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OZET
SICANLARDA YUKSEK YAGLI DiYETLE OLUSTURULAN OBEZITENIN
PERIFERIK SiNiR REJENERASYONU UZERINE ETKISININ
ARASTIRILMASI
Esra BEKAR, Yiiksek Lisans Tezi

Obezite siklig1 giderek artmakta olan ve insan sagligini ciddi olarak tehdit eden
bir hastaliktir. Obezitenin sinir sistemi iizerine ne gibi etkileri oldugu heniiz
arastirilmamigtir. Bu ¢alismada literatiirde karsilasilmayan bir yoniiyle obezitenin
periferik sinir sistemi {izerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanda.

Bu amagla ¢alismada 8 haftalik Spraque dawley cinsi, 24 adet disi sican
kullanild1 (ort. agirligi 175425 gr). Obez, kontrol, obez-hasarli, kontrol-hasarli olmak
lizere siganlar 4 gruba ayrildi (n=6). Obezite yiiksek yaglh diyetle 8. hafta sonunda elde
edildi. Kontrol-hasarli ve Obez-hasarli gruba 8.hafta sonunda siyatik sinir hasar
olusturuldu. Hasarli gruplar 4 haftalik rejenerasyon siirecine birakildi. Hasarli gruplarda
hasar Oncesi, hasar sonrasi ve rejenerasyon sonrasi elektrofizyolojik testler olan sinir
ileti hizi ve EMG (elektromiyogram) Olgiimleri yapildi. Ayrica hasarli gruplarda
fonksiyon testleri olan WRL (ayak geri gekme refleksi) ve SFI (sinir fonksiyon indeksi)
Olgiimleri yapildi. Elektron mikroskobik takibi yapilan siyatik sinir 6rneklerinden elde
edilen yari-ince kesitlerde bilgisayar destekli stereolojik analiz sistemi (CAST-GRID)
kullanilarak akson sayisi, siyatik sinir alani, akson alani ve miyelin kilif kalinlig
analizleri yapildi. Isik mikroskobik takipleri de yapilan siyatik sinirlerde Hematoksilen-
Eosin boyama ve GAP-43(Growth associated protein) ve TGF-f 3(Tranforming growth
factor) antikorlari ile immiinohistokimyasal boyama yapildi.

Analizlerden elde edilen bulgulara gére obez ve kontrol gruplart arasinda akson
sayist, alani, miyelin kilif kalinlig1 bakimindan anlamli bir fark bulunmadi (Bonferroni
Post Hoc Test, ANOVA; p> 0,05). Kontrol-hasarli (KH) ve obez-hasarli (OH) gruplar
arasinda akson sayisi ve akson alani bakimindan anlamli bir fark bulundu (p <0,05)
fakat miyelin kilif kalinlig1 bakimindan anlaml bir fark bulunmad: (p> 0,05). Kontrol
ve KH grubu arasinda akson sayisi, akson alani, miyelin kilif kalinlig1 bakimindan ¢ok
anlamli bir fark bulundu (p <0,01). Obez ve OH grubu arasinda akson sayisi, akson
alani, miyelin kilif kalinhig1 bakimindan gok anlamli bir fark bulundu (p <0,01). SFI,
WRL, sinir ileti hizi ve EMG testlerinde KH ve OH gruplar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmadi. (p> 0,05). Elektrofizyolojik testlerde, sinir ileti hizi ve sinir amplitiit
bulgularinda gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p> 0,05).
Ayrica hem kontrol hem de obez grubunda hasar dncesi ve rejenerasyon sonrast EMG
hizi, p-max (Maksimal pozitif yondeki tepe-taban pik degerleri) aras1 mesafe ve p-p
(Pozitif ve negatif pikler arasindaki mesafe degerleri agisindan anlamli fark belirlendi
(p<0,05).

Bu calismadan elde edilen bulgulara gore obezitenin periferik sinir sistemi
tizerinde patolojik degisiklere ve olasi bir hasarin ardindan gelisecek rejenerasyon
stirecinin gecikmesine neden olabilecegi soylenebilir.

Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Agustos 2011



ABSTRACT
THE INVESTIGATION OF AFFECT ON THE PERIPHERAL NERVE
REGENERATION HIGH-FAT DIET INDUCED OBESITY IN RATS
Esra BEKAR, M.Sc Thesis

Obesity is a serious disease to threat human health and their prevalence is getting
increased. It that has not been investigated that how obesity affects nervous system. In the
present study we aimed to investigate the effects on the peripheral nervous system which has
not been encountered in the literature yet.

For this purpose, 24 female, 8 weeks old Spraque dawley rats (150+25 gr) were used
in this study. The rats were divided into 4 groups including; obese, control, obese-damaged
and control-damaged (n=6). Obesity was obtained as a result of eating high-fat diet for 8
weeks. The control group was fed with a standard pallet feed. Sciatic nerve injury was
performed to control-damaged and obese-damaged groups at the end of 8" week. Damaged
groups were left off 4-week process of regeneration. At the moment of injury, after injury and
after regeneration, nerve conduction velocity and EMG measurements were performed with
the electrophysiological tests in the damaged groups. In addition, the WRL (foot withdrawal
reflex) and SFI (Nerve function index) function tests were applied in all groups. In the semi-
thin sections of the sciatic nerve, the number of axon, mean sciatic nerve and axon area and
myelin sheath thickness were analyzed by using computer-assisted stereological analysis
system (CAST-GRID). Also the sciatic nerves dyed with hematoxylin-eosin for routine
histopathology and GAP-43 and TGF-B antibodies for immunohistochemistry.

According to the findings of our analysis, there were not any significant differences in
terms of the area and number of axons and also thickness of the myelin sheath (Bonferroni
post hoc test, ANOVA, p> 0.05) between the obese and control groups. The numbers of axon
was significantly difference (p <0.05) between the control-damaged (CD), and obese-
damaged (OD) groups. But no significant difference was detected about the thickness of the
myelin sheath (p> 0.05). There were significant differences in terms of the number and area of
axons and also thickness of the myelin sheath (p <0.01) between the control and CD group. In
obese and OD groups, values of the number and area of axons additionally thickness of the
myelin sheath were different from each other (p <0.01). In SFI, WRL, nerve conduction
velocity and EMG tests, no significant difference was found between CD and OD groups (p>
0.05). Moreover nerve conduction velocity and nerve amplitude findings were not statistically
significant from each other of the groups (p> 0.05) in electrophysiological tests. In addition, it
were determined significant difference in terms of pre-injury and post- regeneration EMG rate
and also the distance between pp and p-max values in both obese and control group (p <0.05).

According to the findings from this study, we inform that obesity may cause on the
pathological changes in the peripheral nervous system and a delay in regeneration then
possible injury.

Ondokuz Mayis University, Samsun, August 2011



SIMGELER VE KISALTMALAR

BDNF Beyin kokenli sinir biiylime faktorii
BKO Bel kal¢a orani

CE Hata katsayis1

CMAP Bilesik kas aksiyon potansiyeli
CAP Bilesik aksiyon potansiyeli

CNTF Silyar kokenli sinir biiyiime faktorii
DETAM Deneysel tip aragtirma merkezi

DK Degisim katsayisi

EIT Patolojik ayakta 2. ve 4. parmak aras1 mesafe
EMG Elektromiyografi

EPL Patolojik bast uzunlugu

ETS Patolojik ayakta 1. ve 5. parmak aras1 mesafe
GAP 43 Biiyiimeyle iligkili protein

GDNF Glia kokenli sinir bliytime faktorii
K Potasyum

KH Kontrol-hasarli

LIF Loésemi inhibitor faktor

MAG Miyelinle iligkili glikoprotein

mV Milivolt

ms Milisaniye

pm Mikrometre

pm? Mikrometrekare

Na Sodyum

NGF Sinir biiylime faktorii

NPL Normal bas1 uzunlugu
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TURDEP
WRL
VKIi
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Maksimal pozitif yondeki tepe-taban pik degerleri
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GIRiS

Yasam boyunca bedensel ve zihinsel yonden saglikli olma, saglikli kalma,
dengeli ve yeterli beslenme sonucu miimkiin olmaktadir (Uzun, 2011). Obezite
besinlerle alinan enerji miktarinin metabolizma ve fiziksel aktivite ile tiiketilen enerji
miktarindan daha fazla oldugu durumlarda ortaya ¢ikan ve viicutta fazla miktarda yag
birikmesiyle olusan, tedavi edilmesi gereken ciddi bir hastaliktir (Altunkaynak ve
Ozbek, 2006). Enerji alinmasi ve harcanmasi arasindaki dengenin bozulmasindan
kaynaklanan ihtiya¢ fazlasi kalorinin organizmada depolanmasinin sonucu meydana
gelen obezitenin etiyolojisinde daha c¢ok yiiksek kalorili diyet ve hareket azligi gibi
faktorler rol oynamaktadir (Uzun, 2011). Basta kardiyovaskiiler sistem olmak tizere tip
2 diabetes mellitus, hipertansiyon, hiperlipidemi, insiilin rezistansi, inme, uyku apnesi,
safra kesesi tasi, hiperiirisemi, gut, osteoartrit ile erkeklerde kolon, rektum, prostat,
kadinlarda endometriyum, meme ve safra kesesi kanseri gibi baz1 kanser tipleri gibi
morbidite ve mortalitesi yiiksek saglik sorunlarina yol a¢gmaktadir (Annagiir, 2010;
Kalan ve Yesil, 2010). Prevalans1 giderek artmakta olan obezitenin bircok saglik
sorununa yol agtig1 acik¢a goriilmektedir (Annagiir, 2010). Obezite giiniimiizde gelismis
ve gelismekte olan {llkelerin en O6nemli saglik sorunlar1 arasinda yer almaktadir
(Tubitak, 2007).

Periferik sinirler, omurilik 6n boynuzundaki motor noéronlarin, dorsal
ganglionlardaki duyusal noronlarin ve sempatik ganglionlardaki sempatik ndronlarin
destek bag doku ile ¢evrili aksonal uzantilarindan olusan ve sonlandiklar1 hedef organa
gdre motor, duyu ya da otonomik fonksiyonlar1 olan yapilardir (Shenag ve Kim, 2006).
Periferik sinir yaralanmalar1 giinliikk hayatta karsilasabilecegimiz, sinirde gerilme,
ezilme ve kesilme gibi sebeplerden otiirii meydana gelmektedir. Periferik sinir
yaralanmasi sonucu olusan klinik tablo kisilerin giinliik yasamini etkilemekte ve 6nemli
Olciide is-giic kaybina neden olmaktadir (Ertas, 2004; Akbay, 2005; Benli, 2005;
Aydog, 2005; Okutan, 2008).

Obezite de sinir sistemi ile yapilan ¢aligmalarda, obezitenin periferal noropatiye
neden olabilecegi, merkezi sinir sistemi aktivitesini disiirdiigli, yiiksek yagh diyetle

beslenerek obez ve prediyabet olusturulan farelerde noropati olustugu goézlenmistir

(Colak ve ark., 1997; Okutan, 2001; Miscio ve ark., 2005).



Gebelikte obezitenin, fetiis lizerinde konjenital merkezi sinir sistemi defektleri
ile iligskisi degerlendirilmistir (Watkins ve ark., 2003). Maternal obezitenin neden
oldugu sinir sistemi defektlerinde spina bifida, anensefali, hidrosefali, holopronsefali,
noral tiip defekti yer almaktadir (Watkins ve ark., 2003).

Periferik sinire yonelik travmatik bir olay sonrast TGF-B1 diizeyi asir1 dlciide
artis gostermekte ve rejenerasyon gosteren sinir uglarinin distal segmente ulasmasina
dek yiiksek diizeylerde kalmaktadir (Rufer ve ark., 1994). Siganlarda, travmatik siyatik
sinir hasar1 sonrasi gelisen rejenerasyon esnasinda siitiir hattinin proksimal ve distalinde
mevcut olan Schwann hiicreleri tarafindan TGF-B olusumunun indiiklendigi
diisiiniilmektedir (Einheber ve ark., 1995). Yapilan caligmalarda, TGF-’nin Schwann
hiicre proliferasyonunda rol oynadig ileri siiriilmiistiir (Guenard ve ark., 1995; Stark ve
ark., 2001). Rejenerasyonda akson gelisirken biiylime konisi yakininda, membranda
GAP 43 fosfoproteini iiretimi artmaktadir ve biiyiime bdlgesinin ilerlemesinde rol
almaktadirlar ( Faweett ve Keynes, 1990; Shen ve ark., 2002). Calismamizda obezitenin

bu biiylime faktorlerinin diizeylerini ne derece etkiledigi incelendi.

Obezitenin periferik sinir sistemi {lizerinde de olumsuz etkileri olabilecegi
diistiniilmektedir. Bununla birlikte obezitenin periferik sinir sistemi tizerine olan etkisi
yada periferik sinir rejenerasyonu siirecinde obezitenin fizyolojik sinir iletimini de ne

derece etkiledigi heniiz bilinmemektedir.

Bu calismanin amaci yiiksek yag igerikli diyet uygulamasiyla bir obezite modeli
olusturmak ve bu uygulamanin viicuttaki en biiylik ve tek parcali periferik sinir olan
siyatik sinir {iizerindeki olas1 etkilerini stereolojik, elektrofizyolojik, fonksiyonel,

histopatolojik ve immiinohistokimyasal yontemlerle incelemektir.



GENEL BIiLGILER
2.1.0BEZITE NEDIR?

Besinlerle alinan enerji miktarinin metabolizma ve fiziksel aktivite ile tiiketilen enerji
miktarindan daha fazla oldugu durumlarda ortaya ¢ikan ve viicut yag kitlesindeki artisla
olusan, tedavi edilmesi gereken ciddi kronik bir hastaliktir (Altunkaynak ve Ozbek,
2006). Obezite son 20 yilda ¢cogu iilkede giderek artis gostermektedir (Annagiir, 2010 ).

Obezite baslica, tip 2 diabetes mellitus, hipertansiyon, hiperlipidemi,
kardiyovaskiiler hastaliklar, insiilin rezistansi, inme, uyku apnesi, safra kesesi tasi,
hiperiirisemi, gut, osteoartrit ile erkeklerde kolon, rektum, prostat, kadinlarda
endometriyum, meme ve safra kesesi kanseri gibi bazi kanser tipleri gibi morbidite ve
mortalitesi yliksek bircok saglik sorunlarina yol agmaktadir ( Annagiir, 2010; Kalan ve
Yesil, 2010; Tablo 1). Etiyolojisinde genetik, bazal metabolik hiz, kalori alimi, yag
hiicreleri, yeme aligkanliklari, c¢evresel faktorler ve fiziksel aktivitenin rolii vardir

(Styne, 2001).

Son yillarda geligsmis iilkelerde beslenme, yasam bi¢iminin degisimi ve artan
ekonomik refah diizeyi nedeniyle obezite sikliginda bir artis mevcuttur. Bizim gibi
gelismekte olan iilkelerde de obezite sikligimin yiiksek oldugu yapilan calismalarla
gosterilmistir. Obezitenin sikligindaki artig; ilgili sorunlar1 da beraberinde getirdiginden
onem tasimaktadir (Giilcan, 2006 ). Avrupa’da obezite prevelans1t WHO MONICA
(Monitoring Trends and Determinants in Cardiovascular Diseases) calismasina gore
kadinlarda %22, erkeklerde %15 olarak bildirilmistir (Molarius, 1999). Tiirkiye’de de
tim diinyada oldugu gibi obezite prevelansi giderek artmaktadir, 6zellikle kadinlarda
oldukca yiiksek oranlardadir. 1999 yilinda Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma
Dernegi, Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi, DETAM (Tiirk Diyabet Vakfi) ve Saglik
Bakanliginin gergeklestirdigi 24.788 kisinin tarandigt TURDEP (Deneysel Tip
Aragtirma Merkezi) ¢aligmasinda kadinlarda %30, erkeklerde %13, genelde ise %22.3
oraninda obezite prevelansi tespit edilmistir (Satman ve ark., 2002). TEKHARF
calismasinda ise 2000 yilinda obezite prevalanst %21.9, kadinlarda %43, erkeklerde
%?21.1 olarak saptanmistir (Kalan ve Yesil, 2010).



Tirkiye’de kadinlardaki obezite prevelansi diinya ortalamalarina gore ¢ok daha yiiksek
bulunmustur, yiiksek dogum sayisinin ve diisiik egitim diizeyinin kadinlardaki obezite

ile iligkili oldugu anlagilmistir (Sansoy, 2003).

Tablo 1: Obezitenin yol actig1 saghk sorunlari ( Kalan ve Yesil, 2010).

Obezitenin Yol Actig1 Saghk Sorunlar:

1. Metabolik-Hormonal Komplikasyonlar
* Metabolik sendrom

* Tip 2 diyabet

+ Insiilin direnci, hiperinsiilinemi

* Dislipidemi

2. Kardiyovaskiiler Sistem Hastaliklar:
« Serebrovaskiiler hastalik

* Konjestif kalp yetersizligi

* Koroner kalp hastalig1

* Tromboembolik hastalik

3. Solunum Sistemi Hastaliklar1
* Obezite-hipoventilasyon sendromu

» Uyku apne

4. Sindirim Sistemi Hastahklar:
* Safra kesesi hastalig1
* Karaciger hastaligi

* Gastro6zofajiyal reflii hastaligi

5. Polikistik Over Sendrom

6. immiin Sistem Disfonksiyonu

7. Cilt Hastahklar1

8. Cerrahi Komplikasyonlar

9. Kanser

* Meme

* Kolon

* Disi tireme: serviks, endometrium, over
* Safra kesesi

* Prostat

10. Obezitenin Mekanik Komplikasyonlari
* Osteoartrit

* Artmus karin i¢i basinci, herni

11. Psiko-Sosyal Komplikasyonlar




2.1.1. Obezite Degerlendirme Yontemleri

Obezite, alinan kalori ile harcanan kalori arasindaki dengesizlik sonucu
viicuttaki yag doku oraninin yagsiz doku oranina gore fazla oldugu, tedavi edilmesi
gereken ciddi kronik bir hastaliktir. Viicutta yag dokusundaki artisla meydana gelen bir
durumdur. Erkeklerde viicut agirhiginin %15-18’ini, bayanlarda %20-25’ini yag doku
olusturur. Yag dokunun total viicut agirhigina oraninin, erkeklerde %25, kizlarda
%30’un tizerine ¢ikmasi sismanligi olusturur (Tiizlin, 1999). Obezite dl¢limiinde ¢esitli

yontemler kullanilmaktadir (Tablo 2).

Tablo 2. Obezite 6l¢iim yontemleri

Obezite Olciim Yontemleri

1. Viicut kitle indeksi

2. Viicut yag orani

3. Bel-kalga orani

4. Deri kalinliklar1 6l¢timii

5. Dual enerji x-ray absorbsiyometri

6. Biyoelektrik empedans

7. Potasyum izotopu

8. Bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans

goriintiileme

2.1.1.1.Viicut Kitle indeksi (VKI)

Obezite i¢in en yaygm kullanilan 6lgiim, Viicut Kitle indeksidir. VKI, viicut
agirhigmin (kg), boyun karesine (m?) boliinmesi ile hesaplanir. Bu deger yas ve
cinsiyetten bagimsizdir. Bununla beraber VKI, ¢ocuklarda, hamile kadilarda ve ¢ok
adaleli kisilerde kullanilmamalidir. Diinya saghk orgiiti (WHO) viicut kitle indeksine
gbre obeziteyi tanimlamis ve su sekilde bir siniflandirma yapmistir (WHO, 1995; Tablo
3).



Tablo 3. Viicut kitle indeksine gore WHO’nun yaptig: obezite siniflandirilmasi

WHO Siniflandirmasi VKI
Zayif VKIi<18.5kg/m2
Normal 18.5<VKi<24.9kg/m2
Asin Kilo 25<VKI<29.9kg/m2
Obez-Class I 30<VKi<34.9kg/m2
Obez-Class 11 35<VKi<39.9kg/m2
Obez-Class 111 VKi>40kg/m2

2.1.1.2. Viicut Yag Oram (VYO)

Obezite genel inanisin aksine fazla kilolu olmak degil viicuttaki yag oraninin
normalden fazla olmasidir (Ersoy ve Cakir, 2007). Kilo artis1 da bu yag doku artiginin
fiziksel goriintiiye etkisidir. VYO; viicut kitlesi, yas ve cinsiyet degiskenleri {izerine

gelistirilen bir formiil ile yaklasik olarak belirlenebilir (Duerenberg ve ark., 1991).

VYO= 1,2 (Viicut Kitle indeksi) + 0.23 (Yas) — 10,8 (Kadn icin 0/Erkek icin 1) — 5,4

Obezite tanisi i¢in VYO’ nin ortalama olarak erkekte %25, kadinda ise %35’in

tizerinde olmas1 gerekmektedir (Duerenberg ve ark., 1991).

2.1.1.3. Bel/Kal¢a Oram (BKO)

Viicut yag dokusunun miktar1 gibi dagilimi da Onem tagimaktadir. Yagin
abdominal bolgede ve i¢ organlarda toplanmasi Tip 2 DM, hipertansiyon, dislipidemi,
koroner arter hastaligi ile de yakin iligkili olan insiilin direncine yol agmaktadir (Ersoy
ve Cakir, 2007). Bu nedenle obeziteye bagl riskin degerlendirmesinde Bel/Kalga Orani
onem tagimaktadir. Erkeklerde 0.95, kadinlarda 0.8 iizerindeki degerler abdominal
obezite gostergesidir (Ersoy ve Cakir, 2007). Erkeklerde 102 cm, kadinlarda 88 cm
tizerindeki bel c¢evresi Olglimleri metabolik sendrom ig¢in yiiksek risk gostergesidir

(Klein ve ark., 2007).



