensis’in fermentasyonu sonucu olusan
makrolid lakton yapisinda giiclii immunsiipresif 6zellige sahip bir ajandir [19, 41].
Ik kez Kino ve ark. [22] tarafindan izole edilmistir. immiinsupresyon olusturma
konusunda FK506 ve Siklosporin A (CsA) ¢ok sik kullanilan ajanlardir. ilk
zamanlar CsA bu amagcla kullanilirken FK506 nin CsA’ya oranla daha az toksik
ve etki giicliniin daha fazla olmasi nedeniyle glinimiizde FK506, CsA’nin yerine
gecmistir [52].

FKS506’nin karaciger, bobrek, kemik iligi, kalp, ince bagirsak, akciger, cilt,
kornea transplantasyon modelleri ile yapilan calismalarda konak ve transplant
dokunun yasamini uzattigi gosterilmistir [14]. FK506’nin etki mekanizmasi tam
olarak ortaya konulamamistir. Ancak FK506 T-lenfosit aktivasyonunu inhibe
ederek immiinsupresyon gergeklestirdigi bilinmektedir. Ayrica, FK506 nin
FKBP-12 olarak bilinen hiicre i¢i proteine (FK506 binding protein) baglanmak
suretiyle etkili oldugunu gosterilmistir. Ayrica FKBP-12 + FK506 + kalsiyum +
kalmodulin + kalsindrin kompleksi olustuktan sonra ve kalsindrinin fosfataz
aktivitesinin inhibe edildigi rapor edilmistir. Boylece, T-lenfosit aktivasyonunun
inhibisyonu (immunsupresyon) gergeklestigi bildirilmistir [14].

FK506 nin immiinsupresif olarak kullanilmasi sirasinda rastlantisal olarak
sinir rejenerasyonu lizerinde olumlu etkisinin oldugu da tespit edilmistir. Bu
etkisi, aksonal rejenerasyon oranint (doza bagimli sekilde) ve fonksiyonel
iyilesme hizini arttirma seklindedir [51-53]. Ayrica, norit gelisimini de arttig in
vitro olarak gosterilmistir [49]. Sinir rejenerasyonu iizerine etkisi dnceleri FKBP-
12 ile iliskili oldugu diisiiniilmiis ancak sonradan bu nérotropik etkinin FKBP-52
lizerinden  yiiridigi  gosterilmistir  [32].  Bu  ndrotrofik  etkinin
immunsupresyondan farkli bir mekanizma altinda yiiriitiildigti kabul edilmektedir
[14].

Immiinofilinler merkezi ve periferik sinir sistemlerinde de yogun olarak
bulunurlar [17, 52]. Siyatik sinir yaralanmalarinda FK506’nin doza bagimli olarak
aksonal rejenerasyon hizinm arttirdig1 gosterilmesinden sonra FKBP tiirleri ve etki
mekanizmalar1 iizerine calismalar yogunlagsmustir. Bir ¢alismada daha 6nceden
sinir rejenerasyonunu arttirdigi gosterilen steroid hormonlarin (glukokortikoidler,
Ostrojenler ve androjenler) davranisi ile ndroimmiinofilin ligantlar (6rn. FK506)
arasinda baglanti aragtinnlmigtir [45]. Ayrica FK506’nin biiylime konisinde
(growth cone) bulunan GAP-43 miktarinda artisa neden oldugu bildirilmistir. Bu
artisinda sinir filizlenmesini indiikledigi bildirilmektedir [20, 50].



MATERYAL VE METOT

3.1. Denekler

Calismamizda, 48 Rattus norvegicus tiirii yetiskin erkek Wistar si¢an
kullanilmistir. Tiim denekler 12 saat gece, 12 saat giindiiz siklusunda ve her
kafeste 4 denek olacak sekilde sinirsiz yem ve su ile beslenmislerdir. Denekler
lizerinde yapilan tiim islemler Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi hayvan bakim-

kullanim ve hayvan etik kurulu tarafindan degerlendirilmis ve onaylanmigtir
(2008/27).

3.2. Deney gruplari

Calismamizda kullanilan denekler asagidaki tabloda belirtildigi sekilde
siiflanmistir. Tiim deneklerin ortalama 300-350 gram arasinda olmasina dikkat
edilmistir.