2.1.1.4. Biyoelektrik impedans

Elektrolit igeren viicut sivilarinin akimi iletecegi temeline dayanan bir sistemdir.
Dokudan gecirilen diisiik voltajli elektrik akimi ile dokulardaki kitlesi ile ters orantili
olan impedans 6l¢iiliir (Ersoy ve Cakir, 2007). Bu yontem viicut yag kitlesini 6lgmekte,

bolgesel yag birikimi konusunda bilgi vermemektedir (Jebb, 2000).

2.1.1.5. Cilt Kalinhg:

Deri kivrim kalinlig 6l¢timii belli bolgelerdeki deri kivrimlarinin dlgiilmesi ve
bunun viicut yag depolari tayininde kullanim1 esasina dayanir. Deri kivrim kalinliginin
standart basing uygulayan kaliperler (¢ap pergeli) kullanilarak 6l¢iimiidiir. Bu 6lgiim
triseps, biseps, subskapular ve suprailiyak bolgelerde cilt alt1 yag dokusu hakkinda bilgi
verir, ancak ayni 6l¢limii yapan kisilerin verileri arasinda farkliliklar bulunabilmektedir.
(Ersoy ve Cakir, 2007). En ¢ok kullanilan bdlgeler olarak, triseps bolgesinden yapilan
Olctimlerde erkeklerde 19 mm iizeri, kadinlarda 30 mm iizeri degerler, subskapular

bolgede erkeklerde 22 mm {istii, kadinlarda 27 mm {istli degerler obezite gostergesidir

(Jebb, 2000).

2.1.1.6. Dual enerjili X 151n1 absorbsiyometrisi

Bu yontem viicut yag1 ve yagsiz viicut kitlesinin 6l¢iimii i¢in kullanilir. Farkli
dokularin 1ginlar1 farkli absorbe etme gii¢lerine dayanilarak yapilan olglimler kemik,
kas, yag kitlesini hesaplamak i¢in kullanilir. Pahali olmasi, standardizasyonun gii¢liigii
ve 150 kg iizeri olan kisilerde kullanilamamasi yontemin dezavantajlaridir (Ersoy ve

Cakar, 2007).

2.1.1.7. Potasyum izotopu

Viicut hiicre kitlesini degerlendiren bir yontemdir. Potasyumun %95'ten fazlasi
intraselliiler oldugundan potasyum izotopu ile alinan dlgiimler viicut hiicre kitlesi i¢in
bir indeks olusturmaktadir. Yag dokusu hakkinda dolayli bilgi vermesi avantajdir, fakat
pahal1 ve gii¢c uygulanabilir bir yontemdir (Jebb, 2000; Ersoy ve Cakir, 2007).



2.1.1.8. Bilgisayarh Tomografi ve Manyetik Rezonans Goriintiileme

Ug boyutlu dlgiim yaparak viicut yag kitlesini belirledikleri gibi, yag dagilim
hakkinda da bilgi verirler Maliyetleri olduk¢a yiiksek olan bu yontemler pratikte
kullanilmamaktadir (Jebb, 2000; Ersoy ve Cakir, 2007).

2.1.2.0bezitenin Etiyolojisi

Obezitenin nedeni kesin olarak bilinmemekle birlikte harcanandan daha fazla
kalori almimi olarak agiklanmaktadir (Ersoy ve Cakir 2007). Faktorlerin bireyin
kilosunun belirlenmesinde nasil etki gosterdigi bilinmiyorsa da bu durum rastlanti
sonucu olan bir siire¢ degildir (Agral1 2005). Obezitenin gelisiminde genetik, ¢evresel
ve psikolojik etmenlerin rolii oldugu diisiiniilmektedir (Armitagea ve ark., 2008).
Psikolojik etmenlerin obezite gelisimindeki rolii kesin olarak kabul edilmemekle birlikte
s0z konusu etmenlerin obeziteye nasil yol actigi ise kesin olarak bilinmemektedir

(Agral1 2005).

2.1.2.1. Noroendokrin Nedenler
Endokrin nedenler obezite etiyolojileri i¢inde en az rastlanilan nedenler olmakla
birlikte altta yatan bozuklugun tedavisi obezitenin de diizenlenmesine yol a¢tig1 i¢in

onem tasimaktadir (Ersoy ve Cakir 2007).

2.1.2.2. Leptin

Leptin, viicudun yag durumu ile ilgili uyar1 vermesi ile iliskilidir. Adipositler
tarafindan salinarak islev goriirler. Leptin konsantrasyonlari, hipotalamustaki ndéron
gruplarinca algilanir. Aclik siiresince, leptin seviyeleri diiser ve boylece besin
olmadiginda davranigsal, hormonal ve metabolik cevabi aktive eder. Kilo alimi plazma
leptin konsantrasyonunu arttirir ve farkli bir tepki ortaya ¢ikarir, bu da negatif bir enerji
dengesine yol agar. Bu durum, besin aliminda azalma ve enerji harcanmasinda artisla
karakterizedir. Artan ve azalan leptin seviyelerine, benzer ya da farkli noronlarin mi
yanit verdigi heniiz bilinmemektedir (Giille, 2002). Leptin beslenme davranisini
diizenleyen ve enerji dengesinin kontrolii i¢in kisa ve uzun donem sistemin bir

komponenti olarak goriilmektedir.



Besin alimin1 kantitatif olarak diizenleyen faktorlerden olan uzun stireli
regiilasyon (enerji regiilasyonu); baslica viicuttaki enerji depolarinin normal miktarinin
uzun siireli korunmasi ile ilgilidir.

Kisa siireli regiilasyon (beslenme regiilasyonu) ise baslica 6gilinlerde asir1 yemeyi

onlemekle ilgilidir (Erarslan ve ark., 2006).

2.1.2.3. Serotonerjik Sistem

Serotonerjik sistem yeme davranist ve viicut agirligimin diizenlenmesin de
etkindir. Ayrica leptin salgilanmasinin diizenlemesin de serotoninin (5-HT) rol oynadig1
yolunda veriler bulunmaktadir (Erarslan ve ark., 2006). Ozellikle 5-HT2c serotonin
reseptorii yemenin diizenlenmesinde 6nemli bir yere sahiptir. 5-HT2c uyarilmasi ile
sicanlarda beslenme azalirken, antogonist maddelerle artmaktadir. 5-HT2c reseptorii
olmayan fareler daha ¢ok yemektedir (sismanlamaktadir) ve ge¢ baslangigh diabetes

mellitus'a daha fazla yakalanmaktadirlar (Erarslan ve ark., 2006).

2.1.2.4. Histaminerjik Sistem
Hipotalamik histamin, H1 reseptor (alt tip reseptor) lizerinden leptine bagli yeme

davranisini diizenlemektedir (Erarslan ve ark., 2006).

2.1.2.5. Genetik Nedenler

Bazi genler ve kromozomal anormallikler obezite gelismesinde primer
faktorken, cevresel faktorlerin bazilar1 genleri etkileyerek obeziteye neden olabilir
(Ersoy ve ark. 2007). Yapilan degisik caligmalarda obezitenin % 20-80 oraninda genetik
nedenlerle ortaya ¢iktig1 gosterilmistir. Bir¢ok genin obezite ile birlikteligi goriilmiis ve
obezitenin poligenik oldugu sonucuna varilmistir. Nadir olarak tek gen mutasyonuna

bagli obezite saptanmistir (Ersoy ve ark., 2007).

2.1.2.6. Sosyal Faktorler

Sosyal faktorler, obeziteye neden olan faktdrler iginde Ozellikle kadinlar
acisindan 6nemli bir yer tutmaktadir (Giille 2002).. Kadinlar arasinda obezite, daha alt
diizey sosyoekonomik grupta daha fazla karsimiza cikmaktadir. Erkekler acisindan

bakilirsa bu fark belirgin degildir.



Diger sosyal faktorler de (etnik, dini, vb.) obezite ile yakindan ilgilidir. Fakat bu konuda
elimizde yeterince ¢alisma bulunmamaktadir. Sosyal faktorler agisindan birden ¢ok ve
kompleks mekanizmalarin etkili oldugu diisiiniilse de yasam tarzi en Onemli yeri

tutmaktadir (Gtille 2002).

2.1.2.7. Diger Faktorler

Bazi ilaglar 6zellikle psikoaktif ilaglar ve baz1 hormon preparatlari kilo aldirirlar.
Bu ilaclar icinde; antipsikotikler (fenotiazin grubu ilaglar ve butirofenonlar),
antidepresanlar (trisiklik antidepresanlar, lityum), antiepileptikler, glukokortikoidler,
adrenerjik reseptdr antagonistleri, serotonin antagonistleri ve antidiyabetikler

(sulfoniliireler, glitazonlar, insiilin) sayilabilir (Ersoy ve ark., 2007).

2.2. PERIFERIK SiNiR SISTEMi

Periferik sinir sistemi, merkezi sinir sistemi ile organlar arasinda iletimi
saglayan bdylece motor, duyu ve otonomik fonksiyonlarin diizenlenmesinde gorev alan
bir sistemdir. Ug tip periferik sinir bulunmaktadir, bunlar; motor, duyu ve otonom
sinirlerdir. Motor sinirlerin hiicre govdeleri medulla spinalis 6n boynuzunda, duyu
sinirlerinin hiicre govdeleri ise arka kok gangliyonu icerisindedir. Duyusal ve motor
lifler igeren periferik sinirler, dorsal ve ventral spinal koklerin birlesmesiyle olusur
(Sekil 1). Otonom sinir sistemine ait noronlar merkezi sinir sistemi iginde ve disinda

bulunan, niikleus ve ganglionlarda toplanmis sekildedir (Shenaq ve Kim, 2006).
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Sekil 1: Periferik sinirlerin hiicre govdelerinin yerlesimi.



Periferik sinir sistemini olusturan sinir hiicresi, perikaryon denilen bir govde ile
akson ve dendrit ad1 verilen uzantilardan olusur ( Ertas, 2004; Benli, 2005). Perikaryon,
temel fonksiyonel {inite olan sinir liflerinin beslenmesini, korunmasini ve devamliligini
saglar. Perikaryonun sitoplazmasinda, iyonlarin taginmasinda rol oynayan ve ayni
zamanda noron hiicre seklinin korunmasinda ve desteklenmesinde etkisi olan
norofibriller, Nissl cisimcikleri, lipofuksin, melanin, demir igeren graniiller bulunur
(Snell, 1992). Graniillii endoplazmik retikulum sinir hiicresi igerisinde Nissl cisimcigi
olarak gozlenir ve protein sentezinden sorumludur. Sitoplazma igerisinde bulunan diger
onemli bir yapt da, dendrit ve aksonlarin sonlarina kadar uzanarak norotiibiil ve
norofilamentlerden olusan norofibrillerdir. Bunlar metabolitlerin tasinmasinda, hiicre
seklinin korunmasi ve desteklenmesinde gorev alan yapilardir. Norotiibiiller sayesinde
proteinler, enzimler ve besleyici faktorler iletilerek, hem son plagin beslenmesi hem de
perikaryondan son plaga bilgi tasinmasi saglanmis olur ( Bullock ve ark., 1994).

Dendritler, ¢evreden gelen uyarilarin hiicre gévdesine iletilmesinden ve ndéronlar
arasindaki baglantinin saglanmasindan sorumlu iken aksonlarin 6ncelikli gorevi sinirsel
uyariy1 periferdeki kas dokusuna aksiyon potansiyeli olarak tasimaktir. Akson boyunca
stireklilik gosteren plazma membrani “aksolemma” olarak isimlendirilmektedir. Hiicre
sitoplazmasinin akson igerisindeki esdegeri ise ‘‘aksoplazma” adim1 almustir.
Aksoplazma, akson igerisinde bulunan cesitli proteinler, hiicre iskeletini olusturan
mikrotiibiiller ve ndrofilamanlar1 igeren ara maddeden olusmaktadir (Snell, 1990).

Periferik sinir sisteminin uydu hiicreleri olan Schwann hiicreleri akson
cevresindeki alanda iyon dengesinin saglanmasina, norotransmitterlerin dagilimina ve
aksolemma boyunca sodyum kanallarinin yerlesimine katkida bulunan hiicrelerdir.
Schwann hiicreleri, ayni zamanda akson c¢evresinde konsantrik karakterde
proteofosfolipid bir tabaka olan miyelin kilifim1 hazirlarlar. (Dahlin, 2004). Bir sinir
ezildigi yada kesildigi zaman meydana gelen dejenerasyon, aksonun distalinde baslar ve
bu dejenerasyon akson kilifinin fagositozu, Schwann hiicre proliferasyonunu igerir. Bu,
Schwann hiicresi ve aksonun ortak reaksiyonudur. Meydana gelen metabolik veya
kimyasal hasar Schwann hiicresini etkiler ve bunun sonucu demiyelinizasyon gelisir
(Berthold ve ark., 1993; Jessen ve Mirsky, 1998) .

Sinir lifleri miyelinli ya da miyelinsiz olabilmesine ragmen, periferik sinir sisteminde

her sinir lifinde aksonlar mutlaka u¢ uca dizilmis Schwann hiicreleri ile sarilmislardir



(Shenaq ve Kim, 2006). Miyelinli sinirlerde, bir sinir lifi tek bir schwann hiicresi
tarafindan sarilirken, miyelinsiz sinirlerde tek bir schwann hiicresi, bir¢ok sinir lifini
cevrelemektedir (Kaplan ve ark., 2009).

Miyelinizasyon schwann hiicreleri tarafindan intrauterin yasamin 14-16.
haftalarinda baslar ve dogum sonrasi da degisken hizlarda devam etmektedir (Kaplan ve
ark., 2009). Miyelin esas olarak merkezi sinir sisteminde oligodendrositlerin, periferik
sinir sisteminde ise Schwann hiicrelerinin plazma membranlarindan olusmaktadir.
Miyelinin yapist diger plazma membranlarina benzemekle birlikte, icerik agisindan
farklidir. Biyokimyasal olarak % 75 lipit ve % 25 proteinden meydana gelmektedir (
Atalay ve Ustiin, 2004). Miyelin tabaka igerisinde bulunan lipitlerin % 20-30’unu
olusturan kolesterol bu ¢ok tabakali yapinin duragan sekilde kalmasini saglamaktadir.
Miyelin icerigindeki diger lipitler ise glikolipit yapisinda olan galaktoserebrosid,
stilfatid ve gangliosidlerdir (Garbay ve ark., 2000).

Periferik sinir sistemi miyelininin % 20-30’unu olusturan proteinler, cogunlukla
glikoprotein yapisindadir. Po, PMP22, MAG, epitelyal kadherin ve periaksin baskin
olarak bulunan glikoproteinlerdir ( Frostick ve ark., 1998; Garbay ve ark., 2000 ).
Periferik sinir sistemine ait miyelinli liflerde, akson boyunca dizilim gosteren Schwann
hiicreleri arasinda miyelin kilifin bulunmadigi 1 pm’lik alanlar mevcuttur. Miyelin kilif
boyunca iletilen impulslar “Ranvier diigimii” adi verilen bu alanlarda bir si¢crama
yaparak bir sonraki miyelin kilifa gecerler (Lawrence, 1995). Ranvier diigiimleri;
uyarinin sigrayici sekilde iletimi ile, cok hizli tasinmasini saglar (Terzis ve Smith, 1990;
Shenaq ve Kim, 2006). Ayrica Ranvier diiglimleri aras1 ne kadar uzun ise myelin o
kadar kalindir (Samorajski, 1967; Ertekin, 2006 ).

Bir sinirin myelinli olmas1 aksiyon potansiyelinin iletim hizim1 arttirmaktadir.
Myelin kilifin kalinlig1 da iletim hizim etkiler. Myelinsiz liflerde ¢cap 0.2—1.5 pm ve
iletim hiz1 0.4-2.0 m/sn (metre/saniye) iken; kalin myelinli sinirlerde ¢ap 12-20 pm ve
iletim 72—120 m/sn gibi yiiksek hizlardadir (Shenaq ve Kim, 2006). Sinir lifleri iletim
hizlar1 ve caplarina gore 3 gruba ayrilir (Terzis ve Smith, 1990):

- A grubu lifler: Myelinli somatik afferent ve efferent liflerdir. Caplar1 2.5-22 pm, ileti
hizlar1 15-100 m/sn arasindadir.

- B grubu lifler: Myelinli otonomik preganglionik liflerdir. Caplar1 3 um, ileti hizlar
3—15 m/sn kadardir.



- C grubu lifler: Myelinsiz somatik ve visseral afferent lifler ile postganglionik
liflerdir. Caplar1 0.2—1.5 pm, ileti hizlar1 0.3—1.6 m/sn kadardir.

Bag dokusu, enine kesilmis bir sinirin kesit alanmin % 25-85 kadarim
olusturmaktadir ve bu oran sinire ve yer aldig1 bolgeye gore degismektedir. Eklem
bolgelerinde bu oranin arttig1 bilinmektedir. Periferik sinirler 3 ayr1 destek bag dokusu
tabakasi ile kusatilmistir (Kaplan ve ark., 2009). Her bir sinir lifi, en igte endondriyum
ad1 verilen mezoderm kaynakli bir bag doku ile g¢evrelenmektedir. Endonoriyum,
mukopolisakkarit temel madde igerisinde yer alan kollajen ve retikiiler lifler,
fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri ve kapiller sistemden olusan bir bag dokudur,
cevreledigi alan igerisindeki bolge sinir islevleri i¢in uygun bir ortam saglar (Terzis ve
Smith, 1990; Maggi ve ark., 2003). Sinir liflerinin bir araya gelerek olusturdugu yapiya
ise fasikiil denilmektedir. Her fasikiil mekanik olarak saglam, yogun bir tabaka olan
perindriyum ile sarilmistir.

Perinériyum, yassi perindral hiicreler tarafindan olusturulmus olan ¢ok kath bir
tabakadir ve tramvalara kars1 bir bariyer gorevi goriir. Perindriyum ayni zamanda kan-
sinir bariyerinden sorumlu olan yapidir (Lundborg, 1987; Ozmen, 2002; Kaplan ve ark.,
2009). Periferik siniri en digtan kusatan bag doku tabakasi ise epindriyum adin
almaktadir. Epinériyum kollajen tip I ve III, elastik lifler, fibroblastlar ve degisen
oranlarda yag dokusundan meydana gelmistir. Epindriyumun gorevi, fasikiilleri
ekstremite hareketleri sirasindaki tramvalardan korumaktir. Bu nedenle 6zellikle eklem
bolgelerinde daha kalin bir yapiya sahiptir (Lundborg, 1987; Maggi ve ark., 2003).
Epindriyumun kalinlig1 sinirin tipi, seviyesi ve bireylere gore farklilik gostermektedir,
yilizeyel yada eklemleri gecen sinir kisimlarinda bag doku daha da kalindir, nedeni
travmalara kars1 koruyuculugu arttirmaktir (Terzis ve Smith, 1990; Sunderland, 1990;
Maggi ve ark., 2003). Toplam sinir kesit alaninin % 35-75’1 arasinda degisen bu kalinlik
distale gittikce azalmaktadir. Fonksiyonel olarak iki tabakadan olusan epindriyumun
derin tabakalar1 “internal (interfasikiiler) epinériyum” olarak adlandirilir ve bu tabaka
fasikiillerin etrafini tek tek sararak fasikiilleri bir arada tutar. “Eksternal (epifasikiiler)
epindriyum” ise daha dista yer alan ve parandriyum olarak da bilinen bag dokusu
yapisinda bir kiliftir (Thomas ve ark., 1993). Epinéryum igeriye dogru uzanarak
epifasikiiler epinéryumu meydana getirir (Williams ve ark., 1989; Bullock ve ark.,

1994; Ertekin, 2006).



Fasikiiler yapilarina gore periferik sinirler {i¢ ana gruba ayrilirlar (Sekil 2) .

1. Monofasikiiler periferik sinir; Bir¢ok sinir lifi iceren tek bir fasikiil bulunur.

2. Oligofasikiiler periferik sinir; Birkag biiylik fasikiilden olusan sinirdir.

3. Polifasikiiler periferik sinir: Cok sayida fasikiil mevcuttur. Fasikiiller gruplar

halinde veya grup olusturmaksizin bir arada bulunabilirler ( Lundborg, 1988).

Monofasikiiler Oligofasikiiler Polifasikiiler

Sekil 2: Periferik sinirlerin fasikiiler yapilarina gore siniflandiriimasi

2.2.1. Periferik Sinir Yaralanmalari

Periferik sinir yaralanmalari ¢esitli nedenlerle (gerilme, yirtilma, ezilme vb.)
olusabilmektedir. Burada 6nemli olan travmanin sinirin i¢yapisinda olusturdugu hasarin
derecesidir. Yaralanmayla beraber sinirin distal ve proksimalinde 6nemli histolojik
degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir. Periferik bir sinirde meydana gelebilecek herhangi bir
yaralanma sinir hiicresi (sinir lifi) Oliimiine yol ag¢mazsa, etkili fonksiyonel bir
restorasyonla ya da basarisizlikla sonuglanabilecek rejenerasyon siireci baslatilir.
Aksonal devamlilifi kesintiye ugratacak derecedeki yaralanmalarda aksonda sinir
fonksiyonunun devamlilig1 i¢cin gereken metabolik olaylar gerceklesemedigi i¢in distal

kisimlar dejenerasyona ugrar ( Lundborg, 1987; Terzis ve Smith, 1990).

2.2.1.1. Gerilme Tipi Yaralanma

En yaygin goriilen yaralanma tipidir (Burnett ve Zager, 2004). Periferik sinirler,
endondryumlarindan dolay1 elastiktir, fakat sinire uygulanan ¢ekme, sinirin gerilme
kapasitesinin lizerine ¢ikarsa, yaralanma meydana gelebilir ve devamlilik tamamen
kaybolabilir. Genellikle yaralanmalarda devamliligin korundugu goriilmiistiir. Sinirin
koptugu durumlarda ise ¢ogunlikla cerrahi tedavi gerekir (Ertas, 2004; Benli, 2005;
Ertekin, 2006; Daneyemez ve Secer, 2008).



2.2.1.2. Yirtilma Tipi Yaralanma

Kesici ve delici alet yaralanmalari, atesli silah yaralanmalar1 ve ekstremitelerde
meydena gelen agik yaralanmalar en sik goriilen sebeplerdir. Ciddi yaralanmalarin %
30’unu olusturan yaralanmalardir. Bu tip yaralanmalarda tam bir kesi olabilmesine
ragmen, siklikla bazi sinir elemanlarinin devamliligi korunabilir (Robinson, 2000;
Burnett ve Zager, 2004). Yirtilma tipi yaralanmalar, kolay bir sekilde
olusturulabildiginden, arastirmalarda yaygin olarak kullanilan bir modeldir. Tam kesi
varsa u¢ uca onarilmali, tam kesi olmayan yaralanmalarda en az 4 hafta ¢evre doku

iyilesmesi i¢in beklenmelidir.

2.2.1.3. Ezilme Tipi Yaralanma

Yaygin olarak goriilen diger yaralanma tiirli, ezilme tipi yaralanmalardir. Bu
yaralanmada sinirsel elemanlarin ayrilmasi veya kopmasi s6z konusu degildir. Ezilme
tipi yaralanmalarda, motor ve duyu fonksiyonlarmin total kaybi meydana
gelebilmektedir ve yapilan calismalarda kan sinir bariyerinin bozuldugu, yaklasik 7.
giinde asamal1 olarak tekrar diizeldigi gozlenmistir (Hirakawa, 2003).
Ezilme tipi yaralanmada noral hasar fazladir. Bu yaralanmalarda hasta 6nce medikal
tedavi ile izlenmelidir. Eger 3—4 ay sonra beklenen gelisme olmazsa uygun cerrahi
planlanmalidir (Ertas, 2004; Daneyemez ve Secer, 2008). Son yillarda yapilan
calismalarda, ezilme tipi yaralanmalarda mekanik deformasyonun etkilerinin daha 6n
planda oldugunu goriisii 6n plana ¢ikmistir ( Robinson, 2000; Zochodne, 2000; Burnett
ve Zager, 2004).

2.2.2. Sinir Yaralanmalarinin Siniflandirilmasi

Periferik sinir onarim yolunun basarisi ve siiresi sinir yaralanmasinin derecesine
baghdir (Stoll ve Miiller, 1999; Burnett ve Zager, 2004). Seddon ve Sunderland
tarafindan gelistirilen siniflandirma giinlimiizde yaygin olarak kabul edilmektedir
(Fernandez ve ark., 1997; Stoll ve Miiller, 1999; Robinson, 2000). Seddon sinir

yaralanmalarini siddetine gore 3 sinifa ayirmaktadir.



2.2.2.1. Noropraksi

Sinir devamliligimin kaybolmadigi ancak gecici bir fonksiyonel kaybin oldugu, grup
icerisindeki en hafif yaralanma tipidir. Gegici segmental iletim blogu ile karakterize
olup anatomik biitlinliik ve aksonal devamlilik korunmustur (Sunderland, 1990;
Brushart, 1999 ). Miyelin yapisinda bazi degisiklikler meydana gelmesine ragmen,
olusan gecici fonksiyon kayiplarinin yaralanma bolgesindeki lokal bir iyon-aracili iletim
blogundan dolay1 oldugu diisiiniilmektedir. Deneysel ve klinik gozlemler néropraksi
gelisiminden birden ¢ok mekanizmanin sorumlu olabilecegini gostermektedir ve
demiyelinizasyon bu etkenlerden birisidir. Spontan iyilesir ve iyilesme tam olur, ancak
iyilesme zamani 5 giin ile 3 ay arasinda degisir, histolojik olaraken sik
demiyelinizasyon goriiliir ( Maggi ve ark., 2003). Sinir yapis1 ve yaralanma distalindeki

kaslarin uyarilabilirligi korundugu i¢in dejenerasyon goriilmez ( Lundborg, 1987).

2.2.2.2. Aksonotmezis

Aksonotmezis durumunda, periferik sinirde bolgesel olarak sadece miyelin kilif ve
akson devamliliginda bir kesilme mevcuttur. Schwann hiicrelerinin bazal membrant,
endondriyum, perindriyum ve epindriyum saglamdir. Bu tiir bir yaralanma sonrasinda
sayet hiicre 6lmez ise, lezyon seviyesinin distal ucunda Wallerian dejenerasyon ve
proksimal ucunda aksonal tomurcuklanma goriiliir (Seckel, 1990). Endondral doku ve
bazal membran, Schwann hiicreleri i¢in kilavuz tiip gérevi gorerek onlarin yeni kolonlar
olusturacak sekilde prolifere olmalarini saglar (Seckel, 1990). Bag doku biitlinliigii
korundugu i¢in aksonun proksimalden distale dogru ilerlemesi kolaydir. Prognoz
genellikle iyidir ve fonksiyonlarin geri doniisii tamdir. Rejenerasyon giinde 1-2 mm
hizla olur, iyilesme siirecinde uyarilmayan kaslarda denervasyon atrofisi geligebilir

(Terzis ve ark., 1990; Sunderland, 1990; Seckel, 1990; Brushart, 1999; ).

2.2.2.3. Norotmezis

Sinirin baglantilarinin kesildigi ve tam bir fonksiyonel kaybin oldugu yaralanma tipidir.
Bu tip yaralanmada aksonda yeniden biiylimeyi yonlendirecek yapilar kaybolur ve skar
olusur. Cerrahi girisim yapilmadan genellikle iyilesme meydana gelmemektedir
(Fernandez ve ark., 1997). Sunderland, bu siniflamay1 yaralanmanin siddetine gore bes

dereceye ayirmistir (Ertas, 2004; Ertekin, 2006; Daneyemez ve Seger, 2008; Sekil 2).



1.derece; Seddonun noropraksi tipi yaralanmasina esdegerdir, spontan olarak iyilesir

(Sunderland, 1990; Maggi, 2003).

2.derece; aksonotmezis tipi yaralanmaya esdegerdir. Schwann hiicre bazal membrani ve
endondralkilif saglam oldugu i¢in prognoz iyidir ve spontan olarak iyilesir (Sunderland,

1990; Maggi, 2003; Dvali, 2006).

3. derece; aksonda kesilme ile meydana gelen, noropraksi ve aksonotmezis tipi arasinda
yaralanmadir. Epindriyum ve perinériyum saglam, ancak Schwann hiicre kilifi,
endondriyum ve aksonun devamliligi bozulmustur. Endondriyum ve Schwann hiicre
kilifinin hasarli olmasi nedeniyle iyilesme tam olmaz. Dordiincii ve 5. derece;
norotimezis’e esdeger kabul edilir.

Dordiincii derecede epindryum haricinde sinirin biitiin kisimlar1 bozulmaktadir. Spontan
tyilesme goriilebilmesine ragmen tedavi uygulanmadiginda fonksiyonel doniis nadiren
gerceklesir. Bu nedenle cerrahi onarim gereklidir (Sunderland, 1990; Dvali, 2006).
Besinci derecede sinir tamamen kesintiye ugramaktadir. lyilesme cerrahi girisimle
saglanir (Fernandez ve ark., 1997; Quan ve Bird, 1999; Robinson, 2000; Burnett ve
Zager, 2004). Son olarak da Mackinnon bu siniflandirmaya 6. derece sinir hasar1 adi
altinda bir ekleme yapmistir (Mackinnon, 1989). Bu tip yaralanmada sinir boyunca
degisik seviyelerde ve farkli derecelerde sinir hasarlarinin bir arada bulunmasi sz

konusudur (Sekil 3). Ozellikle ezici tipte yaralanmalarda ortaya ¢ikmaktadir.

Saglam
endondrivum ve

Hasarh akson
ve miyelin
Akson aksonlar _Hasarh kailif kaviteler g3 4
- (fmiyelin kilif
|

saglam eksternal
endondriyum  epindriyum
) b,

Saglam mezonGriviim
4.derece

6.derece

Sekil 3: Periferik sinir yaralanmalariin siniflandirilmasi



2.2.3. Rejenerasyon Sirasinda Perikaryonda Meydana Gelen Degisiklikler
Rejenerasyon esnasinda, sinir hiicresinin perikaryonu ve aksonu arasinda son derece
onemli fonksiyonel bir iligki vardir. Fonksiyonel periferal baglantilar yeniden
diizenlenmedikge, perikaryonda eksiksiz bir iyilesme meydana gelmez. Aksonal ¢ap
artis1 ile perikaryon iyilesmesi dogru orantilidir. Akson hasar1 sonrasi perikaryonda bazi
degisiklikler meydana gelir. Bu degisiklilerden biri olan kromatolizde sitoplazmada
Nissl cisimeigi bozulur, néroplazmaya dagilir ve bazofili azalir ( Stoll ve Miiller, 1999;
Zochodne, 2000; Stoll ve ark., 2002; Ross ve Pawlina, 2006). Perikaryon hacminde artis
goriillir ve 6 saat i¢inde ¢ekirdek perikaryonda perifere ¢ekilir (Sekil 4-B).

2.2.4. Schwann Hiicreleri

Schwann hiicreleri noral krestden gelisen, noral epitelyum kismindan koken alirlar
(Kaplan ve ark., 2009). Schwann hiicreleri, periferik sinir sisteminde aksonlari saran ve
akson etrafinda miyelin kilifi yapan destek hiicreleridir (Frostick ve ark., 1998; Ross ve
Pawlina, 2006; Mirajullah ve Xinya, 2006). Ayrica periferik sinir gelisiminin erken
evrelerinde oldukga diizenleyici gorevleri vardir (Kaplan ve ark., 2009).

Schwann hiicreleri tarafindan iretilen ve temel olarak ekstraseliiler matriks
proteinlerinden (kollajen tip IV ve laminin) olusan bir bazal membran sinir lifini
cevrelemektedir ve bu yapinin rejenerasyon i¢in dnemi biiytiktlir (Dahlin, 2004).
Schwann hiicreleri ve makrofajlar, dejenere miyelin kilif ve akson yikintilarini fagosite
ederek, yaralanma bdlgesini bir haftadan bir aya kadar degisebilen bir siire igerisinde
temizlerler (Jones ve ark., 2001; Pagnotta ve ark., 2002; Hirata ve Kawabuchi, 2002;
Burnett ve Zager, 2004). Yaklasik 3. giinde Schwann hiicreleri 6nceden akson ve
miyelin kilifla dolmus olan alan1 doldurmak i¢in hizla mitozla boliiniir, prolifere olurlar
(Sekil 4-C). Rejeneratif Schwann hiicreleri aksonal kdkten rejenere olan filizleri kabul
etmek i¢in distal segmentte Biingner bandini yapar (Frostick ve ark., 1998; Ansselin ve
ark., 1998; Zochodne, 2000; Burnett ve Zager, 2004). Schwann hiicrelerinin gelisim
esnasinda, noronal yasam i¢in gerekli oldugu ayrica hasarli sinirlerde basarili bir
rejenerasyonu ve fonksiyonel geri doniisii sagladigi bilinmektedir (Kaplan ve ark.,

2009).
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Sekil 4. Periferik sinir dejenerasyonu ve rejenerasyonu (Gartner ve Hiatt, 2001)

2.2.5. Periferik Sinir Rejenerasyonu

Aksonun proksimal par¢asinin yaraya yakin boliimii kisa bir mesafede bozunur ancak
artiklar makrofajlar ve Schwann hiicreleri tarafindan temizlenir temizlenmez biiyiime
baglar. Makrofajlar, Schwann hiicrelerini sinir biiyiimesini kolaylastirict maddeler
salgilamaya iten Interlokin-1’i iiretirler. Sinir rejenerasyonu proksimal giidiikten disa
bliytime seklinde olur. Bir gilin kadar bir siire sonunda proksimal kesit akson ucu
bliyime konisi seklinde ¢ikinti yapar (Sekil 4-C). Biiyiime konisi proksimal kesit
aksonun ucundaki aksoplazmik biiyiime alanidir. Internal aktin flamentler ve miyozin
icerir, membran1 disa c¢ikinti yapan ameboid tarzda kasilan pekc¢ok filopod igerir
(Tennyson, 1970; Selzer, 1980; Letourneau, 1981). ileri dogru hareket bununla

saglanir. Filopod tarafindan uygun bir tutunacak madde algilandiginda yapigma olur.



Ileri dogru biiyiime; akson ucundan proksimale dogru birkag segmentlik Ranvier
bogumundan ve biliyiime konisinden dallarin filizlenmesiyle birlikte ug¢ kismin
ilerlemesiyle olusur (Matson, 1950; Forman ve Berenberg, 1978 ). 24 saat sonra birkag
filiz yaralanma alanina ulasir ve gelisen skarin yaralanma alanina penetrasyonu 2. ve 3.
giin gerceklesir. Aksonal filizlenmeye Schwann hiicreleri eslik eder (Spencer, 1977).
Membranlar arasi ge¢is olayiyla internal aktin filamentler kararli hale gelir ve
retraksiyon olustugunda biiylime konisi ileri dogru ¢ekilir, akson ve igerikleri tutunmus
filopoda dogru itilir ve akson ayn1 dogrultuda uzar (Weiss, 1944; Letourneau, 1981). Bir
aksondan bir¢ok filopod sinir fibrilinden asagi dogru bu sekilde gelisebilir ve
gelisigiizel dallanabilir veya geriye kendine dogru biiyiiyebilir.

Hedef organla bir filiz baglant1 kurdugunda diger filizler dejenere olur ve tek bir
akson olgunlasir (Spencer, 1977). Bu tek akson proksimalden distale Schwann
hiicreleriyle sarilir ve sadece birkag aksonun eski endonoral tabakaya girdigi goriiliir.
Rejenere filizler yeni Schwann hiicre ara yiizeyi boyunca ilerlerler. Miyelinizasyon ana
akson tarafindan belirlenir ( Cabaud ve ark., 1982). Biiyiime yonii ve biiylime konisinin
sekli, mekanik faktorlerden etkilenir. Gegilemez bir skar ilerleyen aksonun biiyiime
yoniinde degisikliklere veya dallanmasina sebep olur (Weiss, 1944). Ayrica biiylime
konisinin dokular1 delerek gegme yetenegini arttiran Proteaz salgiladigi yoniinde deliller
mevcuttur (Krystosek ve Seeds, 1982).

Wallerian Dejenerasyonu sirasinda Schwann hiicreleri miyelin ve aksonal
artiklarin yikiminda basrolii oynar ve kalan endonodral bag dokusu tabakasinin bazal
laminas igerisinde polifere olurlar (Satinsky ve ark., 1964). Polifere olduk¢a, Biingner
band1 olarak bilinen longitudinal sira halinde yogun olarak toplanmaya baslarlar. Bu
Schwann hiicre siralar1 rejenere tomurcuklari i¢cin 6nemli bir gecis yolu olusturarak
rehberlik gorevi yaparlar. Akson tomurcuklarini ve ilerleyen rejenere aksonlar1 kabule
ve de yeniden miyelinize etmeye artik hazirdirlar (Selzer, 1980; Thomas ve ark., 1984 ).

Sinir lezyonundan sonra 28-35. giinler arasinda, aksonal bilylime i¢in uygun
potansiyel boslugu daraltan, ek bir endonoéral kollajen tabakasi birikimi olur. Aksonun
cap1 azalir (Thomas, 1964). Birim uzunluk bagina diisen Schwann hiicre sayis1 artar ve
rejenere aksonun yeniden miyelinizasyonu sonrasinda bu, azalmis internodal uzunluk

olarak yansir (Cragg ve Thomas, 1964; Thomas, 1984).
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2.2.6. Periferik Sinirde ileti

Istirahat déneminde, sinir lifi polarize durumda ve i¢i disina gore negatif olup
potansiyel farki —80 milivolt diizeyindedir (Snell, 1980). Sodyum (Na+) ve potasyum
(K+) iyonlarmin plazma zarindan diffiizyonu ile olusan ve ATP enerjisi kullanan
sodyum potasyum pompast araciligt ile silirdiiriilen bu duruma istirahat membran
potansiyeli ad1 verilmektedir (Snell, 1980). Bir uyar1 uygulanmasi sonrasi, Na+ iyonlari
akson icine gecmekte ve aksolemma disindaki pozitif iyonlar notralize olmaktadir. Bu
durumda membranin dis kismi ige gore negatif olup potansiyel farki +40 milivolt’tur
(Snell 1980).

Yeterli siddetteki bir uyar1 ile aksonun ilk segmentinden basglayan ve aksolemma
boyunca ilerleyen negatif elektrik dalgasina aksiyon potansiyeli adi verilmekte olup,
sinir impulslar sinir lifi boyunca aksiyon potansiyelinin hareketi sonucu ilerlemektedir
(Snell, 1980).

Bir sinir lifinin ileti hizi, aksonun ¢api ile iligkilidir ve kalin lifler kiigiik capli
olanlara kiyasla daha hizli bir ileti saglamaktadir (Snell, 1980). Yine, miyelin kilifinin
kalinlig1 da ileti hiz1 iizerine etkili olan diger bir faktor olup, bir sinir lifindeki ileti hizi;
en kalin liflere ait 120 m/sn ile en ince liflerdeki 2 m/sn’nin altindaki degerler arasinda
degismektedir (Snell, 1980; Sunderland, 1991). Klinik pratikte, sinir lifinin ¢apinin ve
miyelin kilifi kalinliginin degistigi travmatik sinir lezyonlar1 gibi degisik patolojilerde
de sinir ileti hizinda bozukluk ortaya ¢ikmasi kaginilmaz bir sonugtur.

Sinir rejenerasyonunun degerlendirilmesinde, néroma olusumunun histolojik
Ozellikleri yaninda sinir aksiyon potansiyeli kayitlamasi ve sinir ileti hiz1 6l¢timleri de
degerlidir (Gutmann ve Sanders, 1943). Miyelinli sinir liflerinde, miyelin kilifi bir
yalitkan islevi gérmekte olup lif ¢api ile ileti hiz1 arasinda dogrusal bir iliski mevcuttur
(Snell, 1980; Sunderland, 1991). Sunderland’a gore, miyelinli sinir liflerinde ileti hiz;
yaklagik olarak, sinir lifinin dis ¢ap1 (um) x 6’ya esittir (Sunderland, 1991).

Miyelinsiz sinir liflerinde ise; ileti hiz1 lif ¢apinin karekokii ile orantili olup, basit bir

ifade ile sinir lifinin ¢ap1 (um) x 2’dir (Sunderland, 1991).
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2.2.7. Norotrofik Faktorler

Norotrofik faktorler, ndronlarin yagamini devam ettirmesi igin ihtiya¢ duydugu bir
polipeptid ailesidir (Funakoshi ve ark., 1998; Terenghi, 1999;).

Norotrofik faktorler akson biiylimesinin en 6nemli uyaricilaridir ve travma bdlgesinde
salimiminin yeterli diizeye ylikselmemesi yetersiz rejenerasyon nedenlerinden birisidir (
Kaptanoglu, 2008)

3 ana gruba ayrilir;
1. Grup
a) NGF (Nerve growth factor) (sinir biiylime faktorii)

b) BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) (beyin kokenli sinir biiyiime faktorii)
(Barde ve ark., 1978)

¢) NT-3 (Ernfors ve ark.;1990)ve NT-4/5 (norotropin-3,4,5) igceren norotropinler
(Berkemeier ve ark., 1991; Hallbook ve ark., 1991).

2.Grup
a) CNTF (silyar kokenli sinir biiyiime faktorii) (Ciliary neurotrophic factor)
b) LIF (16semi inhibitor faktor) igeren norokinler
3.Grup
a) TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3 (Transforming growth factor),
b) GDNF (Glial cell-derived neurotrophic factor) (glia kokenli sinir biiytime faktorii)
iceren TGF-P ailesidir(Terenghi, 1999)
NGF (Nerve growth factor), ilk ve en iyi bilinen sinir biiylime faktoridiir

(Terenghi, 1999) ve orijinal Norotrofik faktor olarak tanimlanmustir.

NGF, noronlarin yasamimi  ve gelismelerini  desteklemesinin  yaninda, sinir
yaralanmalarinda Schwann hiicrelerinin  proliferasyonunu arttirir ve aksonal

rejenerasyonu hizlandirir (Frostick ve ark., 1998; Terenghi, 1999; Funakoshi ve ark.,
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1999; Gordon ve ark., 2003; Gravvanis ve ark., 2004). NGF ayrica embriyonik dorsal
gangliyon noronlarinin, sempatik ve duyu noronlarinin gelisim ve yasamini destekler
(Santos ve ark., 1998; Terenghi, 1999; Pagnotta ve ark., 2002; Lee ve ark., 2003).
Sicanlar iizerinde yapilan ¢aligmalarda, NGF’nin yetiskin duyu liflerini rejenere ettigi
goriilmistiir (He ve Chen, 1992; Oudega ve Hagg, 1996;). NGF’nin invitro ve invivo
ortamlarda sempatik ve duyu ndronlarinda rejenerasyonu arttirdigi tespit edilmistir
(Pagnotta ve ark., 2002; Midha ve ark., 2003; Gravvanis ve ark., 2004).