Tablo 3.2.1: Deney gruplart.

Grup Ad1 Denek Sayisi
Kontrol 12
Sham 12
FK506 (+) 12
FK506 (-) 12

3.3. Epinoral devaskiilarizasyon (Vascular stripping)

Cerrahi islem oncesinde deneklerin anestezisi, ksilazin HCI (15 mg/kg) ve
ketamin (100 mg/kg) karistimi ile intraperitoneal enjeksiyon halinde
uygulanmistir. Sol uylugun arka ve yan yiizii traglanarak antiseptik solusyon ile
temizlenmis ve uylugun dis yanma bir deri insizyonu yapilmistir. Fiberoptik
aydinlatmali operasyon mikroskobu (Olympus, SZ61) altinda uyluk kaslari
arasindan girilerek siyatik sinir ve dallarina ulagilmistir. Dikkatli bir diseksiyon ile
siyatik sinir, etrafindaki konnektif dokudan 3-3.5 cm uzunlugunda izole edilmistir
(Sekil 3.1). Bu asamadan sonra, siyatik siniri besleyen epinoral damarlara (vasa
nervorum) 2-2.5 cm uzunlugunda devaskiilarizasyon uygulanmstir (Sekil 3.2). Bu
islem esnasinda, epindriuma zarar verilmemesine dikkat edilmistir. Epindral
devaskiilarizasyon uygulanmis alan, yakin ¢evresinde bulunan kasa iki dikis (alt
ve list seviyeye) atilarak isaretlenmistir. Cerrahi igslem sonrasinda, kesi 3.0 dikis
materyali ile dikilerek kapatilmis ve denekler postoperatif bakim odasinda
iyilesmeye birakilmistir. Denekler {lizerinde yapilan cerrahi igslemler sonrasinda
denekler standart kafeslerine alindiktan sonra deneklerin uyanmalarina yakin bir
zamanda deneklere Tramadol HCl (3 giin boyunca 20 mg/kg) verilerek
postoperatif analjezileri saglanmistir.



Sekil 3.2. Epinoral devaskiilarizasyon sonrast siyatik sinir goriiniimii.



3.4. FK506 uygulamasi

FK506 tedavisi, subkutan enjeksiyon yoluyla (ense derisinden) 5 mg/kg
dozunda ayarlanarak verilmistir. Deneklerin haftalik kilo Olglimleri yapilarak
kilolar1 ile orantili olarak FK506 tedavisi gerceklestirilmistir. Ilk enjeksiyon,
cerrahi operasyon sonrasi birinci postoperatif giinde gergeklestirilmis ve bu tedavi
dort hafta boyunca hergilin sabah saatlarinde (10:00-11:00 arasi) FK506 (+)
deneklere uygulanmistir. FK506 (-) deneklere ise ayni hacimde serum fizyolojik
uygulanmistir.

3.5. Deneklerin sakrifasyonu

Dordiincii postoperatif haftanin sonunda denekler 15 mg/kg Xylazin HCI1
ve 100 mg/kg Ketamin ile intraperitoneal enjeksiyon yoluyla anestezileri
gergeklestirilerek torakotomi yapilmis ve kalbe ulasilmigtir. Transkardial
perfiizyon islemi i¢in, kalbin sol ventrikiiliine bir kantil ile girilmis ve sag atriuma
bir delik acilmistir. Transkardial perfiizyon i¢in 250 ml 0.1 M fosfat tamponu
kullanilmistir. Perfiizyon islemi sirasinda kanin akmasi ve verilen perfiizyon
solusyonunun renginin degismediginin goriilmesi ile perfiizyon isleminin basari
bir sekilde tamamlandigi anlasilmistir. Perfiizyondan sonraki fiksasyon
basamaginda her bir hayvan i¢in 250 ml %4 paraformaldehit ve %2 glutaraldehit
karisimi kullanilmistir. Perfiizyon ve fiksasyon islemi tamamlandiktan sonra
siyatik sinir 6rnekleri alinarak denegin Gtenazisi gergeklestirilmistir.