Saglam siyatik sinir Schwann hiicrelerinde CNTF (Ciliary neurotrophic factor)
yiiksek yogunlukta bulunur (Terenghi, 1999; Makwana ve Raivich, 2005). CNTF
normal periferik sinirlerde bol miktarda bulunur, baslica Schwann hiicre stoplazmasinda
yer alirlar (Friedman ve ark., 1992; Rende ve ark., 1992). CNTF nin duyu ve sempatik
noronlarda sinir biiyltimesini ilerlettigi ve invitro kosullarda, motor néronlarin yagamini
destekledigi ve motor noéronlarin apopitozunu engelledigi gosterilmistir. Ek olarak,
siganlarda yapilan ¢alismalarda da, CNTF’ nin aksotomi sonrast motor noron Sliimiinii
engelledigi, aksotomiden sonra CNTF mRNA diizeylerinin belirgin olarak azaldigi,
aksonlarin rejenere olmasindan sonra ise tekrar ylikseldigi gdzlenmistir. Boylece
CNTF’ nin periferik sinir sisteminin akson rejenerasyonuna yardim ettigi kanaatine
varilmistir (Newman, 1996). LIF ( Losemi inhibitér faktor)‘in sicanlarda yapilan
calismalarda periferik sinir rejenerasyonunu uyardigi gozlenmistir (Donato ve ark.,
1995). In vitro ¢aligmalarda sempatik ndronlar tizerindeki LIF’in etkisi CNTF’ ye ¢ok
benzemektedir (Yamamori ve ark., 1989).

Embriyonik sican spinal kord motor nodronlarindan elde edilen, ndrotropin
ailesinin diger bir tiyesi olan GDNF (Glial cell-derived neurotrophic factor)’nin
aksotomi sonras1 motor ve duyu ndronlarinda hiicre 6liimiinii azalttig1, ayrica Schwann
hiicrelerinde giiclii bir tropik etkiye sahip oldugu bulunmustur. GDNF’nin, ndronlar ve
Schwann hiicreleri arasi etkilesimde Onemli bir role sahip oldugu belirlenmistir
(Terenghi, 1999; Boyd ve Gordon, 2003). Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda NGF ve
diger norotrofik maddelerin periferal sinir rejenerasyonundaki etki mekanizmalar1 tam

olarak aydinlatilamamistir (Gravvanis ve ark., 2004).
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2.2.8. TGF-B (Tranforme Edici Biiyiime Faktorii-beta)

Son yillarda, cesitli hiicre tipleri iizerine olan genis spektrumlu bir biyolojik

aktiviteye sahip olmalar1 nedeniyle ozellikle TGF-B tiirii sitokinler bir hayli 6nem
kazanmistir.
Yapisal olarak birbirine benzer olan bu ajanlar hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi,
matriks olusumu ve immiinoreaktivite ilizerine onemli etkileri olan ¢ok fonksiyonlu
diizenleyici proteinlerdir (Davison ve ark., 1999; Wang ve ark., 2000; Sulaiman ve
Gordon, 2002).

Once, biyolojik olarak inaktif olan 6nciil bir tip seklinde salgilanan bu
sitokinler daha sonra aktif hale doniismekte ve spesifik hiicre reseptdrlerine baglanmak
suretiyle ilgili hiicrelerde biyolojik bir yanit olusmasina yol agmaktadir (Wakefield ve
ark., 1987; Keski ve ark., 1987). Bu nedenle, sadece immiinohistokimyasal yontemler
kullanilarak belli bir TGF-B tipinin varliginin ortaya konulmasi biyolojik bir aktivite
kanit1 olarak kabul edilmemelidir (Moroco ve ark., 1987). Insanlarda, ii¢ tip TGF-B
mevcuttur: TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3 (Davison ve ark., 1999; Wang ve ark., 2000;
Sulaiman ve Gordon, 2002). Her biri farkli baz1 biyolojik roller iistlenen bu ajanlarin
etkileri hedef hiicre tipine ve hiicre g¢ogalmasinin mevcudiyetine gore farkliliklar
gostermektedir (Moroco ve ark., 1987; Stark; 2001). Normal siyatik sinir yapisinda
bulunan Schwann hiicrelerinin sitoplazmalarinda TGF-B1 ile TGF-B3 ve az miktarda
TGF-B2 mevcuttur (Scherer ve ark., 1993; Shah ve ark., 1995). Si¢anlarda, travmatik
siyatik sinir hasar1 sonrast gelisen rejenerasyon esnasinda siitiir hattinin proksimal ve
distalinde mevcut olan Schwann hiicreleri tarafindan TGF-B olusumunun indiiklendigi
diisiiniilmektedir (Einheber ve ark., 1995). Yapilan ¢alismalarda, TGF-f’nin Schwann
hiicre proliferasyonunda rol oynadigi ileri siiriilmiistiir (Guenard ve ark., 1995; Stark ve

ark., 2001).

2.2.9. GAP 43 (Growth Associated Proteins)

Aksotomi sonrasi niikleusun yeni mRNA ve bu sayede aktin, tubulin gibi hiicre iskeleti
proteinlerini iiretmesi gerekir. Bu durumda iiretimi artan GAPs (growth-associated
proteins) (biiylime ile iligkili proteinler) grubudur (Shen ve ark., 2002). Rejenerasyonda
akson gelisirken biiylime konisi yakininda, membranda GAP 43 fosfoproteini bulunur.

Bu proteinin iiretimi aksotomi sonrasinda yaklasik 100 katina ¢ikar. Biiyiiyen ve
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rejenere olan néral membranin i¢ yiizeyinde bulunan ve aksonal transportu saglayan bu
fosfoproteinler protein kinaz C’nin substratini olustururlar ve biiyiime bdlgesinin

ilerlemesinde rol alirlar ( Faweett ve Keynes, 1990)

2.2.10. Siyatik Sinir Anatomisi

Lumbosakral trunkustan ¢ikan siyatik sinir genellikle 4., 5. ve 6. lumber spinal sinirlerin
birlesmesiyle ile olugur ve en kalin periferik sinirdir. Pelvis mindr iginde siyatik sinir
adinm alarak iskiyum dorsal kenar1 ile kuyruk sokumu arasindaki derin olukta ilerler.
Siyatik centikten ¢iktiktan sonra piriform kasin ventralinde seyreder ve uyluk arkasina
ilerler. Sirt derisinin yariya yakin kismini ve arka bacak kaslarinin ¢ogunu innerve eder.
[k 6nce biseps femoris, semitendindz ve semimembrandz kaslarini innerve eden ince
bir motor dal verir. Daha sonra diz ekleminin yaklasik yarim santimetre proksimalinde
tibial, peroneal (fibular) ve bunlardan hemen 6nce sural olarak 3 dala ayrilir. Peroneal
sinir tibialis anterior ve ekstensor digitorum longus kaslarini innerve ederken, tibial sinir
plantar fleksorleri, ayak parmak fleksorlerini ve tibialis posterior kasini innerve eder

(Bayramigli, 2005).
2.3. STEREOLOJi NEDiR?

Stereoloji, li¢ boyutlu bir yapinin, iki boyutlu kesitinden elde edilen bilgilerle,
gercekteki tic boyutlu 6zelligine ulasmamizi saglayan bir yontemdir. Biyolojik yapilarin
iki boyutlu kesitlerinde incelenecek yapilarin izdiisiimlerinin incelenmesiyle yapilan

yorumlarda yanilgilar olabilir. Birincisi boyut azalmasi sorunudur (Sekil 5).

Iki boyutlu kesit diizlemleri ile &rneklenen “n” boyutlu bir yapi, kesitte “n-1" kadar
boyuta sahip bir izdiisiimii ile temsil edilecektir. Bu durum kesitlerden faydalanilarak
yapilan morfometrik calismalarin, uygun metotlar kullanilmadan ne kadar yaniltict

olabilecegini gostermeye yeterlidir.
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Sekil 5: U¢ boyutlu yapilarin kesit ahnmasina bagh boyut azalmasim gostermektedir

Eger bu ve buna benzer hata kaynaklar1 goz ardi edilir veya dikkate alinmazsa,
sistematik bir bicimde gercek degerden sapmalar goriilecektir. Boyle bir yaklagimda,
kesin olarak yanlis sonuglar elde edilebilecegini sdylemek miimkiin degilse de, sansa
bagl gergek sonuglarin elde edilmesi durumunda dahi, hatalarin etkileri gizli ve
belirlenemez  oldugu  igin, sonuglarin  ne  derece  gergegi  yansittigi
belirlenemeyeceginden, bu tip bir ¢galigmanin giivenilirliginden de bahsedilemez.

Bu durum hiz gostergesi bozuk bir arabayla yol almaya benzetilebilir.

Stereolojide, bu gibi hata kaynaklarindan etkilenmesi muhtemel olan yontemler
tarafli (biased) metodlar olarak isimlendirilmektedir. Dolayisiyla tarafli: "gercek
degerden sistematik sapma gosteren" anlamini katmaktadir. Stereolojik metotlar ise,
tarafsiz (unbiased) metotlardir. Bdylece stereolojik metotlar kurallarmma uygun bir
bicimde uygulandiginda, sistematik sapmadan bagimsiz sonuclar elde edilmesini ve
ornekleme sayist arttirildikga gercek degere daha fazla yaklasmaya olanak saglar.
Bilimsel arastirmalarda bir diger 6nemli husus ise etkinliktir. Yani kisa siirede daha az
degiskenlik gosteren sonuglara ulagilmasidir.

Stereolojik metotlarin temelini “Sistematik Rastgele Ornekleme” (SRO) prensibi

olusturmaktadir.
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Bu ornekleme ¢esidinin temel 6zelligi, arastirilacak yapidan 6rnekler almanin gerekli
oldugu durumlarda, alinan Ornegin yapmin biitiinii hakkinda giivenilir bilgiler
verebilmesidir. Biyolojik materyaller kapsadiklar1 ve inceleme konusu olan hiicre,
cekirdek, vezikiil vb. gibi yapilardan yapica biiyiik olduklar1 i¢in, materyalden elde
edilen tiim kesitlerin incelemeye dahil edilerek incelenmesi ¢ok zor olacaktir. Ornegin
bir insan neokorteksidenki toplam néron sayisim1 6grenmeye yonelik bir ¢alisma igin,
orneklenecek beyinlerden on binlerce histolojik kesit alinmasi ve bu hiicrelerin tek tek
degerlendirmeye alimmasi hemen hemen miimkiin degildir. Bu gibi durumlarda
yapilarin en iyi sekilde 6rneklenmesi ve bu 6rneklerinde yapinin tamamini temsil etmesi
gerekmektedir. Stereolojik metotlarin bircogu SRO mantigina dayanmaktadir. Bunlar
arasinda tanecik sayimi, alan hesaplamalari, alan ve hacim oranlar1 gibi yontemler
verilebilir.

Periferik sinir sistemi i¢erdigi sinir ve ganglionlarla viicut ve beyin arasindaki
iliskinin saglanmasinda onemlidir. Obezite ise 6liimciil komplikasyonlar1 olan ciddi bir
hastaliktir. Glinlimiize degin obezitenin periferik sinir sistemi iizerine etkileri hakkinda
herhangi bir ¢alisma yapilmamistir. Bu ¢alismada literatiirde eksik oldugu goriilen bu
konunun sigan modelinden elde edilen ve viicuttaki en genis ve tek parcali periferik
sinir olan siyatik sinir lizerinde stereolojik, immiinohistokimyasal ve mikroskobik

yontemlerle incelenmesi amaglandi.
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MATERYAL VE METOD

Calismamiz i¢in “Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Arastirma Merkezi
Etik Kurulundan” izin alind1 ve deneyler siiresince Etik Kurul sartlarinin saglanmasina
0zen gosterildi. Calismada agirliklar ortalama 175 + 25gr arasinda degigsmekte olan 24
adet disi Spraque Dawley cinsi sigan kullanildi. Denekler Ondokuz Mayis Universitesi
Tip Fakiiltesi Cerrahi Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin edildi. Sinir ileti hizi,
EMG ve fonksiyon testleri Ondokuz Mayis Universitesi Fizyoloji Anabilim Dalinda,
tiim histolojik caligmalar Histoloji- Embriyoloji Anabilim Dalinda gerceklestirildi.
Calismada kullanilan denekler sayica esit dort gruba ayrildi. Dort ayr kafese
rasgele 6 adet sican agirlik Olclimleri yapilarak konuldu. Bu gruplardan ikisi
hazirladigimiz %40 yag iceren 6zel bir diyetle, diger iki grup ise standart ticari yem ile
8 hafta boyunca beslendi. Hayvanlar deneye baslamadan dnce ortama adaptasyonlari ve
gece glindiiz ortam1 saglanarak, ayni bakim kosullar1 altinda, ¢esme suyu igirilerek,
rahat hareket edebilecekleri biiytikliikte, lizeri hava alabilecek sekilde kapatilmis
kafesler igerisinde altigarli gruplar halinde tutuldu. Calismalar i¢in Oncelikli olarak

deney hayvanlar1 agagida belirtildigi gibi gruplara ayrildi.

(1.Grup) ; 6 adet obezite ve siyatik sinir hasar1 olusturulmayan, kontrol (K)

(2.Grup); 6 adet obezite olusturulmadan siyatik sinir hasari olusturulan kontrol,

kontrol-hasarli (KH)
(3.Grup) ; 6 adet yiiksek yagl diyetle obezite olusturulan, obez (O)

(4.Grup) ; 6 adet obezite olusturulduktan sonra siyatik sinir hasar1 olusturulan, obez-

hasarli (OH)

Yag oram1 %40 olan yem; standart toz sican yemine hayvansal yag ilave edilerek
hazirlandi1. Hayvansal yag eritilerek toz si¢an yemi ile karistirildi ve karisim pelet haline
getirilerek kurutuldu ve deney grubuna verildi (Altunkaynak ve ark. 2008). Deney ve

kontrol grubundaki deneklerin haftalik kilo alimlar1 izlendi.

Toplam 8 hafta boyunca siiren bu takip sonucunda her iki gruptaki deneklerin VKI

hesaplamalar1 yapilarak obez olup olmadiklar1 degerlendirildi (Altunkaynak ve ark.
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2008). VKI hesaplamasinda; burun ucundan kuyruk baslangici aras1 mesafe boy olarak
kabul edildi. Olgiilen agirlik ve boy parametreleri VKI formiilii kullanilarak hesapland:
ve VKI sonuglar 5 kg/m*den biiyiik olan deneklerin obez oldugu kabul edildi.

3.1. FONKSIYON TESTLERI

Siyatik sinir rejenerasyonunun fonksiyonel olarak takibinde c¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemlerden motor fonksiyon takibinde, siyatik sinir fonksiyon
indeksini ve duyu fonksiyonlarin degerlendirilmesinde ise ayak geri cekme refleksi olan

WRL testlerini uygulandi.

3.1.1. SFi (Siyatik Sinir Fonksiyon Indeksi)

Caligmamizda sinir rejenerasyonunun motor fonksiyon takibinde Siyatik Sinir
Fonksiyon Indeksi (SFI) kullanildi. Yiiriime analizi 100 cm uzunlugunda 12 cm
genisliginde, 10 cm yiiksekliginde ve kapali bir kutu ile sonlanan yiiriiylis yolu {izerinde
yapildt (Sekil 6-A). Deneklere bu koridorda test Oncesi alismalari igin yiiriiyiis
denemeleri yaptirildi. Bu yontemde 2 adet 12x42cm boyutlarinda beyaz kagit yiiriiyiis
koridoruna art arda yerlestirildi. Deneklerin her iki arka ayagi miirekkep konulmus
tablaya bastirilarak yeteri kadar boyandiktan sonra, yiirliyiis yoluna birakildi (Sekil 6-
B). Formiile gore belirlenen parmaklar arasindaki 6l¢iimler yapildr (Sekil 6-C). Beyaz
kagida ¢ikan ayak izleri kullanilarak Bain ve ark. tarafindan 1989°da diizenlenen formiil
ile SFI degerleri hesapland: (Bain ve ark., 1989) (Sekil 7).

Bu yontemde 0 ve 0’a yakin degerdeki sonuglar normal siyatik sinir fonksiyonunu

gosterirken, -100 ve -100’e yakin degerdeki sonuclar tam kesiyi ifade etmektedir.
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Sekil 6: A, Yiiriiyiis yolu diizenegini; B, SFIi testinin uygulanmasim; C, Ayak izlerinin elde

edilmesini gostermektedir.

NIT & — . NPL:Normal bast uzmbugu
r EPL: Patolojik basi uzunugu
. NTS: Normal avakta 1. ve

5. parmak arasi mesafe
’ ’

ETS: Patolojik ayakta 1. ve
L 5. parmak arasi mesafe
ETS
. \ NIT: Normal avakta 2. ve 4.

parmak arasi mesafe

NPL EPL .

— NT§ — S . EIT: Patolojik ayakta 2. ve

4. parmak arasi mesafe

Sekil 7: SFI hesaplamasinda kullamilan parmaklar arasi mesafeleri gosteren parametreler.

Bain ve ark. tarafindan énerilen SFi hesaplama formiilii:

: PL-NPL & IT-NIT)
SFi=-383 M +109.5 M) +1313 —{E 83
NPL NTS NIT
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3.1.2. WRL (Ayak geri cekme refleksi)

Calismamizda duyu fonksiyonunun degerlendirilmesi i¢in ayak geri ¢ekme refleksi
(WRL testi) VELP® scientifica ARE (VELP Scientifica srl, Milano; Italy) marka sicak
tabla cihazi kullanilarak uygulandi (Sekil 8-A). WRL agrili bir uyarana kars1 hayvanin
arka ayagimi geri ¢ekerek yanit vermesidir (Rupp ve ark., 2007; Sekil 8-B). Normal
sicanlar ayaklarini bu sicak plakadan 4 saniye ya da daha az siirede ¢ekmektedirler (Hu
ve ark., 1997). Yanik olusumunu engellemek i¢in maksimum silire 12 saniye olarak
kabul edildi ve 12 saniye sonuna dek WRL alinamayan siganlarin testleri sona
erdirilerek WRL degerleri 12 saniye olarak kaydedildi (Varejao ve ark., 2003; 2004).
Bu fleksiyon refleksinin olusabilmesi icin kalca, diz ve ayak bilek fleksor kaslarinin
kasilmalar1 gerekmektedir. WRL icin 56 derecede plakaya hasar verilecek taraftaki ayak
temas ettirilerek refleks siiresi kronometre yardimiyla 3 kez olgiildii ve ortalamasi

alindi. Elde edilen veriler kaydedildi (Shir ve ark., 2001).

Sekil 8: A, WRL testi icin kullanilan sicak tabla cihazi; B, 1s1 refleksiyle WRL testinin

uygulanmasim gostermektedir.
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3.2.SIYATIK SINIR HASARININ OLUSTURULMASI VE SIYATIK SiNiRIN
DISSEKSIYONU

Siyatik sinir hasar1 olusturulacak gruplara deneyin 8. haftasi sonunda operasyon
yapilmaya baslandi. Denekler Ketamin® (Ketasol 90mg/kg, Richter Pharma AG, Weis-
Avusturalya) ve Xylazin® (Rompun 10mg/kg, Bayer, Almanya) kullanilarak

intraperitonel olarak anesteziye alindi.

Anesteziyi takiben deneklerin sag bacaklar1 oncelikle tirag edildi ve gluteal bolgeden

acilarak, biceps femoris kasi altindan kiint diseksiyon ile siyatik sinire ulasildi (Sekil 9-

A,B).

Sekil 9: A, Hasar verilecek bacak boélgesi tiras edilmesini; B, Kiint diseksiyonla siyatik sinire

ulagilmasim gostermektedir.

Hasarin standart bir sekilde olusturulmasi i¢in 58 Newton basing uygulayan portekii

Ondokuz May1s Universitesi Fizik Boliimiinde 6zel olarak hazirlatildr (Sekil 10-A).

Hasar oncesinde tiim gruplarda sinir ileti hiz1 6l¢iildii ve sinire 58 Newton basing
uygulayan portegii yardimiyla 3 dakika siire ile ezilme hasari olusturuldu (Sekil 10-B).
Once kas doku sonra deri ipek suturla dikilip kapatildi. Sonrasinda denekler 4 hafta

boyunca slirecek olan rejenerasyon siirecine birakildi.
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Sekil 10: A, Ezilme tarzi hasari olusturan 58 Newton basin¢h portekiiyii; B ,portekii ile siyatik

sinire ezilme tipi hasar olusturulmasini goéstermektedir.