3.6. Degerlendirme testleri

3.6.1. Motor fonksiyon testi (Yiiriime patern analizi)

Calismamizda motor  fonksiyon, yiirime patern analizi ile
degerlendirilmistir. Bu analiz sonucu siyatik fonksiyon indeksi (SFI)
hesaplanmistir. SFI degerinin hesaplanmasinda {i¢ farkli parametre kullanilarak
degerlendirmeler yapilmistir (PL: topuk ile ii¢lincli parmagin u¢ kismi arasindaki
mesafe, TS: birinci ve besinci ayak parmaklar1 arasindaki mesafe, ITS: ikinci ve
dordiincli parmaklar arasindaki mesafe) (Sekil 3.3). Siyatik fonksiyon indeksinin
hesaplanmasi i¢in deneklerin arka ayaklar1 mirekkepli stampa {izerine
bastirildiktan sonra 80 cm uzunlugunda, 7 cm genisliginde, 10 derecelik egime
sahip bir yiirime bandi iizerinde yiiriitiilmislerdir. Zemine bir fotokopi kagidi
yerlestirilerek ayak izlerinin kagida ¢ikmasi saglanmistir. Elde edilen ayak izleri
degerleri Bain ve arkadaslarinin [4] tarif ettikleri matematik formulasyonuna
konularak siyatik fonksiyon indeksi hesaplanmigtir. Yiiriime patern analizi i¢in 0.,
1., 7., 14., 21., 28. giinlerde alinan ayak izleri kullanilarak siyatik fonksiyon
indeksi hesaplanmustir.
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Sekil 3.3. Sican ayak izleri kullanilarak elde edilen 6lgtimler.

3.6.2. Duyusal fonksiyon testi (Pinch test)

Duyusal fonksiyonun iyilesmesi, Pinch test ile analiz edilmistir. Bu test
icin denek fazla bir strese maruz birakilmadan tutularak ayak taban derisi bir
penset yardim ile kistirilmistir. Bu kistirmaya (¢imdige) karsi olusturulan cevaba
geri gekme refleksi (foot withdrawal) adi verilmektedir. Ayak taban derisinde,
deneklerin geri cekme refleksini gosterdigi alanlar tespit edilerek; bu teste verilen
cevap not edilmistir. Fonksiyonel iyilesmeyi degerlendirmek icin geri ¢ekme
refleksine cevap vermeyen denekler icin Grade 0, hafif derecede cevap veren
denekler icin Grade 1, orta derecede geri ¢ekme refleksi gosteren denekler igin
Grade 2 ve tam bir yanit gosteren denekler icin de Grade 3 olmak {lizere
derecelendirme yapilmistir. Geri ¢ekme refleksi ile cevap veren rat sayilar1 her
grup i¢in 0., 1., 7., 14., 21. ve 28. giinlerde kaydedilmistir.

3.6.3. Isik ve Elektron mikroskopik inceleme

Dordiincii haftanin sonunda sakrifiye edilen deneklerden alinan siyatik
sinir 0rnekleri, 0.1 M Sorenson fosfat tamponunda (pH 7.2) hazirlanmis %4’liik
gluteraldehit solusyonunda 4 °C de iki saat siireyle fikse edilmislerdir.
Fiksasyondan sonra ayni tampon iginde yikanan Ornekler, %2’lik Osmium
tetraoksit (OsOs) solusyonunda 1 saat bekletilerek postfiksasyon yapilmistir.
Ornekler, Etil alkol serisinden gecirilip dehidratasyonlar1 saglandiktan sonra
Araldit CY212 i¢ine gomiilerek bloklanmistir. Bloklardan alinan 1 mikrometre
kalinligindaki yar1 ince kesitler, %1’lik toluidin mavisi ile boyanarak 151k
mikroskopta; 40-60 nanometre kalinligindaki ince kesitler ise elektron
mikroskopik analiz i¢in kontraslanarak Tip Fakiiltesi Elektron Mikroskopik
Goriintii Analiz Unitesinde (TEMGA) incelenmistir.

11



3.6.4. Morfometrik Analiz

Siyatik sinir Ornekleri, kamera (Carl Zeiss Axiocam) atagmanli bir
binokiiler mikroskop (Axioskop 2 plus) araciligiyla fotograflandi. Elde edilen
gorilintiiler Axiovision Release 4.2 (06-2004) isletim sistemi kullanilarak fokal
dejenerasyon goriilen alanlar isaretlendi (Sekil 3.4). Isaretlenen alanlarin
mikrometre kare cinsinden alanlari 6l¢iildi.

T . Qs j A S _ o e
Sekil 3.4. Fokal dejenerasyon goriilen alanlarin morfometrik degerlendirilmesi ve bu alanlarin
mikrometre kare cinsinden olgiilmesi.

3.7. Veri analizi

Yiiriime patern analizinden elde edilen veriler her bir grup i¢in SFI olarak
(ortalama + standart sapma) hesaplandiktan sonra gruplar arasinda istatistiksel
anlamlilik i¢in iki ortalama arasindaki farkin anlamlilik testi (student t), SFI
verilerinin kaydedildigi giinlerde gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik tek
yonlil varyans analizi (Post Hoc test olarak Tukey testi) kullanilmistir. Pinch test
verileri Ki-kare testi, morfometrik analiz ile elde edilen veriler ise student t testi
ile degerlendirilmistir. Tiim istatistiksel analizler igin SPSS (versiyon 11.0)
programi kullanilmis ve anlamlilik diizeyi tiim testler i¢in 0.05 olarak
belirlenmistir.
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BULGULAR

FK506 (+) ve FK506 (-) gruplarindan ikiser denek 1. postoperatif haftada
6lim sebebiyle calismadan cikarilmistir. Geriye kalan FK506 (+) ve FK506 (-)
deneklerde ise cerrahi sonrasi herhangi bir ototomi belirtisi, kilo kaybi,
davramigsal degisiklik ve deri degisikligi, yara enfeksiyonu gibi durumlar
gozlenmemistir. Deney siiresince FK506 (-) deneklerin 304+21 gr, FK506 (+)
deneklerin ise 270+7 gr agirliga sahip olduklari tespit edildi.

4.1. SFI degerleri

Cerrahi uygulanan deney gruplarinda PL (topuk ile ii¢lincli parmagin ug
kismu arasindaki mesafe) degerleri artmig, TS (birinci ve besinci ayak parmaklari
arasindaki mesafe) ve ITS (ikinci ve dordiincii parmaklar arasindaki mesafe)
degerleri ise azalmigtir. Cerrahi operasyon Oncesi deney gruplarinda SFI (siyatik
fonksiyon indeksi) degerleri kontrol gruplarina kiyasla istatistiksel olarak farklilik
gostermemistir (p>0.05). Postoperatif 1. giin SFI degerleri, kontrol, sham, FK506
(+) ve FK506 (-) gruplarinda sirasiyla -8.2+1.3, —5.6£2.1, -65.3+4.7, -57.4£8.3
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.1). SFI degerindeki —50’lik diizeye FK506 (+) ve
FK506 (-) gruplarda sirasiyla 7. ve 21. postoperatif giinde ulagilmigtir. 21. ve 28.
postoperatif gilinlerde FK506 (+) grup ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak anlaml1 bir fark bulunmamustir (p>0.05). Bununla birlikte ayn1 postoperatif
giinlerde kontrol grubu ile FK506 (-) grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmustur (p<0.05).

0

0 F‘“ttm
\
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S i

@ \\ /r —e—Kontrol
o
5 -50 /.__’. ——Sham
o \\/ / —— FK506 (+)
e —e—FK506 (-)
=70
-0 [ — [ =+ — [us]
8 o o — o o
& % % =1 =) =)
2 g ¢ £ g

Sekil 4.1 Deney gruplarinda operasyon dncesi ve sonrasi elde edilen SFI degerleri.
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4.2. Pinch test bulgular:

Kontrol ve sham grubunda pinch test cevabi preoperatif ve postoperatif
haftalarda tam geri ¢ekme refleksi (Grade 3) olarak tespit edildi. FK506 (+)
gruptaki tam geri c¢ekme refleksinin (Grade 3) goriilmeye baslanmasi 3.
postoperatif haftada gézlenmistir (Sekil 4.2). Bu haftada bu cevabi gosteren denek
sayisi alti olarak tespit edilmigtir. Bu grubun geri kalan deneklerde ise orta
derecede geri c¢ekme refleksi (Grade 2) gozlenmistir. Buna karsin, ayni
postoperatif haftada FK506 (-) gruptaki deneklerden 6 denekte hafif derecede geri
cekme refleksi (Grade 1), 4 denekte ise orta derecede geri ¢ekme refleksi (Grade
2) gozlenmistir. 3. postoperatif haftada FK506 (+) ve FK506 (-) deney gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir (p<0.05) .