Siyatik sinir hasar1 olusturulmadan énce, SFI (siyatik sinir indeksi) ve WRL (ayak geri
cekme refleksi) testleri tiim gruplara uygulandi. Hasar olusturulmayacak gruplarda da
sinir ileti hiz1 6l¢iiliip disseke edilen siyatik sinir 6rnekleri elektron mikroskobik ve
rutin histolojik yontemlerle takip edildi. Hasar olusturulan rejenerasyon stirecindeki
siganlara da hasar 6ncesinde ve hasar sonrast 7, 14, 21, 28. giinlerde SFI ve WRL

testleri uygulandi.
3.3. ELEKTROFIiZYOLOJIK TESTLER

Elektrofizyolojik testler Ondokuz Mayis Universitesi Fizyoloji Anabilim Dalinda
PowerLab/4SP (ADInstruments, ADInstruments, Sydney, Australia) cihaz1 (Sekil 11)
ve Scope (3.7.2) programi kullanilarak yapildi. Sinir ileti hizi ve EMG 6lgiimleri hasar
Oncesi, hasardan hemen sonra ve rejenerasyon siireci sonrasi yapilarak elde edilen

veriler karsilastirildi.
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Sekil 11: Elektrofizyolojik testler icin kullanilan PowerLab/4SP cihazim gostermektedir.

3.3.1. Sinir Ileti Hiz1 Ol¢iimii

Sinir ileti hiz1 incelemelerinde Sl¢iimii yapilacak sinir supramaksimal akim ile uyarildi
ve olusturulan aksiyon potansiyelleri yine sinir {izerinden kaydedildi (Sekil 12-A, B).
Intraperitoneal yapilan anestezi altinda, hasar verilecek gruplarda sag siyatik sinirler
siyatik centikten trifukasyon bolgesine kadar disseke edilerek etraf dokudan
serbestlendi. Uyar1 veren kanca seklindeki elektrot siyatik ¢entikten yaklagik 10 mm
distale ve ezilme hasar1 olusturulan alanin 5 mm proksimaline yerlestirildi. Kayit alan
kanca elektrot ise hasar distaline yerlestirilerek her 6l¢iimde elektrotlar arasi mesafe
kaydedildi (Kaplan ve ark., 2011). Aksiyon potansiyel amplitiidii ve latans degerleri
ol¢iildii.
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Sekil 12: A,B, Sinir ileti hiz1 6l¢iimlerini gostermektedir.

[leti hiz1, uyar1 ve kayit elektrotlar arasindaki mesafenin, baslangig latansina béliinmesi
ile hesaplandi (milimetre/saniye).

3.3.2. EMG Olciimii:

Intraperitoneal anestezi altinda, hasar verilecek gruplarda sag siyatik sinirler siyatik
centikten trifukasyon bolgesine kadar disseke edilerek etraf dokudan serbestlendi. Uyari
veren kanca seklindeki elektrot siyatik ¢entikten yaklasik 10 mm distale ve ezilme
hasar1 olusturulan alanin 5 mm proksimaline yerlestirildi. Top elektrotlar ise uyari
elektrotuna 2,5 cm mesafade gastrokinemus kasi yiizeyine yerlestirildi (Sekil 13). Top
elektrotlar arasi 1 cm olarak ayarlandi. EMG kayitlari, 1 miliamper akim araliginda, %0
ile %100 arasinda akim hiz1 arttirip azaltilarak her bir hayvan i¢in supramaksimal uyari
esikleri bulunduktan sonra alindi. Bu sekilde gastroknemius kasi birlesik kas aksiyon
potansiyelleri 6l¢iildii (CMAP: Compound muscle action potential). Cizdirilen aksiyon
potansiyeli egrilerinde uyaridan defleksiyonun basladigi zamana kadar gegen siire, yani
‘latans’ degerleri, olusan potansiyelin tepe-tepe amplitiidii (p-p amplitiit) ve maksimal
pozitif yondeki tepe-taban pik degerleri (p-max) 6l¢iildii. Uger adet aksiyon potansiyeli
egrileri ¢izdirilerek ortalama degerler alind1 ve bu degerler istatistiksel olarak birbirleri

ile karsilastirildi (Sekil 14).
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Sekil 13: EMG 6l¢iimiinii gostermektedir.

4———— stimulus

Sekil 14: EMG kaydinda degerlendirilen parametreleri gostermektedir.
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3.4. HISTOLOJIK CALISMALAR

Dort ayr gruptan elde edilen siyatik sinir dokularindan, hem elekron mikroskobik hem
de 151k mikroskobik takip yapildi. Elektron mikroskopi prosediiriine gore takibi yapilan
dokular stereolojik analizlerde, 151k mikroskobik yontemle takip edilen dokular ise

immiinohistokimyasal ve rutin histolojik boyamalarda kullanildu.

3.4.1. Elektronmikroskobik Takip Protokolii

Denekler anastezi halinde iken ¢ikarilan dokular;

- %5’lik Gluteraldehit soliisyonu igerisinde 1 saat bekletildi.

- Siire sonunda 4x15 dakika Milloning tamponuyla yikandi.

- Tamponla yikamanin ardindan %1 ‘lik Osmium Tetraoksit igerisinde 1,5 saat karanlik
bir ortamda bekletildi.

- Siire sonunda 4x15 dakika Milloning tamponuyla tekrar yikandi ve dehidratasyon
islemi i¢in;

- %50’lik asetonda 15 dakika,

- %75’1ik asetonda 15 dakika,

- %95°1ik asetonda 15 dakika,

- %100’liik asetonda 20 dakika,

- %100’liik asetonda 20 dakika bekletildi. Ardindan

- Propilen oksitde 20 dakika,

- Propilen oksitde 20 dakika,

- %50 Propilen oksit + %50 Araldit karistminda 1 saat,

- %100 Aralditde 1 saat boyunca infiltrasyon islemine tabi tutuldu.

- Flat gomme kalib1 igerisinde bloklanan dokular 45°C de Etiive yerlestirildi ve 30
dakikada bir 5°C’lik 1s1 artimlariyla 62 °C ye ulasildiginda 48 saat bekletilerek
polimerize edildi. Daha sonra elde edilen plastik bloklar mikrotom yardimi ile 0.5
um kalinliginda kesildi ve kesitler lam {izerine alinarak %] lik toluidin mavisi ile
boyandi. Elde edilen kesitler CASTGrid (Computer Assisted Stereological Toolbox,
versiyon 2.00.03; California, USA) sistemi ile stereolojik olarak (Leica DM 4000B;
Tokyo, Japan) kamera atagmanli 151k mikroskobu ile de histopatolojik agidan

degerlendirildi.
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3.4.2. Isik Mikroskobik Takip Protokolii

- Dokular %10’luk formaldehit icerisine konuldu ve bir hafta sonra rutin 11k
mikroskobik takibe baslandi.

- Dokular akarsu altinda 2 saat yikandi,

- %70’1ik alkolde 4 saat,

- %80’lik alkolde sabaha kadar,

- %96°1lik alkolde 1 saat,

- %96°1lik alkolde 1 saat,

- %100’1iik alkolde 1 saat,

- %100’lik alkolde 1 saat tutularak dokulardan suyun uzaklastirilmasi saglandi.
Ardindan

- Ksilen igerisinde3x10 dakika bekletilerek seffaflandirilan dokular taze Paraplast

icerisinde bloklandi.

3.4.3. Kesitlerin Alinmasi ve Hematoksilen-eozin ile Boyanmasi

Paraplast icerisinde bloklanan dokulardan mikrotom araciligiyla histolojik incelemeler
icin 5 mikron kalinliginda kesitler alindi. Kesitler jelatinli sicak su banyosuna konularak
acilmalart sagland1 ve lamlara almman kesitler iyice kuruduktan sonra Hematoksilen-
Eozin boyama islemine gecildi.

Bu islemler asagida sirasiyla verildi;

1. Ksilol ’de (20 dak.) bekletildi.

2. Ksilol ’de (10 dak.) bekletildi.

3. %80’lik Alkolde (10 dak.) bekletildi.

4. Tki ayr1 %96’lik Alkol serisinde (5 dak.) bekletildi.

5. Kesitler ¢esme suyunda yikandi

6. Hematoksilen boyasinda 1 dak. bekletildi.

7. Asit-Alkol karigimina batirilip ¢ikarildi.

8. Eozin soliisyonunda (1 dak.) bekletildi.

9. Suda (1 dak.) yikand.

10. %80’lik Alkolde (10 dak.) bekletildi.

11. Iki ayr1 %96°lik Alkol serisinde (10 dak.) bekletildi.

12. Ksilol serilerinde (20 dak.) bekletildi.
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13. Entellan ile kapatma islemi gerceklestirildi.

3.4.4. Kesitlerin Rutin Histolojik Yontemle Degerlendirilmesi

Incelemeye hazir hale gelen kesitler Leica (Leica DM 4000B; Tokyo, Japan) kamera

atagmanli 151k mikroskobu altinda incelenerek ilgili tiim gruplara ait fotograflar ¢ekildi.

3.5. STEREOLOJIK iISLEMLER

3.5.1. Bilgisayar Destekli Stereolojik Analiz Sistemi

Stereolojik degerlendirmeler i¢in kullanilan bilgisayar destekli stereolojik analiz sistemi
(Sekil 15) JVC (TK-C1380), (Tokyo, Japan) marka kamerali Leica marka bir
mikroskop, mikroskop tablasini hareket ettiren Prior (London; UK) motorize sistem ve
bunlarin kullanimin1 kontrol eden CAST-Grid (Computer Assisted Stereological
Toolbox, versiyon 2.00.03; California, USA) yazilimmi barindiran Leica (Tokyo,

Japan) marka bir bilgisayardan olugsmaktadir.

Sekil 15: Sayim islemlerinin yapildig: Bilgisayar Destekli Stereolojik Analiz Sistemini
gostermektedir.
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3.5.2. Kesitler Uzerinde Alan Orneklemesi

Tim kesitlerde siyatik sinirden gecen her alan CAST-Grid bilgisayar destekli

stereolojik analiz sistemi ile hesaplandi.

Bu islem, stereolojinin temel prensiplerinden “hata Kkatsayis1” g6z Oniinde
bulundurularak gergeklestirildi. Hata katsayisi degeri dikkate alinarak uygun alan
ornekleme araligi belirlendikten sonra ilgili alandan diger alana gegiste baslangici
rasgele olacak bicimde Onceden belirlenen bir sistematik aralikta ilgili kesitlerin tim
ylizeyi adim adim taranarak sayim islemleri gerceklestirildi.

Sonug itibariyle ¢alismamizin bu agsamasinda ulagilmasi amaclanan, miyelinli aksonlarin

sayisal yogunlugu ve toplam sayis1 degerleri elde edildi.
Bu calismada akson sayisinin hesaplanmasinda asagidaki islem sirasi takip edildi:

1- Sayilmasi istenen objeyi (akson) igeren alanlar kesitler tizerinde belirlendi.

2- Ilgilenilen alanlarin dis hatlart CAST-Grid progranminda cizildi (Sekil 16).
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Sekil 16: A, B CAST-Grid yazihm ile siyatik sinir Kesitleri iizerinde yapilan ¢izim islemini
gostermektedir. A; orijinal sinir kesitini B; orijinal sinir kesitinin c¢izilmis dis hatlarim

gostermektedir.
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1- Dis hatlar1 belirlenen kesitin alan1 hesaplandi.
2- Hesaplanan referans kesit alan1 uzaysal olarak X ve Y diizlemlerinde esit aralikli

alanlar i¢ceren adimlara boliindii (Sekil 17).
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Sekil 17: X ve Y diizlemlerinde esit arahkh adimlara bdliinmiis siyatik sinir ornegini

gostermektedir

X =Y diizlemindeki adim araligi ve bir asama sonrasinda da ilgili adim araligina
yerlestirilen tarafsiz sayim c¢ergevesinin alani yapilan pilot ¢alismalar sonucunda uygun

hata katsayisina gore belirlenmistir.

Bu asamada stereoloji terminolojisinde gecen “hata katsayisi (Coefficient of Error; CE)”
kavraminin ne anlama geldigine de goz atilmasi yararli olacaktir. Kisaca hata katsayisi
terimi; “stereolojik bir ¢alismada, drnekleme ve hesaplama yontemlerinden veya bir
baska ifadeyle uygulanan degerlendirme metodundan kaynaklanan toplam hata
miktarini istatistiksel olarak gostermektedir” denilebilir. Yukarida ifade edilenler
1s1ginda “hata katsayis1” dikkate alinarak ilgili ¢caligmanin 6rnekleme stratejisi ve
Olciim yogunlugunun kontrol edilebilecegini veya bir baska ifadeyle dogru ol¢iim
araliginda olunup olunmadiginin  stereolojik  terminolojiye uygun bigimde
ayarlanabilecegini sOyleyebiliriz. Yukarida kabaca agiklanan “hata katsayis1” kavramin
teknik ifadesi ise Ornekten elde edilen sayisal verilerin standart sapmasinin ornekten

elde edilen sayisal verilerin ortalamasina boliinmesidir. Bir 6rnekleme sonucunda elde
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edilen sayisal verilerin ilgili yapinin biitiinii hakkinda saglikli bilgi verebilmesi igin
toplam hata katsayisinin 0,05 degerinde veya bu degerden daha az olmasmin yeterli

oldugu kabul edilmektedir (Canan ve ark., 2008).

X —Y diizlemindeki uygun adim araligi belirlendikten sonra belirlenen bu adim
araliginda ilgilenilen objelerin sayimlarinin yapilabilmesi i¢in kesit diizleminde sayim

kurallar1 6nceden belirlenmis sayim g¢ercevelerine ihtiya¢ bulunmaktadir.

Sozii edilen bu tiir ¢er¢evelerin kullanilmasindaki ilk amag¢ sinirli bir alanda bulunan
objelerin sayisinin belirlenmesi olup ikinci amag sayilmasi istenilen objenin ne gergekte
oldugundan az, ne de gercekte oldugundan daha fazla 6rneklenmesini saglamaktir.
Yukarida sozii edilen amaglar dogrultusunda herhangi bir objenin kesit diizlemindeki
sayimlart yapilirken sayim kurallari tarafsizlik esaslarina gore belirlenmis olur. Bu
amacla daha onceki ¢caligmalarda, bizim de bu ¢alismada kullandigimiz “tarafsiz sayim

cercevesi” olarak adlandirilan bir ¢ergeve onerilmektedir (Sekil 18).

e  — a ————
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Sekil 18: A, B,C; CAST-Grid yazilimu ile siyatik sinir Kkesitleri iizerinde yapilan adimlama ve sayim
islemini gostermektedir. A; Akson sayisinin hesaplanmasi icin kullanilan tarafsiz sayim c¢ercevesi,

B; Orijinal sinir kesitinden yiiksek biiyiitmede (x100) alinmis goriintii, C; Cerceveli orijinal kesit
goriintiisiinii gostermektedir.
Yukaridaki bilgilerin verilmesinin ardindan “tarafsiz sayim cercevesi” kurallarindan

bahsetmek yerinde olacaktir. Buna gore,

a.Tamamen c¢erceve icerisinde izdiisiimleri kalan, yani herhangi bir kenar veya kdseyle

kesismeyen tanecikler sayima dahil edilir.
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b.Cercevenin kalin ve kesintisiz ¢izgileri ile ifade edilen kenarlar ile kesisen izdiistimler

sayilmazlar.
c. Kesintili ¢izgi ile temas1 olan taneciklerin izdiisiimleri sayima dahil edilir.

d. Cergevenin kalin ve kesintisiz ¢izgilerinin uzantilar1 ile kesisen izdiistimlerin bir

kismi1 sayima dahil olan alan i¢inde bulunsa bile sayilmazlar (Sekil 19).

Sekil 19: Sematik olarak bir ekran iizerine yerlestirilmis bir tarafsiz sayim cercevesi goriilityor.
Yesil cizgiler serbest ya da dahil kenarlar, kirmiz1 cizgiler ise yasak kenarlar1 gostermektedir.
Yasak cizgilerin uzantilarimin dogrultulari, sayimm dogrulugu icin gerekli ve 6nemlidir. Pembe

noktalilar sayilabilir, mavi noktalilar ise sayillamayan aksonlardir.

Yukarida sozii edilen asamalardan sonra X-Y diizlemindeki her bir adim iizerinde aym
noktalara tafrasiz sayim gercevesi yerlestirildikten sonra cergeve kurallar1 dahilinde

sayimlar gerceklestirilerek tiim adimlardaki alanlar bu esaslara gore degerlendirildi.

1- Sayim islemi tamamlandiktan sonra her cm®’deki ortalama akson sayisi (N

akson) asagidaki formiile gore hesaplandi.

43



z QAkson =hesaplanan akson profillerinin toplam sayis1

A=sayim ¢erg¢evesinin alani

[

N = Q . Toplam Sinir Alam

A Akson A

2- Son olarak elde edilen akson sayisal yogunluk verisi 6nceden hesaplanan toplam alan

verisiyle ¢arpilarak toplam miyelinli akson sayisi elde edildi.

3.6. IMMUNOHISTOKIMYASAL ISLEMLER

GAP-43 noronun gelisimi, aksonal rejenerasyon esnasinda biiylime konisinden
yiiksek seviyede eksprese edilen kritik 6neme sahip, spesifik bir sitoplazmik proteindir.
Noronun olusumu, rejenerasyonu ve plastisitesi i¢in gereklidir (Benowitz ve
Routtenberg, 1997; Aarts ve ark., 1998).

Normal siyatik sinir yapisinda bulunan Schwann hiicrelerinin sitoplazmalarinda
TGF-B1 ile TGF-B3 ve az miktarda TGF-B2 mevcuttur. Sicanlarda, travmatik siyatik
sinir hasar1 sonrasi gelisen rejenerasyon esnasinda siitiir hattinin proksimal ve distalinde
mevcut olan Schwann hiicreleri tarafindan TGF-B olusumunun indiiklendigi
diisiiniilmektedir. Calismalarda, TGF-B’nin Schwann hiicre proliferasyonunda rol
oynadigt ileri siiriilmektedir (Stark ve ark., 2001).

Boylece bu calismada obezitenin rejenerasyon Oncesi ve sonrasinda akson
sitoplazmasindaki GAP-43 diizeyleri ve Schwann hiicresi sitoplazmasindaki TGF-p3

diizeyleri lizerine herhangi bir etkisi olup olmadig arastirildi.

Bu amacla secilen parafin bloklardan elde edilen 5 mikrometre kalinhigindaki
kesitler, dnceden poly-L-Lysin ile kaplanmis lamlara alindi. Kesitler bir gece dnce 57°
C’lik sicaklikta etiivde bekletildi. Deparafinizasyon islemi i¢in etlivden alinan kesitler
30 dakika siiresince 3 ayri sale ile ksilolden gegirildi. Daha sonra derecesi azalan
alkollerden 20 dakikada gecirilen kesitler distile su ile yikandi. Antijen retrieval

amaciyla plastik tasiyiciya alinan kesitler, kesit yiizeyini Ortecek sekilde PH 6 sitrat
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tampon solusyonu icine yerlestirildi. Ug kez 5’er dakikalik siirelerle toplam 15 dakika
mikrodalga firinda soklandi. Oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra kesitler
distile su ile yikandi. Dokularin etrafi hidrofobik kalem ile ¢izildi ve kesitler PBS
(phosphate buffered saline) ile yikandi. Dokudaki endojen peroksidaz aktivitesini
ortadan kaldirmak amaciyla, kesitlerin iizerine hidrojen peroksidin %0,3’likk ¢ozeltisi
damlatilarak 15 dakika bekletildi. Kesitler tekrar PBS ile yikandi. Nonspesifik
baglanmalar1 engellemek amaciyla kesitler lizerine Ultra V Block Nonspesific Blocking
Reagent (Lab Vision Corporation, CA, USA ) 10 dakika uygulandi. Ardindan Gap 43
(Epitope Spesific Rabbit Antibody, Thermo Fisher Scientific Anatomical Pathology,
CA USA), damlatilip 60 dakika bekletildi. Dort ayr1 PBS banyosunda 10 dakika
yikandi. Sekonder antikor olarak Biotinylated Goat Anti- Polyvalent (Lab Vision
Corporation, CA USA) uyguland: ve 15 dakika bekletildi. Kesitler tekrar 4 ayr1 PBS
banyosunda yikandi ve kesitlerin iizerine immiin reaksiyonu gozlemlemek igin
isaretleyici (label) olarak Streptavidin Peroxidase (Lab Vision Corporation, 47790 CA,
USA) damlatilarak 15 dakika beklendi. PBS ile yikanan kesitlerin {izerine immiin
reaksiyonu gozlemlemek i¢in AEC kromojen sistemi (AEC Substrate system, Thermo

Fisher Scientific Anatomical Pathology, CA USA) kullanildi.

Yirmi mikrolitre AEC kromojen, 1 ml AEC substrat ile karigtirildiktan sonra kesitlere
10 dakika siire ile uygulandi. Daha sonra kesitler distile su ile yikanip zit boya olarak
1,5 dakika Mayer hematoksilen ile boyandi. Su bazli kapama maddesi damlatilarak
kesitler kapatildu.

3.6.1. Immunreaktivitenin degerlendirilmesi

Kontrol, kontrol-hasarli, obez ve obez-hasarli gruplar arasinda yapilan
immiinohistokimyasal boyamalarda GAP-43 antikoruna pozitif yanit gosteren
sitoplazmaya sahip aksonlar stereolojik yoOntemlerle sayildi ve gruplar istatistiksel
olarak karsilastirildi. Yine TGF-B3 pozitif sitoplazma iceren Schwann hiicreleriyle
cevrelenmis aksonlar da stereolojik yoOntemlerle sayildi ve elde edilen bulgular

istatistiksel olarak karsilastirildi.
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3.7. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Bu calismanin istatistiksel analizleri SPSS® 13,0 for Windows® (Amerika) programi
ile yapildi. ikili gruplarin birbirleri ile karsilastirmalarinda Bagimsiz Ornekler T Testi,
coklu grup karsilagtirmalarinda ise One Way ANOVA (Bonferroni Post-Hoc Test;

¢=0,05) kullanildi.
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BULGULAR

Bu calismada obez, kontrol, obez-hasarli ve kontrol-hasarli olmak tizere dort grup
kullanild1. Obezite yiiksek yagl diyetle 8 haftalik bir siiregte olusturuldu, bu siiregte
kontrol grubu standart palet yem ile beslendi ve siire sonunda siyatik sinirler
incelenmek lizere ¢ikarildi. Obez-hasarli ve kontrol-hasarli gruplari arasinda 8. hafta
sonunda siyatik sinirde ezilme tipi hasar olusturuldu ve 4 haftalik rejenerasyon siireci
sonunda incelenmek {izere siyatik sinirler ¢ikarildi. Her bir grupta elektrofizyolojik
testler olan sinir ileti hizi, EMG 6lgiimii ve fonksiyon testleri olan SFI ve WRL testleri
uygulandi. Toplam akson sayisi, akson alani ve miyelin kilif kalinlig1 stereolojik
yontemlerle hesaplandi. Ayrica aymi kesitler iizerinde rutin histopatolojik ve
immiinohistokimyasal boyamalarla degerlendirmeler de yapildi ve bu degerlendirmeler

sonucunda asagidaki bulgular elde edildi.
4.1. Olusturulan Obezitenin Degerlendirilmesi

Deney ve kontrol grubundaki deneklerin haftalik kilo alimlar1 izlendi. Toplam 8 hafta
boyunca siiren bu takip sonucunda her iki gruptaki deneklerin VKI hesaplamalari
yapilarak obez olup olmadiklari degerlendirildi (Altunkaynak ve ark. 2008). VKI
hesaplamasinda; burun ucundan kuyruk baslangici arasi mesafe boy olarak kabul edildi.
Olgiilen agirlik ve boy parametreleri VKI formiilii kullanilarak hesaplandi ve VKI
sonuglart 5 kg/mz'den biiylik olan deneklerin obez oldugu kabul edildi (Sekil 20). Obez
olarak degerlendirilen gruplarda kontrol grubuna oranla daha hizli kilo alimi gozlendi
(Sekil 21). Viicut kitle indeksi ve karin gevresi dlgiimlerinin de desteklemesiyle 8. hafta

sonunda deney grubunda obezitenin olusturuldugu kanaatine varildi.
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Sekil 20: Obez ve kontrol grubu VKI grafigi goriilmektedir.
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Sekil 21: Obez ve kontrol grubu arasinda agirhk artis grafigi goriilmektedir.
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4.1. STEREOLOJIK BULGULAR

4.1.1. Tiim Gruplardaki Deneklere Ait Sinir Orneklerindeki Akson Sayisi
Bulgular

Tiim gruplardaki deneklere ait 151k mikroskobik kesitler iizerinde yapilan hesaplamalar
sonucunda toplam akson sayisi her bir denek ve grup i¢in asagidaki tablo ve sekilde

goriilmektedir (Tablo 4, Sekil 22).
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Sekil 22: Akson sayis1 bakimindan gruplarin karsilastirilmasim gosteren grafik. flgili gruplar

arasmndaki *; p< 0,05 **; p<0,01 istatistiksel anlamhilik seviyelerini gostermektedir.
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Tablo 4: K, KH, O, OH gruplarindaki herbir denekteki toplam akson sayisi , DK; Degisim katsayisi, SS; Standart sapma, SEM; Ortalama standart

hata

DENEK NO KONTROL GRUBU | KONTROL-HASARLI GRUBU | OBEZ GRUBU OBEZ-HASARLI GRUBU
1 5583 4695 4738 3812

2 5436 4479 4855 4452

3 5164 4453 5082 3240

4 5220 4413 4943 3472

5 5087 4037 4618 3930

6 5636 3938 4766 3768
Ortalama 5354 4336 4834 3779
DK 0,068230 0,15256 0,03769 0,12295
SS 384,539 600,854 179,649 463,273
SEM 171,971 268,71 80,3414 207,182
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4.1.2. Tiim Gruplardaki Deneklere Ait Sinir Orneklerindeki Akson Alam
Bulgulan

Tiim Gruplardaki deneklere ait 151k mikroskobik kesitlerde yapilan akson alam
Olclimlerinin stereolojik olarak degerlendirilmesi sonucunda elde edilen bulgular

asagidaki tablo ve sekilde verilmistir (Tablo 5, Sekil 23).
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GRUPLAR

Sekil 23: Akson alam bakimindan gruplarin karsilastirildig grafik. Tlgili gruplar arasindaki *; p<

0,05 **; p< 0,01 istatistiksel anlamlilik seviyelerini gostermektedir
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Tablo 5: K, KH, O, OH gruplarindaki herbir denekteki akson alani, DK; Degisim katsayisi, SS; Standart sapma, SEM; Ortalama standart hata

DENEK NO | KONTROL GRUBU | KONTROL-HASARLI GRUBU | OBEZ GRUBU | OBEZ-HASARLI GRUBU
(nm?) (nm?) (nm?) (nm?)

1 38,08 4695 4738 3812

2 44,32 4479 4855 4452

3 4334 4453 5082 3240

4 41,02 4413 4943 3472

5 37,98 4037 4618 3930

6 41,99 3938 4766 3768
Ortalama 41,12 4336 4834 3779
DK 0,05814 0,15256 0,03769 0,12295
SS 2,39118 600,854 179,649 463,273
SEM 0,9762 268,71 80,3414 207,182
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4.1.3. Tiim Gruplardaki Deneklere Ait Sinir Orneklerindeki Miyelin Kilif Kalinhg
Bulgulan
Tiim gruplardaki deneklere ait 151k mikroskobik kesitler tizerinde yapilan miyelin kilif

kalinlig1 6l¢limlerinin stereolojik analizi sonucunda elde edilen bulgular asagidaki tablo

ve sekilde verilmistir (Tablo 6, Sekil 24).

MIYELIN KILIF KALINLIGI
¥ %

r

MIVELIN KILIF KEALINLIGI pm

\

N

Kontrol Obez KontrolH  Obez-H
GRUPLAR

Sekil 24: Miyelin kihf kahnlig bakimindan gruplarin karsilastirlmasim gésteren grafik. Ilgili

gruplar arasindaki *; p< 0,05 **; p< 0,01 istatistiksel anlamhlk seviyelerini gostermektedir.
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Tablo 6: K, KH, O, OH gruplarindaki herbir denekte miyelin kilif kalinh@i, herbir gruptaki ortalama miyelin kihf kalinhgi, DK; Degisim
katsayisi, SS; Standart sapma, SEM; Ortalama standart hata

DENEK NO KONTROL GRUBU | KONTROL-HASARLI OBEZ GRUBU | OBEZ-HASARLI
(nm) GRUBU (pm) (nm) GRUBU (pm)
1 1,446 0,935 1,092 0,874
2 1,480 0,941 1,856 0,781
3 1,912 0,979 1,877 0,522
4 1,704 0,895 1,734 0,891
5 1,867 0,995 1,757 0,994
6 1,907 0,872 1,868 0,814
Ortalama 1,719 0,936 1,697 0,813
DK 0,096 0,410 0,158 0,409
SS 0,165 0,384 0,267 0,383
SEM 0,063 0,157 0,109 0,156
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4.1.4. Siyatik sinir Alani
Her bir kesitteki siyatik sinir alan1 6l¢iildii. Ortalama siyatik sinir alani ile ilgili olarak

elde edilen bulgular asagidaki tablo ve grafikte gosterilmistir (Tablo 7, Sekil 25).

SIVATIK SINIR ALANI
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4
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100000 4 R332
4
o
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GRUPLAR

Sekil 25: Tiim gruplarin siyatik sinir alanlarim gosteren grafik. Ilgili gruplar arasindaki *; p< 0,05

**%: p< 0,01 istatistiksel anlamhilik seviyelerini gostermektedir.

Tablo 7: Tiim gruplarin ortalama siyatik sinir alanlarini géstermektedir

Gruplar Siyatik Sinir Alam (nm?)
Kontrol 624918,2

Obez 622109,4
Kontrol-Hasarh 554110

Obez-Hasarh 487998.3
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4.2. STEREOLOJIK  ANALIZLERIN  ISTATISTIKSEL  ACIDAN
YORUMLANMASI

1- Akson sayis1 bakimindan Kontrol ve Obez Grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark bulunmamistir (One Way ANOVA, Bonferroni Post-Hoc Test; p> 0,05).

2- Akson sayisi Kontrol grubuna gore Kontrol-Hasarli grubunda azaldi ve fark
istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi (p <0,01).

3- Akson sayis1 Obez grubuna gore Obez -Hasarli grubunda azald: ve fark istatistiksel
olarak ¢ok anlamliydi (p <0,01).

4- Akson sayis1 Kontrol-Hasarli grubuna gore Obez -Hasarli grubunda azaldi ve fark
istatistiksel olarak anlamliyd1 (p <0,05).

5- Akson alan1 bakimindan Kontrol ve Obez Grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamustir (p> 0,05).

6- Akson alan1 Kontrol grubuna gore Kontrol-Hasarli grubunda azaldi ve fark
istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi (p <0,01).

7- Akson alan1 Obez grubuna gore Obez -Hasarli grubunda azaldi ve fark istatistiksel
olarak ¢ok anlamliydi (p <0,01).

8- Akson alan1 Kontrol-Hasarli grubuna goére Obez -Hasarli grubunda azaldi ve fark
istatistiksel olarak anlamliyd1 (p <0,05).

9- Miyelin kilif kalinligi bakimindan Kontrol ve Obez Grubu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p> 0,05).

10- Miyelin kilif kalinlig1 Kontrol grubuna gore Kontrol-Hasarli grubunda azaldi ve
fark istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi (p <0,01).

11- Miyelin kilif kalinlig1 Obez grubuna gére Obez -Hasarli grubunda azaldi ve fark
istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi (p <0,01).

12- Miyelin kilif kalinligi bakimindan Kontrol-Hasarli ve Obez -Hasarli grubu

arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p> 0,05).

56



4.3. FONKSIYONEL DEGERLENDIRME BULGULARI

4.3.1. SFI (Sinir Fonksiyon indeksi) Bulgular

Hasar verilecek olan kontrol ve obez gruplar1 deney 6ncesi yliriiyiis yolunda yiiriitiilerek
0. giin degerleri kaydedildi. Tiim gruplarda ortalama deney oncesi 0. giin SFI degeri
(SFi0) -3.58 olarak saptandi (Tablo 7). Gruplar arasinda SFI0 &lgiimleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.

Tablo 7: Tiim gruplardan farkh giinlerde elde edilen ortalama SFi degerlerini gostermektedir.

Giinler Kontrol-hasarh SFI Degeri Obez-hasarh SFI Degeri
0 -3,1 -3,99
7 -80,27 -86,71
14 -58,50 -61,56
21 42,25 44,45
28 -29,43 -32,04
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Sekil 26: SFi-0 6lciimlerinde kullanilan hasar éncesi ayak izlerinden 6rnekler. A: Kontrol grubu
(hasar oncesi), B: Obez grubu (hasar dncesi)

Sekil 27: SFi-7 dl¢iimlerinde kullanilan hasar sonras1 7.giin ayak izlerinden 6rnekler. A: Kontrol-
hasarh grubu, B: Obez-hasarh grubu
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Haftalara gore gruplardan alinan ayak izi 6rnekleri Sekil 26-30°da karsilastirmali
sekilde gosterilmektedir

Sekil 28: SFi-14 él¢iimlerinde kullamlan hasar sonrasi 14.giin ayak izlerinden érnekler. A:
Kontrol-hasarh grubu, B: Obez-hasarh grubu

Sekil 29: SFi-21 él¢iimlerinde kullanlan hasar sonrasi 21.giin ayak izlerinden érnekler. A:
Kontrol-hasarh grubu, B: Obez-hasarh grubu
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Sekil 30: SFi-28 dlciimlerinde kullanilan hasar sonrasi 28.giin ayak izlerinden 6rnekler. A:
Kontrol-hasarh grubu, B: Obez-hasarh grubu

60



SFI

0.6GUN  7.G60N 14.GTN 21.GTN 28.GUN

R

'] - " _a I -,
S s §
N N N
N D N
N D N
20 s E s
N N N
N N N
N N N
N D N
-40 s E __S
s s n AKontrol - H
N N B
N N
N )
60 N N QO0bez-H
s
N
N
N
2y
N
N

|
-80 .
I
& ok
-100 I
5 ok
GUNLER

Sekil 31: SFi degerlerinin gruplar arasi giinlere gore karsilagtirllmasim gosteren grafik

SFI bulgular: istatistiksel olarak degerlendirildiginde (Sekil 31), hasar &ncesi
yani 0.giin, hasar sonras1 7, 14, 21, 28. giinler konrol ve obez gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir (Bagimsiz Ornekler T Testi; p> 0,05).

Kontrol-hasarli grubunda 0, 7, 14, 21. giinler 28. giin ile karsilastirildigindaki
fark istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi (p <0,01). Obez-hasarli grubunda 0, 7, 14, 21.
giinler 28. giin ile karsilastirildigindaki fark istatistiksel olarak ¢ok anlamliyd: (p <0,01).
Ciinkii rejenerasyon siirecinde sinir iyilesmesine bagl olarak ayak izleri hasar anindan

28. giine kadar giderek diizeldi, fakat tam normale donmedi.
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4.3.2. WRL (Ayak Geri Cekme Refleksi) Bulgular:

Deney oncesi tiim deneklerin sag bacaklarindan 0. Giin WRL degerleri Olgiilerek
kaydedildi. Ortalama WRL siiresi 2,6 saniye olarak saptandi. Daha sonra 7 giin ara ile
hem Kontrol-hasarli hem de Obez-hasarli gruplarin sag ayaklarindan alinan WRL

Olctimleri gruplar arasinda birbirleri ile karsilastirildi. Elde edilen sonuglar Tablo 8 ve

Sekil 32°de gosterilmektedir.

Tablo 8: Kontrol-hasarh grubun giinlere gore ortalama WRL degerleri

Giinler Kontrol-hasarli WRL Degeri (sn) Obez-hasarli WRL Degeri (sn)
0 2,58 2,75

7 10,33 10,55

14 7,66 8,16

21 5,66 6,21

28 4,38 4,72
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Sekil 32: WRL degerlerinin giinlere gore gruplar arasinda karsilastirmasim gosteren grafik. flgili

gruplar arasindaki **; p<0,01 istatistiksel anlamhhk seviyesini gostermektedir.

WRL bulgular istatistiksel olarak degerlendirildiginde, hasar dncesi 0. ve hasar sonrasi
7, 14, 21, 28. giinlerde, konrol ve obez gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamustir (Bagimsiz Ornekler T Testi; p> 0,05). Kontrol-hasarli grubunda 0,7,
14, 21. giinler 28. giin ile karsilagtirldigindaki fark istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi.
(p <0,01). Obez-hasarli grubunda 0, 7, 14, 21. giinler 28. giin ile karsilastirildigindaki
fark istatistiksel olarak c¢ok anlamliydi. (p <0,01). Rejenerasyon siirecinde sinir
tyilesmesine bagli olarak ayak geri ¢cekme refleksi hasar anindan 28. giine kadar giderek

diizeldi sonunda normale yakin siireler kaydedildi.
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4.4. ELEKTROFiIiZYOLOJIiK DEGERLENDIRME BULGULARI

4.4.1. EMG
Ortalama EMG degerlerine gore gruplarin hasar dncesi, hasar sonrasi ve rejenerasyon

sonucu elde edilen bulgular1 Tablo 9, Sekil 33°de gosterilmistir.

Tablo 9: Ortalama EMG hizlarima gore gruplarin hasar oncesi, hasar sonrasi ve rejenerasyon

sonucu elde edilen bulgular

Degerlendirme Zamani Kontrol EMG (m/sn) Obez EMG (m/sn)
.. 1,30
Hasar Oncesi 1,18
1,28
Hasar Sonrasi 1,11
0,6
Rejenerasyon 0,69
EMG
1.6 «
1,4 o
1,2 «
ﬁ 1«
=]
08
= B KONTROL-H
06 4
' B OBEZ-H
0.4 o
0,2
O o

HASAR ONCESI HASAR SONRASI REJENERASYON
OLCTUM ZAMANLARI

Sekil 33: EMG ol¢ciimlerine gore gruplarin hasar oncesi, hasar sonrasi, rejenerasyon sonucu
bulgularim karsilastiran grafik. ilgili gruplar arasindaki **; p< 0,01 istatistiksel anlamhlk

seviyelerini gostermektedir.
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Scope bilgisayar programinda, EMG degerlerine gore gruplarin hasar dncesi, hasar

sonrasi ve rejenerasyon sonucu elde edilen bulgular Sekil 34-35°de gosterilmistir.

-E—rl—— = =——— =-.-l|

3
W/

I 1 Tl L.

Sekil 34: Kontrol EMG ol¢iimleri. A, Kontrol grubu hasar éncesi EMG . B, Kontrol grubu hasar
oncesi EMG bilyiitiilmiis goriintiisii. C, Kontrol grubu hasar sonrasi EMG . D, Kontrol grubu
hasar sonras1 EMG’nin biiyiitiilmiis goriintiisii. E, Kontrol grubu rejenerasyon sonrasit EMG . F,
Kontrol grubu rejenerasyon sonrast EMG’nin biiyiitiilmiis goriintiisii
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Sekil 35: Obez EMG olciimleri. A, Obez grubu hasar oncesi EMG. B, Obez grubu hasar dncesi
EMG’nin biiyiitiilmiis goriintiisii. C, Obez grubu hasar sonras1 EMG. D, Obez grubu hasar sonrasi
EMG’nin biiyiitiilmiis goriintiisii. E, Obez grubu rejenerasyon sonrasi EMG. F, Obez grubu
rejenerasyon sonrasit EMG’nin biiyiitiilmiis goriintiisii
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Hasarli gruplara hasar Oncesi, hasarin hemen sonrasinda ve rejenerasyonu takiben
uygulanan EMG bulgularinda; Kontrol hasar dncesi 6l¢iimleri ile, kontrol hasar sonrasi
olgiimleri arasinda anlamli bir fark bulunmamustir (Bagimsiz Ornekler T Testi; p>
0,05). Obez hasar dncesi ve obez hasar sonrast dl¢iimleri arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (p> 0,05). Kontrol hasar 6ncesi ve sonrasi ile rejenerasyon arasinda
goriilen azalma istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi (p< 0,01). Obez hasar Oncesi ve
sonrasi ile rejenerasyon arasindaki azalma da istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi (p<
0,01). Bu da rejenerasyon sonucu kaslarin atrofiye ugragini gosterir. Kontrol ve obez
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p> 0,05).

4.4.2. Pozitif ve Negatif Pikler Aras1 Mesafe (P-P Aras1 Mesafe) Degerleri
Pozitif ve negatif pikler aras1 mesafe (p-p arasi mesafe) ve maksimum pozitif pik (p-

max) degerleri gruplar arasinda karsilastirildi (Tablo 10; Sekil 36).

Tablo 10: Ortalama p-p aras1 mesafelerine gore gruplarin hasar oncesi, hasar sonrasi ve

rejenerasyon sonucu elde edilen bulgular

Kontrol Obez
Degerlendirme Zamam
P-P Arasi Mesafe (mV) P-P Arasi Mesafe (mV)

Hasar Oncesi
41,05 39,48

Hasar Sonrasi
38,45 37,10

Rejenerasyon
10,68 10,38
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Sekil 36: P-P aras1 mesafelerine gore gruplarin hasar dncesi, hasar sonrasi, rejenerasyon sonucu
bulgularim Karsilastiran grafik. ilgili gruplar arasindaki **; p< 0,01 istatistiksel anlamhhk

seviyelerini gostermektedir.

Istatistiksel olarak P-P arasi mesafe bulgularinda; Kontrol ve Obez gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (Bagimsiz Ornekler T Testi; p>
0,05). Kontrol hasar Oncesi ve sonrasi ile rejenerasyon sonucu Olc¢limleri arasinda
azalma istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi (p< 0,01). Obez hasar dncesi ve sonrasi ile

rejenerasyon sonrasi arasindaki azalma istatistiksel olarak ¢ok anlamlrydi (p< 0,01).
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4.4.3. Maksimum Pozitif Pik (P-Max) Degerleri
Maksimum pozitif pik (p-max) degerleri gruplar arasinda karsilastirildi. Elde edilen

bulgular asagidaki tablo ve sekilde sunulmustur (Tablo 11; Sekil 37).

Tablo 11: Ortalama p-max degerlerine gore gruplarin hasar 6ncesi, hasar sonrasi ve rejenerasyon

sonucu elde edilen bulgular

Kontrol P-Max (mV) Obez P-Max (mV)
Hasar Oncesi 26,91 27,08
Hasar Sonrasi 24,35 25,14
Rejenerasyon 7,14 8,24

69



BKONTROL

OOBEZ

X
§
\
\
N

HASAR ONCESI HASAR SONRASIREJENERASYON
OLCUM ZAMANLARI

Sekil 37: P-max degerlerine gore gruplarin hasar oncesi, hasar sonrasi, rejenerasyon sonucu
bulgularim karsilastiran grafik. ilgili gruplar arasindaki *; p< 0,05, **; p< 0,01 istatistiksel

anlamhhk seviyelerini gostermektedir.