4. postoperatif haftada FK506 (+) grubundaki biitiin deneklerden tam bir
yanit alinmistir. Buna karsin, FK506 (-) grupta bulunan deneklerden sadece 2
denekten tam bir geri ¢ekme yaniti (Grade 3) alinmistir. Sonucta, FK506 (-)
gruptaki tam geri ¢ekme refleksinin (Grade 3) goriilmeye baslanmasinin 4.
postoperatif hafta i¢inde gerceklestigi tespit edilmistir (Sekil 4.2). 3. postoperatif
haftada hafif derecede geri ¢ekme refleksi (Grade 1) gosteren deneklerin 4.
postoperatif haftada da ayni yanit1 gosterdikleri tespit edilmistir. Ayn1 bulgu orta
derecede geri ¢ekme refleksi (Grade 2) gosteren denekler iki denek iginde
gegerlidir. Bu postoperatif haftada da FK506 (+) ve FK506 (-) deney gruplar1 grup
arasinda pinch teste tam yanit veren denek sayilari karsilagtirildiginda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir (p<0.05).

12 4
10
. 8 b

B Kontrol

‘ = Sham
mFKS06 {+)
OFKS06 (-]

4 4

2 4

o 4 T T T T

Preop Postop 1 Postop 7 Postop 14 Postop 21 FPostop 28

Denek sayisi

Sekil 4.2. Deney gruplarinda operasyon Oncesi ve sonrasi tam geri ¢ekme refleksi (Grade 3)
gosteren denek sayilari.
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4.3. Isik ve Elektron mikroskopik degerlendirme

Kontrol ve sham gruplarinin 151k mikroskopik degerlendirmesinde myelinli
ve myelinsiz sinir lifleri igeren normal bir siyatik sinir yapis1 gézlenmis ve myelin
deformasyonu, hasarlanmig bir sinir lifi yapisina rastlanilmamistir. Buna karsin,
FK506 (+) ve FK506 (-) deney gruplarindan elde edilen siyatik sinir drneklerinde
ozellikle sinir dokusunun periferik kisimlarinda (subperindral alanlar) dejeneratif
alanlar gozlenmistir (Sekil 4.3, 4.4). Bir¢ok myelin rezidiisii iceren bu dejeneratif
alanlarin baz1 sinir 6rneklerinde fasikiiler bir lokalizasyon gosterdigi tespit edildi
(Sekil 4.5). Siyatik sinirin merkezi kisminda (sentrifasikiiler alan) yer alan
fasikiillerin her iki deney grubunda da normal bir endondrium yapisina sahip
olduklar1 tespit edildi.

G et D

Sekil 4.3. Epindral devaskiilarizasyon uygulanan gruplardaki siyatik sinirlerin 1g1k mikroskopik
goriiniimleri. A: FK506 (+) grupta subperindral alandaki myelin debrisi. B: A
panelinde gosterilen alanin biiyiitiilmiis gériiniimii. C: FK506 (-) grupta siyatik sinirin
subperindral alanindaki myelin debrisi. D: C panelinde gosterilen alanin biiyiitiilmiis
goriiniimii. Beyaz ok bas1 myelin rezidiillerini, siyah ok bas1 ise remyelinize olan sinir
liflerini gostermektedir.
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Elektron mikroskopik degerlendirme, 151k mikroskopi bulgularinin
destenlendigi saptanmustir. Elektron mikroskopik degerlendirme sonucunda
kontrol ve sham grubunda 6demli bir goriiniime rastlanmamustir. Myelinli ve
myelinsiz sinir liflerinin diizgiin bir sekilde goriindiigii tespit edilmistir. FK506 (-)
grupta myelin rezidiisii iceren pekgok fagositik aktiviteye sahip hiicreler
(makrofaj ve schwann hiicreleri) gozlenmistir. Bu grubun, FK506 (+) gruba
kiyasla daha fazla oranda fagositik hiicre infiltrasyonu gosterdigi tespit edilmistir.
FK506 (+) grubunda yeni olusmaya baslamis ince myelin kiliflara safip ¢ok
saylida myelinli sinir lifi gézlenmistir. Bu myelin kiliflarinin FK506 (-) gruba
kiyasla daha kalin ve 1yi formda goriindiigii tespit edilmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. FK506 (+) ve FK506 (-) deney gruplarinda siyatik sinirin elektron mikroskopik
goriinimi. A: FK506 (+) deney grubunda siyatik sinir goriiniimii. Beyaz ok bast
remyelinize sinir liflerini gdstermektedir. B: A panelinde goriilen remyelinize sinir
liflerinin biyiitilmiis goriinimii. C: FK506 (-) deney grubunda siyatik sinir
goriiniimi. D: FK506 (-) deney grubunda myelin rezidiileri iceren fagositik hiicre
(makrofaj veya Schwann hiicresi) goriiniimil.
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Sekil 4.5.Fasikiiler dejenerasyon gosteren siyatik sinir goriinimii. Siyak ok bagi myelin
rezidiillerini, beyaz ok bag1 ise remyelinize sinir liflerini, beyaz ok ise myelinize sinir

liflerini gostermektedir.

4.4. Dejenerasyon goriilen alanlarin morfometrik degerlendirilmesi

Epinoral devaskiilarizasyon sonrast olusan dejenerasyon alanlari
morfometrik olarak degerlendirilmistir. Epindral devaskiilarizasyon uygulanan
gruplar degerlendirildiginde FK506 (+) grupta total sinir alan1 909582 + 189941
um?’; FK506 (-) grupta ise 901681 + 122587 um’ oldugu tespit edildi.
Dejenerasyon goriilen alanlarin total sinir alanina gore ytizdeleri FK506 (+) grupta
%25.7 £ 13.1; FK506 (-) grupta ise %26.5 £+ 11.4 olarak hesaplanmistir. Verilerin
istatistiksel analizleri neticesinde iki grup arasinda anlamli fark olmadigi (p>0.05)
tespit edilmistir.
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TARTISMA

5.1 Sinirin vaskiiler kaynakl hasarlar:

Sinir c¢esitli etkenlerden dolay1 hasarlanabilecegi bildirilmistir [49]. Bu
hasar tiplerinden en sik olani travmatik sinir hasarlaridir. Akut periferik sinir
harabiyeti olusturmak i¢in literatiirde cesitli araglar kullanilmigtir [11, 12, 42]. Bu
hasar yontemlerinin ¢ogunlugu travmatik bir dejenerasyon olusturmak igindir.
Ozellikle farkl1 siddetlerde kuvvet uygulayan forsepsler ve anevrizma klipleri bu
amagla kullanilmistir. Farkli kuvvetler uygulayan aletlerin her denekte standardize
bir kuvvet uygulamasi i¢in baz1 standardizasyon ¢alismalari da yapilmistir [5].

Periferik sinirler son derece iyi gelismis damarsal yapiya sahiptirler. Bu
damarlar sinirlere oksijen destegi saglayarak, hiicre devamlilifinin stirdiiriilmesi
icin gerekli olan enerjiyi ve impuls iletiminde gerekli olan membran
potansiyelinin onarimini ve devamliligini saglamaktadirlar [49]. Uzun siireli
anoksi veya kronik hipoksi irreversibl hasara yolacabilir. Kas gli¢siizliigii, agri,
parestezi, hipersensitivite ve duyu kaybi iskemik sinir lezyonlarinda ortaya
cikabilen semptomlardir. iskemik sinir yaralanmasi, temel olarak anoksi siiresi ile
iligkilidir ve Sunderland’in ilk doért yaralanma derecesine uyar [49].