Istatistiksel olarak P-max bulgularinda; Kontrol ve obez gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktur (Bagimsiz Ornekler T Testi; p> 0,05). Kontrol hasar
Oncesi ve sonrasi ile rejenerasyon sonrasi azalma istatistiksel olarak ¢ok anlamlidir (p<
0,01). Obez hasar Oncesi ve sonrast ile rejenerasyon sonrast azalma istatistiksel olarak
cok anlamlidir (p< 0,01). Obez hasar dncesi ve Obez hasar sonrasi Ol¢limleri arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir (p> 0,05). Kontrol hasar 6ncesi ve Kontrol hasar sonrasi

Olctimleri arasinda anlamli bir fark bulunmamustir (p> 0,05).

4.4.4. Sinir Ileti Hiz1 Bulgular:
Aksiyon potansiyeli amplitiidii ve latans degerleri 6lgiildii. Ileti hiz1, uyar1 ve kayit
elektrotlar1 arasindaki mesafenin, baslangic latansina boliinmesi ile hesaplandi

(metre/saniye). Istatistiksel olarak, hasar oncesi, hasar sonrasi ve rejenerasyon sonucu
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kontrol-hasarli ve obez-hasarli gruplar1 arasinda sinir ileti hiz1 bulgularinda anlamli bir

fark bulunmamustir( p> 0,05 .Tablo 12, Sekil 38).

Tablo 12: Sinir ileti hizlarimin gruplara gore hasar oncesi, hasar sonrasi, rejenerasyon sonucu

ortalama degerleri

" Kontrol Grubu Ortalama Sinir | Obez Grubu Ortalama Sinir ileti
Ol¢iim Zamam .
Ileti Hiz1 (m/sn) Hiz1 (m/sn)
Hasar Oncesi 36 34
Hasar Sonrasi 36 35
Rejenerasyon 38 36

SINIR ILETI HIZI
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Sekil 38: Sinir ileti hizinin gruplar arasi, hasar oncesi, hasar sonrasi, rejenerasyon sonuclarmin

karsilastirilmasi
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Hasar oncesi, sonrasi ve rejenerasyon siireci sonunda Kontrol ve Obez gruplarinin sinir

ileti hizlar1 arasinda anlaml bir fark yoktu.

Scope bilgisayar programinda, Sinir ileti hiz1 dl¢limlerine gore gruplarin hasar 6ncesi,

hasar sonrasi ve rejenerasyon sonucu elde edilen bulgular1 Sekil 39-40’da gosterilmistir.
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Sekil 39: Kontrol grubu sinir ileti hiz1 6l¢iimleri. A, Kontrol grubu hasar oncesi sinir ileti hizi. B, Kontrol
grubu hasar oncesi sinir ileti hizinin biiyiitiilmiis goriintiisii. C, Kontrol grubu hasar sonrasi sinir ileti hiz1. D, ,
Kontrol grubu hasar sonrasi sinir ileti h1zinin biiyiitiilmiis goriintiisii. E, Kontrol grubu rejenerasyon sonrasi
sinir ileti hzi. F, Kontrol grubu rejenerasyon sonrasi sinir ileti hizimin biiyiitiilmiis goriintiisiinii
gostermektedir.
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Sekil 40: Obez grubu sinir ileti hiz1 6l¢iimleri. A, Obez grubu hasar oncesi sinir ileti hizi. B, Obez grubu hasar
oncesi sinir ileti hizinin bilyiitiilmiis goriintiisii. C, Obez grubu hasar sonrasi sinir ileti hiz1. D, Obez grubu
hasar sonrasi sinir ileti hizinin biiyiitiilmiis goriintiisii. E, Obez grubu rejenerasyon sonrasi sinir ileti hizi. F,
Obez grubu rejenerasyon sonrasi sinir ileti hizinin biiyiitiilmiis goriintiisiinii gostermektedir.
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Tablo 13: Bilesik aksiyon potansiyel (CAP) amplitiidiiniin

sonrasl, rejenerasyon sonucu ortalama degerleri

gruplara gore hasar oncesi, hasar

CAP Amplitiidii mV

Kontrol Grubu Ortalama CAP Obez Grubu Ortalama CAP
Amplitiidii(mV) Amplitiidii( Ampliitiidii (mV)
Hasar Oncesi 24 19
Hasar Sonrasi 19 17
Rejenerasyon 20 17
CAP AMPLITUDU
w

HASAR ONCESI HASAR SONRASIREJENERASY ON
OLCUM ZAMANLARI

B KONTROL
B OBEZ

Sekil 41: CAP amplitiidiiniin gruplar arasi, hasar 6ncesi, hasar sonrasi, rejenerasyon sonucu

karsilastirilmasi

Istatistiksel olarak; hasar ncesi, kontrol grubunda obez grubundan daha biiyiikk CAP
amplitiidii ile bu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur
(Bagimsiz Ornekler T Testi; p< 0,05). Kontrol hasar dncesi grubuna gore kontrol hasar
sonras1t grubun Ol¢limlerinde azalan CAP amplitiidii degerlerinde istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmustur (Post Hoc Test, Anova; p< 0,05). Hem hasar hem de
rejenerasyon sonrasinda kontrol-hasarli ve obez-hasarli gruplar1 arasinda CAP
amplitiidii  bulgular1 acisindan anlamli bir fark bulunmamistir (Tablo 13, Sekil 41;
Bagimsiz Ornekler T Testi; p> 0,05).
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4.5. HISTOLOJIK BULGULAR
Toluidin Mavisi Boyasi ile Elde Edilen Bulgular

Kontrol grubuna ait siyatik sinir orneklerinin plastik bloklarindan elde edilen 151k
mikroskobik kesitlerine bakildiginda ilk dikkati ¢eken sinir lifi kesitlerinin biiyiik ¢aph
olmastydi. Unifasikiiler yapidaki sinir distan fibrilli yapidaki epinéryum ile g¢evriliydi.
Bu tabakanin hemen altinda perinéryum adli bag dokusu doldurmaktaydi. Aksonlarin
etrafinda gozlenen endondryum saglikli goriiniimde idi. Aksonlarin ¢ogu miyelinli olup
miyelin kiliflarin sinirlart diizenliydi. Miyelin kiliflar1 olusturan Schwann hiicreleri
aksonlarin etrafinda soluk mavi renkli sitoplazmalari, 6kromatik ¢ekirdekleri ve belirgin
cekirdekgikleri ile goze c¢arpmaktaydi. Sinir kesiti icerisinde damarlara da

rastlanmaktaydi (Sekil 42).
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Sekil 42: Kontrol grubuna ait 151k mikroskobik goriintiiler izlenmektedir. Siyah ok; kan damarini,
ok basi; saghklh goriiniimlii aksonlari, *; endonéryumu, A daki beyaz cerceveli alamin farkh
biiyiitmelerdeki goriintiisii B,C,D . B’deki kiiciik resim saghkl goriiniimlii Schwann hiicrelerini
gostermektedir. Boya: Toluidin mavisi.

Obez grubundan elde edilen siyatik sinir 6rneklerinin 151k mikroskobik kesitlerine
bakildiginda sinir kesitlerinin kontrol gruplarina benzer sekilde biiyiik ¢apta oldugu
goriildii. Unifasikiiler tipte olan sinirin etrafin1 distan ince, fibrilli yapida olan
epindryum onun altinda ise perinéryum tabakasi bulunmaktadir. Perindryum tabakasi
kontrol grubundakine kiyasla ve oOzellikle de perivaskiiler alanlarda genislemis

goziikiiyordu.

71



Benzer sekilde her bir sinir lifini tek tek cevreleyen endondéryum da kontrol
grubundakinden daha belirgindi. Endondéryum igerisinde kiiciik ¢apli damarlar da
bulunuyordu. Aksonlar genellikle miyelinli olup; normal, saglikli goériiniimlii sinir lifleri
arasinda miyelin kiliflar1 diizenli yapisin1 kaybetmis aksonlar da bulunmaktaydi. Ek
olarak miyelin kiliflar1 olusturan Schwann hiicreleri de koyu boyanmis ¢ekirdekleri ve
kontrole kiyasla az miktarda oldugu goézlenen sitoplazmik igerigi ile hasarh

goriinlimdeydi (Sekil 43).
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Sekil 43: Obez grubuna ait 151k mikroskobik goriintiiler izlenmektedir. Siyah ok; kan damarim, ok
basi; saghkh goriiniimlii aksonlari, beyaz ok, hasarlanmis goriiniimlii aksonlari**; genislemis
perivaskiiler bag dokusu alanlari, A daki beyaz cerceveli alanin farkh biiyiitmelerdeki goriintiisii
B,C.D. B’deki kiiciik resim koyu boyanmis cekirdekli ve sitoplizmadan yoksun Schwann hiicresini
gostermektedir. Boya: Toluidin mavisi.
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Hem kontrol, hem de obez grubundaki deneklerin bir kismi siyatik sinir hasari
olusturulduktan hemen sonra sakrifiye edildi ve siyatik sinirleri ¢ikarildi. Bu
orneklerden elde edilen plastik dokularin toluidin mavisi ile boyanan kesitlerinde siyatik
sinirlerin portekiiniin u¢ bi¢imi ile paralel sekilde ezilmisti ve olagan goriinimiinii
kaybetmisti. Bu kesitlere yiiksek biiyiitmede bakildiginda ise aksonlarin ve miyelin
kiliflarin  segilemedigi goriildii. Endondryum igerigi yogun goziikmekteydi ve bu
bolgede bulunan hiicrelerin ¢ekirdekleri de koyu boyanmst: (Sekil 44).

Sekil 44: Hem kontrol (A-B) hem de obez (C-D) grubundan siyatik sinir hasar1 olusturulmasini
takiben elde edilen 151k mikroskobik goriintiiler izlenmektedir. B ve D; A ve C deki érneklerin
biiyiik biiyiitmelerde elde edilmis 151k mikrograflarim gostermektedir. A ve C’deki kii¢iik resimler;
sirasiyla kontrol ve obez grubundaki hasarlandirilmamis siyatik sinir 6rneklerinden elde edilmis
151k mikrograflan gostermektedir. Boya: Toluidin mavisi.
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Rejenerasyon siirecinin ardindan kontrol grubundan elde edilen siyatik sinir
orneklerinin 151k mikroskobik kesitlerinde ¢ok sayida kiiciik capli aksonun varlig dikkat
cekiciydi. Bu kii¢iik capli aksonlar bazi alanlarda rejenerasyonu gosterir tarzda genis
capli ve saglikli goriiniimlii aksonlarin etrafinda hilal seklinde yerlesmekteydi. So6z
konusu kiiclik ¢apli aksonlar arasinda daha genis ¢apli aksonlar da bulunmaktaydi.
Bunun yaninda kimi genis ¢apli aksonlar, i¢lerinde miyelin yiginlarim1 igcermekteydi.
Miyelinli aksonlarin arasinda siklikla miyelinsiz aksonlar da bulunmaktaydi. Ayrica
endondryum igerisinde dejenere aksonlar1 ¢evrelemis halde goriilen aktif makrofajlar
belirlendi(Sekil 45-B). Yine farkli alanlarda igerdigi lipofussin graniilleri ve kenara
itilmis ¢ekirdegi ile igerigini sindirmis makrofaj olasi iri hiicreler de tespit edildi.

Schwann hiicreleri ise saglikli gortinlimdeydi (Sekil 45).
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Sekil 45: Kontrol hasarh grubuna ait 151k mikroskobik goriintiiler izlenmektedir. Siyah ok basi;
saghkh goriiniimlii aksonlari, beyaz ok; hasarh aksonu, *; endonéryumu, C; A daki beyaz cerceveli
alamin daha yiiksek biiyiitmedeki goriintiisiinii, a ve A daki kiiciik resim; aktif makrofajlari, m ve
B’deki kiiciik resim; lipofussin graniilleri iceren olgun makrofajlari, C’deki Kkiiciik resim;
rejenerasyonu isaret eden akson dizilimini, siyah ok Schwann hiicrelerini gostermektedir. Boya:
Toluidin mavisi.
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Rejenerasyon siirecinin ardindan obez grubundan elde edilen siyatik sinir 6rneklerinin
151k mikroskobik kesitlerini olusturan aksonlar kontrol grubundakine kiyasla kiiclik
boyutluydu. Bu kiiciik ¢apli aksonlar bazi alanlarda rejenerasyonu gosterir tarzda genis
capli ve saglikli goriiniimlii aksonlarin etrafinda hilal seklinde yerlesmekteydi. So6z
konusu kiigiik capli aksonlar arasinda kontrol grubundakine kiyasla daha az sayida genis
caplh fakat miyelin kilifi dejenere olarak miyelin yi§im1 haline gelmis aksonlar da
bulunmaktaydi. Bu kesitlere kii¢iik biiyiitmede bakildiginda endondryum igerisinde
bulunan makrofajlarin sayica ¢oklugu dikkat ¢ekmekteydi. Kontrol grubundaki aktif ve
lipofussin graniilleri igeren olgun makrofajlara obez grubuna ait kesitlerde rastlanmadi.
Buna karsin bu gruba (obez) ait kesitlerde gbézlenen makrofajlar ya iri kesitleri ve
primer lizozomal igerikleriyle heniiz fagositoz gerceklestirmemis inaktif makrofajlardi
ya da cok loblu cekirdekleri ile heniiz olgunlasmaktalardi. Endondryuma bakildiginda
kontrol grubundakine kiyasla daha yogun igerikli oldugu goézlendi. Schwann hiicreleri
ise koyu boyanmis sitoplazmalar1 ve diizensiz sinirlar1 ile hasarli gériiniimdeydi (Sekil

46).
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Sekil 46: Obez hasarh grubuna ait 151k mikroskobik goriintiiler izlenmektedir. Beyaz ok; hasarh
aksonlari, *; yogun goriiniimlii endonéryumu, B; A daki beyaz cerceveli alanin daha yiiksek
biiyiitmedeki goriintiisiinii, nm ve B’deKki Kkiiciik resim; sirasiyla iri cekirdekli ve primer lizozomal
icerikli inaktif makrofaji, im; immatiir makrofajlari, C’deki halkal alanlar; rejenerasyonu isaret
eden akson dizilimini, C’deki Kkiiciik resim; koyu sitoplazmasi ve diizensiz sinirlar1 ile hasarh
goriiniimlii Schwann hiicresini gostermektedir. Boya: Toluidin mavisi.
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Hematoksilen Eozin Boyasi ile Elde Edilen Bulgular

Kontrol grubuna ait siyatik sinir 6rneklerinin parafin bloklarindan elde edilen ve rutin
hematoksilen-eozin ile boyanan 151k mikroskobik kesitlerini olusturan fasikiiller distan
ince, fibrilli yapidaki epindryum altinda ise perindryum bulunmaktadir. Sinir kesitinin
icinde cok sayida kiigiik capli sinir lifi gozlenmekteydi. Aksonlar arasinda gozlenen
endondryum saglikli goriiniimdeydi. Aksonlarin ¢ogu miyelinli olup miyelin kiliflarin
sinirlart  diizenliydi. Sinir kesiti igerisinde damarlara da rastlanmaktaydi. Obez
grubundan elde edilen siyatik sinirlerin  hematoksilen-eozin ile boyanan 1s1k
mikroskobik kesitlerinde kontrol grubundan farkli olarak saglikli olanlara gore oldukga
ince bir miyelin kilifla kusatilmis aksonlara rastlandi. Rejenerasyondan sonraki
donemde gerek kontrol gerekse obez grubundan elde edilen hematoksilen-eozin ile
boyal1 kesitlerde perinéryum genislemisti. Fakat bu kesitlerde aksonlar ¢ogunlukla net
olarak gozlenemedi. Gozlenenler ise kii¢iik boyutluydu ve ¢ok ince bir miyelin kilif

icermekteydi(Sekil47).
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Sekil 47: Kontrol (A-C), kontrol hasarh (B-D), obez (E-G) ve obez hasarh (F-H) gruplarindan elde
edilen 151k mikroskobik goriintiiler izlenmektedir. C, D, G ve Hde A, B, E ve F’ deki siyah
cerceveli alanin daha yiiksek biiyilitmedeki goriintiisii izlenmektedir. Siyah ok basi; saghkh
goriiniimlii aksonlari, pe; perinéryumu, siyah ok; incelmis miyelin kiliflar1 ile hasarh goriiniimlii
aksonlar1 gostermektedir. H’deki halkah alanda kontrole kiyasla daha Kkiiciik boyutlu aksonlar
goriilmektedir. Boya: Hematoksilen-Eozin.

85



4.6. IMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

4.6.1. GAP-43 (Growth Associated Protein) Antikoru ile Elde Edilen Stereolojik ve
Histolojik Bulgular

Immiinohistokimyasal incelemelerde kontrol ve obez gruplarmin siyatik sinir
orneklerine ait akson sitoplazmasinda boyanma negatif iken, kontrol-hasarli ve obez-
hasarli gruplarindaki kirmizi boyanma pozitif olarak gozlendi (Sekil 49). Kontrol-
hasarli ve obez-hasarli gruplarindaki sitoplazmalar1 pozitif boyanan aksonlar stereolojik
olarak degerlendirildi. Istatistiksel olarak aralarinda anlamli bir fark bulundu (Bagimsiz
Ornekler T Testi; p <0,05; Tablo 14, Sekil 48-49). Histopatolojik olarak da her iki
gruptan elde edilen 151k mikrograflar degerlendirildiginde kontrol hasarli grubundaki
pozitif boyal1 akson sayisinin obez hasarli grubundan daha fazla oldugu belirlendi (Sekil

49).

Tablo 14: Kontrol-hasarh grubuna ait GAP-43 pozitif boyanan akson sayisi

Gruplar Pozitif Boyanan Ortalama Akson Sayisi

Kontrol-H 3132

Obez-H 2613
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Sekil 48: GAP-43 ile pozitif boyanan aksonlarin gruplara gore karsilastirilmasini gosteren grafik

Istatistiksel olarak kontrol-hasarli ve obez-hasarli gruplari arasinda anlamli bir fark

bulundu (p< 0,05).
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Sekil 49: Kontrol (A), kontrol hasarli (C-D), obez (B) ve obez hasarh (E-F) gruplarindan elde
edilen GAP-43 antikoru ile boyanmis 151k mikroskobik goriintiiler izlenmektedir. A ve B de’ki 151k
mikrokraflarda pozitif boyanma olmadig1 dikkat cekmektedir. E ve F’de C ve D’ deki siyah
cerceveli alanlarin daha yiiksek biiyiitmedeki goriintiisii izlenmektedir. Siyah oklar; sitoplazmalar:
GAP-43 pozitif boyanmis aksonlar1 gostermektedir. F’deki kiiciik resim D’deki halkah alam1 daha
yiiksek biiyiitmede gostermektedir.
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4.6.2. TGF-B3 (Transforming growth Factor) Antikoru ile Elde Edilen Stereolojik
ve Histolojik Bulgular

Tim gruplarda yapilan immiinohistokimyasal incelemelerde Schwann hiicre
sitoplazmasinda TGF-B3 antikoru ile kirmizi renkte pozitif boyanma goriildii. Pozitif

boyanan schwann hiicrelerine sahip aksonlar stereolojik olarak sayildi (Tablo 15).

Tablo 15: Gruplara ait TGF-B3 pozitif boyanan ortalama Schwann hiicre sayisi

Gruplar Pozitif Boyanan Ortalama Schwann Hiicre Sayisi
Kontrol 794,96
Obez 761,80
Kontrol-H 1391,85

Obez-H 1234,63
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Sekil 50: Kontrol (A-C), kontrol hasarh (B-D), obez (E-G) ve obez hasarh (F-H) gruplarindan elde
edilen TGF-B3 antikoru ile boyanmis 151k mikroskobik goriintiiler izlenmektedir. C, D, G ve H; A,
B, E ve F’deki cerceveli alanlar1 daha yiiksek biiyiitmede gostermektedir. Siyah oklar;
sitoplaizmalar1 TGF-B3 pozitif boyanmis Schwann hiicreleri ile cevrelenmis aksonlar:
gostermektedir.
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Sekil 51: TGF-g3 ile pozitif boyanan Schwann hiicrelerinin gruplara gore Kkarsilastirilmasini

gosteren grafik

Pozitif boyali Schwann hiicresi igeren aksonlarin (sekil 50) sayisi agisindan istatistiksel
olarak kontrol ve obez gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmadi (Bagimsiz Ornekler
T Testi; p> 0,05). Ayni parametre acisindan kontrol-kontrol hasarli gruplar1 arasinda ve
obez-obez hasarli gruplar1 arasinda ¢ok anlamli fark bulundu (p< 0,01). Kontrol hasarl

ve obez hasarli gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05, Sekil 51).

91



TARTISMA

Obezitenin giderek artis gosterdigi ve hayati Onem tasiyan bir¢ok saglik
sorununa yol actig1 yapilan ¢alismalarda agikca goriilmektedir (Tubitak, 2007; Annagiir,
2010). Tim diinyay1 ciddi derecede tehdit eden bu durumun organlar, sistemler ve
metabolizma tizerine ne gibi etkilerinin oldugunu bilmek gerekir. Obezitenin sinir
sistemine etkileri hakkinda literatiirde pek fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Dolayisiyla
periferik sinir sistemi iizerine ne gibi etkileri oldugu da heniiz aydinlanmamustir.