Sinir iskemisi, ii¢ farkli patolojik siirecten (genis damar okliizyonu,
arteriolar anjiopati, kilcal damarlar1 tutan hastaliklar) dolay1 ortaya c¢ikabilir. 50-
400 mikrometre ¢apindaki arteriolleri tutan patolojik durumlar dncelikle epinoral
dolagimu etkilerler ve poliarteritis nodosa, romatoid artrit, tromboangitis obliterans
(Buerger hastaligi), Churg-Strauss sendromu, Wegener granulomatozisi gibi
nekrotizan anjiopatik hastaliklar1 icerirler. Bu hastaliklarda epindral arteriollerin
etkilenmesi ve siire¢ icerisinde sinir hasarinin meydana gelmesi izlenebilmektedir.
Sarikcioglu ve ark. [40] epindral damarlarin sinir beslenmesindeki rolii iizerine
yaptiklar1 bir ¢alismada epinoéral devaskiilarizasyon olusturmuslar; ve bunun
sonucunda subperindral alanda dejenerasyon gozlemlemislerdir. Ayrica, bu
modelin uygulanmasinin, vaskiilit gibi epindral damarlar1 tutan hastaliklarin
simiile edilmesi i¢in uygun bir model oldugunu bildirmislerdir. Caligmamizda
Sarikcioglu ve arkadaslariin [40] tarif ettikleri epinoral devaskiilarizasyon
modeli uygulanmis ve benzer sekilde subperindral alanda dejenerasyon
gozlenmistir. Bu model kullanilarak FK506’nin fokal dejenerasyon iizerine etkisi
aragtirtlmistir. Sonugta FK506’nin dejenerasyon goriilen alanin biiyiikliigiini
degistirme yoniinde bir etkisinin olmadig: tespit edilmistir.
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5.2 FK506 dozu

Immunsupresif ajan olan FK506 nin periferik sinir yaralanmasindan sonra,
in vivo ortamda aksonal rejenerasyonu oranini arttirdigi bilinmektedir [15, 18, 19,
23]. Bu baglamda, sinir rejenerasyonunu arttirma potansiyeli olan FK506 nin
literatiirde bildirilen doz araligi 0.05-10 mg/kg dir. FK506, oral, intramuskuler,
intratekal, intravendz ve subkutanéz olmak iizere farkli verilis yollar1 da
tanimlanmistir [39]. Intratekal verilis yolu ise ¢ok diisiik dozda FK506 verilmesi
icin kullanilmistir [41]. Fakat sinir rejenerasyonunu maksimum oranda saglayan
optimal FK506 dozu arastiricilar tarafindan hala tartisilmaktadir.

Wang ve ark. [52] sinir rejenerasyonu i¢in subkutan yolla 2, 5 ve 10mg/kg
dozunda FK506 uygulamasiin etkisi arastirilmiglar ve FK506’nin doza bagh
olarak sinir rejenerasyon oranini arttirdigini bildirmislerdir. Ayrica, giinliik
Smg/kg dozunda uygulanan FK506’nin fonksiyonel iyilesmeyi maksimum oranda
arttirdigini; buna karsin 10 mg/kg dozun ise sinir rejenerasyonunda daha az etkili
oldugunu rapor etmislerdir [52]. Fansa ve ark. [15] sinir greflemesi uygulanmis
deneklere 0.3 mg/kg ve 0.6 mg/kg FK506 tedavisi uygulamiglar ve her iki dozda
da FK506 uygulanan deney gruplarinda kontrol grubuna kiyasla rejenere akson
miktarinda maksimum oranda artis oldugunu tespit etmislerdir. Bu dozlarin
disinda ¢ok diisiik bir doz olarak sayilabilecek FK506 dozu Sarikcioglu ve ark.
[41] tarafindan uygulanmistir. Sarikcioglu ve ark. [41] siyatik sinir ezisi sonrasi
0.05 mg/kg dozda FK506’y1 intratekal yolla uygulamislar ve sonugta sinir
rejenerasyonu lizerine yararl bir etki saptamislardir. Literatiirde tanimlanan farkli
dozdaki FK506’nin farkli sonuglar olusturmasini da FK506’nin verilis yoluna
bagli olabilecegini bildirmislerdir. Calismamizda, epinoral devaskiilarizasyon
sonrasi siyatik sinir rejenerasyonu i¢in giinliilk subkutan yolla Smg/kg dozunda
uygulanan FK506’nin fokal iskemik dejenerasyon iizerine yararl etki gosterdigi
tespit edilmistir.

5.3 FK506’nin fokal dejenerasyon iizerine etkisi

FK506’nin noroprotektif, antiiskemik, antiinflamatuar ve antiapoptotik
etkilerinin oldugu literatiirde bildirilmistir [16]. Bununla birlikte fokal ve global
iskemik beyin hasar1 tizerine FK506 etkileri ayrintili bir sekilde bildirimis
olmasina karsin bu etkisinin hangi mekanizma ile olustugu ag¢ik degildir. Furuichi
ve ark. [16] tek doz FK506 uygulamasinin beyin infarkt alanini azaltmasinin
yaninda uzun siirede ndrolojik kaybi iyilestirdiginin bildirmislerdir. Ayrica iskemi
sonrast FK506 uygulmasi igin terapotik iyilesme zamani (therapeutic time
window) oldugu tanimlanmistir [3, 48]. Takamatsu ve ark. [48] FK506 nin giiclii
bir protektif etkiye sahip oldugunu ve terapotik iyilesme zamani adi verilen
etkinin olusmasinda iskeminin baslamasindan en az {i¢ saat icerisinde
verilmesinin yararl oldugunu bildirmislerdir. Arii ve arkadaslari [3] ise bu etkinin
olusmasinda iskeminin baslamasindan 60-120 dakika icerisinde FK506’nin
verilmesi gerektigini vurgulamiglardir. Caligmamizda bu iskeminin baglamasindan
bir giin sonra FK506 verilmeye baslanmasindan dolay1 terapotik iyilesme zamani
ile ilgili bir veri elde edilmemistir.

Calismamizda epinoral devaskiilarizasyon sonrasi dejenerasyon goriilen
alanlarin total sinir alanina gore yiizdeleri FK506 (+) grupta %25.7 + 13.1; FK506
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(-) grupta ise %26.5 = 11.4 olarak hesaplanmistir. Verilerin istatistiksel analizleri
neticesinde iki grup arasinda anlamli fark olmadig1 (p>0.05) tespit edilmistir. Bu
veri FK506’nin olugan dejenerasyon alaninin azaltilmasina degil bu alandaki sinir
liflerinin myelinizasyon seviyesine etki ederek ndroprotektif bir etki gosterdigi
seklinde yorumlanmustir.

Calismamizda FK506 nin fokal sinir dejenerasyonu iizerine yararli etkisi
elektron mikroskopik degerlendirme ve fonksiyonel testlerle gosterilmistir. Bu
analizlerde en ¢arpict bulgu siyatik fonksiyon indeksinin —50 degerinin FK506
verilen grupta daha erken goriilmesidir. Verilerin karsilastirilmasinda, FK506 (+)
ve FK506 (-) deney gruplarinda sirasiyla 7. ve 21. postoperatif giinlerde —50
degerinin SFI degerine ulagildig1 tespit edilmistir. FK506 uygulamasi sonrasi
immiinsupresyon nedeniyle myelin kaybinin dénlenmesi ve bdylece noroprotektif
bir etkinin olugsmas1 muhtemeldir. Bu nedenle, FK506 (+) deney grubunda FK506
(-) deney grubuna gore —50 SFI degerine ulasilmasinin bu noroprotektif etkinin
bir kanit1 oldugunu diisiinmekteyiz.
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SONUC

Periferik sinir yaralanmasi sonrasi, ndroprotektif ve norotrofik nitelikte
cesitli molekiillerin sentezinde bir artisin olustugu bilinmektedir. Ayrica, aksonal
yaralanma bir seri molekiiler, ultrastriiktiirel ve hiicresel yanitin olugsmasini saglar
[37]. Sinir dejenerasyonu olusturma ile ilgili olarak pekcok yontem tarif
edilmigtir. Bu farkli yontemlerin uygulanmasi sonrasinda periferik sinirde farkl
cevaplarin olusmasi kaginilmazdir. Calismamizda, siyatik sinirin fokal iskemik
dejenerasyonu olusturulmustur.

FK506’nin sinir rejenerasyonu iizerine olan etkileri literatiirde ayrintilt bir
sekilde yer almaktadir. Ancak bu sonuclar sinirin ezi, kesi gibi travmatik
yaralanmalarina ve beynin iskemik hasarlarina dayanmaktadir. Calismamizda
FK506’nin siyatik sinirin fokal iskemik dejenerasyon iizerine olan yararl etkisi
tespit edilmistir. Daha once bu yonde bir ¢alismaya literatiirde rastlanmamustir.
Ileriki caligmalarda FK506 ile iliskili molekiiller icin spesifik markerler veya
rejenere Schwann hiicrelerine, makrofajlara ve aksonlara spesifik markerler
kullanilarak FKS506’nin aksonal rejenerasyon 1lizerine etkisi arastirilmasi
gerektigini diigiinliyoruz.
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