Giliniimiizde trafik ve is kazalarinin artmasi, sporun hayatimizda daha fazla yer
alamaya baslamasi, toplumsal siddet olaylarinin artmasi sonucu atesli silah ve kesici-
delici aletle olusan yaralanmalara daha sik rastlanmasi periferik sinir yaralanmasi ve
Onemini arttirmaktadir. Neden ne olursa olsun, periferik sinir yaralanmasi sonucu
olusan klinik tablo kisilerin giinliik yasamini etkilemekte ve onemli Slgiide is-glicii
kaybina neden olmaktadir (Ertas, 2004; Akbay, 2005; Benli, 2005; Aydog, 2005;
Okutan, 2008).

Bu yiizden, calismamizda literatiirde rastlayamadigimiz bir konu olan
obezitenin periferik sinir rejenerasyonona etkileri arastirildi ve sican siyatik sinirinde
ezilme tarzi olusturulan hasarin kontrol ve obez gruplarda rejenerasyonu ne derecede
etkiledigi arastirildi.

Periferik sinir rejenerasyonunu ile ilgili caligmalarda, sican sikc¢a kullanilan bir
hayvandir. Kolay elde edilebilirligi, ucuz olmasi ve sinir trunkuslarinin insanlardakine
benzerligi, bu hayvanlarin tercih edilme sebepleri arasinda sayilabilir. Ozellikle sigan
siyatik siniri, uzun seyri, orta uyluk bolgesinde kolay disseksiyona izin vermesi ve
maniplasyon igin uygun bir alana sahip olmasi énemli bir se¢im sebebidir. Insanlarda
siyatik sinir yaralanmalar1 nadir olmasina karsin, deneysel modellerde bu sinirin tercih
edilmesindeki bir diger neden de, unifasikiiler mikst tip bir sinir olmas1 ve farkli boyut
ve tiplerde aksonlari icermesi nedeniyle kapsamli bir arastirma olanagi saglamasidir.
Boylelikle hem duyu, hem de motor fonksiyonlar ayni anda degerlendirilebilir (Luis ve
ark., 2007; Varejao ve ark., 2004; Martins ve ark., 2006).

Periferik sinir arastirmalarinda siklikla aksonotmezis hasar modeli i¢in, sigan
siyatik siniri ezilme tarz1 yaralanma modeli kullanilir (Ozbayoglu, 2008 ). Ezilme tarzi
sinir yaralanma modeli, periferik sinir rejenerasyonunun hiicresel ve molekiiler

mekanizmalarin1 ve rejenerasyon siireci lizerine farkli faktorlerin etkilerini incelemek
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icin olduk¢a uygun bir modeldir (Ozbayoglu, 2008). Deneysel olarak periferik
sinirlerde ezilme tarzi yaralanmasi olusturmak i¢in tanimlanmis pek ¢ok teknik vardir
(Ozbayoglu, 2008). Bu tip deneysel galismalardaki temel sorun hasar miktarinmn
standardize edilememesidir (Ozbayoglu, 2008). Sabit bir basing uygulanmis olsa bile,
baz1 sinir lifleri etkilenmeden devamliliklarin1 koruyabilecekleri igin, 06zellikle
elektrofizyolojik ol¢iimlerde yanilmalara neden olabilir. Bu problemi en aza indirmek
icin 58 Newtonluk basin¢ uygulayan portekii 6zel olarak hazirlatilarak kullanildi
(Ozbayoglu, 2008).

Cesitli calismalarda saptanan farkli fonksiyonel rejenerasyon zamanlari,
muhtemelen farkli basinglarin sinir iizerinde olusturduklar1 farkli ezilme hasari
derecelerine baglidir (Dijkstra ve ark., 2000; Varejao ve ark., 2004; Wolthers ve ark.,
2005; Hadlock ve ark., 2005; Luis ve ark., 2007). Bu caligmada kullanilan 6zel
hazirlanan portekii yardimi ile siyatik sinirlerin hemen hepsinde, benzer sekilde ve
benzer derecede sinir hasar1 olusturulmaya calisildi. Tiim deneklerde portakii ile
yapilan ezilme hasar1 sonrasinda tam fonksiyonel ve duyu kaybi gozlendi. Ayrica
histopatolojik olarak da ezilen sinirlerin biitiinliigiiniin ve igerdigi bilesenlerin (akson,
bag dokusu kiliflar ve hiicreler) kontrol grubundaki gibi saglikli gériiniimiinde olmadig1
tespit edilerek rejenerasyon stirecine gegildi.

Aksonotmezis sonrasi siyatik sinir rejenerasyonunu inceleyen pek ¢ok ¢alismada,
operasyon sonrasi takip siireleri 4 ila 8 hafta arasinda degismektedir. Bu siirenin
sonunda siklikla fonksiyonel geri doniis tam olmaktadir. Bu durum, yiiriiyiis yolu
analizleri ile siklikla desteklenmistir (Luis ve ark., 2007; Ozbayoglu, 2008). Vogelaar
ve ark. forseps ile olusturduklar1 ezilme tarzi sinir hasari sonrasinda, duyu ve motor
fonksiyonlarin yaklasik 24. giinden itibaren ileri derecede geri dondiigiinii ve 30. giinde
hem siyatik fonksiyonel indeksin, hem de geri ¢ekme refleksinin normale yakin
degerlere geldigini goézlemlemislerdir (Vogelaar ve ark., 2004). Hadlock ve ark.
(Hadlock ve ark., 2005) ise, siyatik sinir ortalama onarim hizinin 2.26 mm/giin
oldugunu saptayarak, ezilme hasarinin siddetine gore siyatik sinir fonksiyonunun 14 ila
34. giinlerde geri dondiigiinii 6ne siirmiislerdir. Bir diger ¢alismada da Wolthers ve ark.
(Wolters ve ark., 2005 ), ezilme tarzi yaralanma sonrasinda yaklasik 30. giinde siyatik

fonksiyonel indeks degerlerinde tama yakin diizelme elde etmislerdir.
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Calismamizda operasyon sonrasi rejenerasyon i¢in takip siiresi 4 haftadir. Hasar sonrasi
28.glinde motor ve duyu fonksiyonlarinin ileri derecede geri dondiigii goriilmiistiir.

Periferik sinir rejenerasyonunu degerlendirmede elektrofizyolojik testler
oldukca sik kullanilmaktadir. Sinir liflerinin kas liflerini uyarmalari ile olusan aksiyon
potansiyellerinin, bir amplifikator aracilig1 ile biiyiitiilerek incelenmesi esasina dayanir.
Elde edilen aksiyon potansiyelleri bilesik kas aksiyon potansiyelleri olup, bunlarin
tizerinden ¢esitli parametreler olgiilerek degerlendirmede kullanilabilir. Periferik sinir
rejenerasyonunu inceleyen caligmalarda fonksiyonel ve morfolojik incelemelerin her
ikisinin de yapilmasi gerektigi vurgulanmistir (Luis ve ark., 2007; Pu ve ark., 1999).
SFI, WRL, elektrofizyolojik testlerin ve histomorfometrik incelemelerin higbiri total
sinir fonksiyonunu tam olarak gdsterememektedir. Herbir parametre sinir
rejenerasyonunun farkli bir agamasi hakkinda bilgi verir. Bu parametreler arasinda
siklikla uyumsuzluklar gézlenmekte ve hangi parametrenin sinir rejenerasyonunu daha
1yi degerlendirdigi bilinmemektedir (Kanaya ve ark., 1996). Bu nedenle bu calismada
fonksiyonel, elektofizyolojik, stereolojik, immiinohistokimyasal ve histopatolojik
incelemeler hep birlikte kullanilmistir. Asagida kontrol ve obez gruplarinda hasar
oncesi ve sonrasinda elde edilen sonuglar mevcut literatiir esliginde tartisilmaya
calisildi:

Calismamizda siyatik sinir  Ornekleri {izerinde yapilan stereolojik
degerlendirmede ortalama akson sayist kontrol, obez, kontrol-hasarli ve obez-hasarl
gruplarinda sirasiyla 5354, 4834, 4336, 3779 olarak belirlendi. Gruplardan elde edilen
veriler istatistiksel acidan birbirleriyle kiyaslandiginda, kontrol-hasarli ile obez-hasarl
gruplart arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliyd: (p <0,05). Kontrol ile kontrol-
hasarli grubu arasindaki fark ve obez ile obez-hasarli grubu arasindaki fark istatistiksel
olarak ¢ok anlamliydi (p <0,01). Hasarlanan gruplarda rejenerasyon sonrasi akson
sayisindaki azalma normaldir. Fakat hasarlanan kontrol ve obez gruplarin rejenerasyon
stirecine cevabinin farkli oldugu goriildii.

Akson sayis1 sadece kesit alanindaki total sayr hakkinda bilgi verirken, total
sinir fonksiyonunu gostermede yetersiz kalir. Cok sayida ama hedef organa ulasamamis
aksonlarin olabilecegi hatirda tutulmalidir. Bu nedenle akson sayis1 dlgiimleri sinir ileti

hiz1 degerlendirmeleri ile birlikte degerlendirildi.
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Sunulan ¢alismada hasarli gruplara hasar 6ncesi, hasar sonrasi ve rejenerasyon
sonrasi uygulanan sinir ileti hiz1 6l¢glimleri ortalama degerleri kontrol-hasarli ile obez-
hasarli gruplarinda sirasiyla; hasar 6ncesi, 36 m/sn, 34 m/sn, hasar sonrasi, 36 m/sn, 35
m/sn, rejenerasyon sonrasi, 38 m/sn, 36 m/sn olarak bulunmustur. Istatistiksel olarak,
hasar Oncesi, hasar sonrasi ve rejenerasyon sonucu kontrol-hasarli ile obez-hasarli
gruplarda sinir ileti hiz1 bulgularinda anlamli bir fark bulunmamustir (p> 0,05). Bu
durum rejenerasyon Oncesi, an1 ya da sonrasinda siyatik sinirlerin aktivitesinde fark
olusmadigini1 gostermektedir.

Akson sayisi ile baglantili olarak siyatik sinir alani istatistiksel olarak
degerlendirildiginde kontrol ile kontrol hasarli (p< 0,05), obez-obez hasarli (p< 0,05),
ve kontrol-hasarli ile obez-hasarli (p< 0,01) gruplar arasinda fark bulundu. Son
bahsedilen kontrol-hasarli ile obez-hasarli gruplar1 arasindaki farkin daha agik olmasi
obezlerde siyatik sinirin hasar sonras1 yeni gelisen yada iyilesen aksonlarin kontroldeki
kadar fazla sayida olmadigin1 gostermektedir. Bu durum obezite sonucu
gbzlemledigimiz, biiyiime faktorlerindeki azalma ya da biiylime faktorlerine karsi
gelisen direng neticesinde meydana gelmis olabilir.

Akson alani, sinir liflerinin olgunlagsma diizeyi hakkinda bilgi verir. Bu noktada,
sinir ezilme modelinde tiim liflerde yapisal olarak hasarlanma olamayabilecegi, bazi
liflerin sadece Sunderland tip 1 sinir hasari ile yapisal bozulma olmadan, gecici bir
fonksiyonel kayip yasayabilecegi akilda tutulmalidir. Standartize klemp modellerinin
kullanimi1 ile bu sorun bir miktar giderilebilmektedir (Varejao ve ark., 2004).
Calismamizda siyatik sinir 6rnekleri lizerinde yapilan stereolojik degerlendirmede
ortalama akson alani kontrol, obez, kontrol-hasarli ve obez-hasarli gruplarinda sirasiyla
41.12pm?, 39.79um?, 15.82um?, 12.07um? olarak belirlendi. Akson alani bakimindan
kontrol ve obez grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p> 0,05).

Akson alan1 bakimindan kontrol ile kontrol-hasarli ve obez ile obez-hasarli
gruplart arasindaki fark istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi. (p <0,01). Ayrica kontrol-
hasarli ve obez-hasarli grup arasindaki fark ta istatistiksel olarak anlamliydi. (p <0,05).
Hasarlanan gruplarda rejenerasyon sonrast bu azalma normaldir. Obez deneklerin
rejenerasyon sonucu akson alani saglikli deneklerdekinden daha kii¢lik bulundu. Bu da

obezitenin akson alanina olumsuz bir etkisi oldugunu gosterdi.
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Rejenerasyon silirecine cevabin obezlerde diisiik olmasi yine obez deneklerde GAP-43
gibi bliyiime faktorlerindeki bir azalmadan ya da bu biiyiime faktorlerine karsi gelisen
reseptorel direncten kaynaklanabilir.

Siyatik sinir ornekleri iizerinde yapilan stereolojik degerlendirmede ortalama
miyelin kilif kalinlig1 kontrol, obez, kontrol-hasarli ve obez-hasarli gruplarinda sirasiyla
1.719 pum, 1.697 pm, 0.936 um, 0.813 um olarak belirlendi. Ne hasar oncesi ne de
sonrasinda konrol ve obez gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamastir (p> 0,05).

Myelinizasyon derecesi ise yine aksonun olgunlugu ile iligkilidir. Aksonlar ug
organlara ulagsmadan da myelinize olabilecekleri i¢in bu parametre de fonksiyonu
degerlendirmede yetersiz kalmaktadir.

Sonugta rejenere olan aksonlarin sayisi ve kalitesi hakkinda bilgi sahibi olurken,
fonksiyonel geri doniis hakkindaki bilgi yetersiz kalmaktadir (Kanaya ve ark., 1996).
Bu baglamda ¢alismamizda hasarli gruplara hasar 6ncesi, hasar sonrasi ve rejenerasyon
sonrast uygulanan birlesik kas aksiyon potansiyel amplitiit dl¢ctimleriyle bu bulgumuzu
degerlendirmeye calistik. Hasarli gruplara hasar dncesi, hasar sonrasi ve rejenerasyon
sonrast uygulanan aksiyon potansiyel amplitiidii Ol¢limlerinin ortalama degerleri
kontrol-hasarli ve obez-hasarli gruplarinda sirasiyla; hasar 6ncesi, 24mV, 19mV, hasar
sonrast, 19mV, 17mV, rejenerasyon sonrasi, 20m/sn, 17m/sn olarak bulunmustur.
Istatistiksel olarak; hasar oncesi, kontrol ve obez gruplarda aksiyon potansiyel
ampliitiitii bulgularinda anlamli bir fark bulunmustur (Post Hoc Test, Anova; p< 0,05).
Bu da kontrol grubundaki sinif liflerinin obez grubuna gére daha hizli ve gii¢li
miyelinize oldugunu gosterir. Hasar Oncesi ve sonrasi arasinda kontrol grubunda
anlamli bir fark bulundu (p< 0,05). Bu da Cragg ve Thomas’in ¢alismasinda oldugu
gibi ezilme hasar1 sonrasi uzun donem takipli caligmalarda, rejenere olan liflerin
elektrofizyolojik Ol¢limlerinin higbir zaman tam olarak normale donemedigini
gostermektedir. Stereolojik bulgularimizda myelin kilif kalinlig1 agisindan her ne kadar
gruplar arasinda bir fark gozlenmese de histopatolojik olarak gruplara bakildiginda
obez grubundaki aksonlarin miyelin kilif sinirlarmin diizensiz oldugu ve kontrol
grubundaki saghkli igerigini kaybettigi gozlendi. Ayrica bu gruptaki Schwann

hiicrelerinin de koyu boyanmis icerigi ile hasarli goriiniimde oldugu belirlendi.
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Bu bulgular da amplitiit degerleri agisindan kontrol ve obez grubu arasindaki farki
aciklayabilir. Hasardan sonra kontrol grubunda amplitiit degerinin diismesi ise
normaldir. Obez grubunda amplitiit degeri zaten diisiik oldugundan bu deger ezilme
hasarindan pek etkilenmemisti.

Elektromiyografi ise periferik sinir rejenerasyonun degerlendirilmesinde ¢ok
daha Onemli yeri olan bir inceleme yoOntemidir. Kas liflerinden gecen aksiyon
potansiyelinin olusturdugu elektrik sinyallerinin bir amplikator araciligi ile biiyiitiilerek
incelenmesi esasina dayanan bu yontem, klinikte bir¢ok sinir ve kas hastaliginin teshis
edilmesinde kullanilmaktadir. Inceleme sonucunda elde edilen temel degerler
olusturulan bilesik kas aksiyon potansiyelinin latans, amplitiit ve alan degerleridir.
Bunlardan amplitiit, aktif kas liflerinin elektroda ulasabilen depolarizasyon degeridir ve
uyarilan olan en genis motor iinite ile ilgili bilgi verir (Bronzino, 2000). Bu nedenle
amplitiit degeri dogrudan aktif noron sayisi ile iliskilidir. Latans degeri ise uyarim ile
kasilma potansiyelinin baglamasi arasinda gecen zamandir ve miyelinizasyon ig¢in
onemli bir gosterge olarak kabul edilmektedir (Baykal, 2002). Hasarl1 gruplara hasar
oncesi, hasar sonrasi ve rejenerasyon sonrast uygulanan EMG bulgularinda; Kontrol
hasar oncesi Ol¢limlerle, kontrol hasar sonrasi Ol¢limleri arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (p> 0,05). Kontrol hasar dncesi ve kontrol rejenere arasindaki fark ¢ok
anlamliydi (p< 0,01). Kontrol hasar oncesi ve obez hasar dncesi Ol¢iimler arasinda
anlamli bir fark bulunmamistir (p> 0,05). Kontrol hasar sonrasi ve kontrol rejenere
arasindaki fark ¢ok anlamliydi. (p< 0,01). Obez hasar Oncesi ve Obez hasar sonrasi
Olctimleri arasinda anlamli bir fark bulunmamustir (p> 0,05). Obez hasar 6ncesi ve obez
rejenere arasindaki fark cok anlamliydi. (p< 0,01). Kontrol hasar sonrasi ve kontrol
rejenere arasindaki fark ¢ok anlamliyd: (p<0,01).

Siyatik fonksiyonel indeksi (SFI) De Medinacelli tarafindan 1982 yilinda
tanimlanmis ve sonrasinda gesitli arastirmacilar tarafindan modifiye edilmistir. Burada
elde edilen ayak izleri lizerinden c¢esitli Ol¢iimler yapilarak sinir fonksiyonel geri
doniisii hakkinda bilgi edinilmeye c¢alisilir. Bu basit ve girisimsel olmayan teknik aym
hayvan lizerinde farkli zamanlarda tekrar edilebilirligi ve hem duyu hem de motor geri
dontise bagli olusan koordine bir hareketi degerlendirdigi icin, sik kullanilan bir

degerlendirme yontemidir (Luis ve ark., 2007).
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SFI ile elde edilen degerler tek basina motor, duyu ya da proprioseptif fonksiyonlardan
ziyade, karmasik biitlinlesmis fonksiyonun bir gostergesidir (Koka ve Hadlock, 2001).
Yiiriiyiis patternlerinde spesifik sinir hasarina bagli bazi degisiklikler meydana
gelir. Kanaya ve ark. (Kanaya ve ark., 1996), teorik nedenlerle sinir rejenerasyonunun
en son basamaginin adimlama olmasi ve yiirlimenin kortikal duyusal geri doniislerle
koordine edilen karmagik bir motor {inite reinnervasyonu ile ger¢eklesmesinden otiirii,
sinir rejenerasyonunu degerlendirmede en iyi yontemin SFI oldugunu one
sirmektedirler. Bu c¢alismada Bain ve ark.’nin) modifiye ettikleri SFi formiilii
kullanilarak &lgiimler yapilmustir (Bain ve ark., 1989). SFI dl¢iimlerinin en biiyiik
dezavantaji, O0lglim teknigi ve arastirmacinin hassasiyetine gore degiskenlik gdsterip,
yanilma ya da yanlis 6l¢iim yapilma ihtimalinin yiiksek olmasidir (Luis ve ark., 2007).
Hayvanlarin yiiriiylis yolunda ayak izleri alinmadan once belli bir siire egitimden
geemeleri gerekir. Yine yanlig verilere neden olabilecek bir diger sorun da, etkilenen
ekstremitede gelisen istenmeyen kontraktiirlerdir. Bu durumda kaslarda reinnervasyon
gerceklesse bile, eklemlerdeki hareket kaybi ve kontraktiirler nedeniyle diizgiin bir
adimlama goriilemeyebilir (Kanaya ve ark., 1996). Ayrica eklem kontraktiirlerinin yan
sira otokanibalizasyon, slirtinme artefaktlari, kuyruk ile izin kontaminasyonu da
saglikli ayak izlerinin elde edilmesini giiclestirebilmektedir (Martins ve ark., 2006;
Tetik ve ark., 2000; Varejao ve ark, 2001). Caligmamizda hem kontrol hem de obez
grubunda 0. giin ve 28. giin SFI degerleri karsilastinildiginda, aralarindaki fark
istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi (p <0,01). Yine hem kontrol-hasarli hem de obez-
hasarli gruplarinda 7. 14. 21. giinler, 28. giin ile karsilastirildigindaki fark istatistiksel
olarak ¢ok anlamliydi. (p <0,01). Sonugta obez ve saglikli bireylerde SFI degerleri
arasinda fark bulunmadi. Hasar sonrasi her iki grupta da geri doniis tam olmadi.

Ayak geri ¢cekme refleksi (WRL), gercek bir refleks olup spinal seviyede santral
sinir sistemini igerir. Agrili bir uyarana kars1 hayvanin arka ayagini geri ¢ekerek yanit
vermesidir (Rupp ve ark., 2007). Bu fleksiyon refleksinin olusabilmesi i¢in kalca, diz
ve ayak bilek fleksor kaslarinin kasilmalari gerekir. Yaralanma sonrasi yaklasik ti¢lincii
haftada termal agrili uyarana kars1 geri ¢cekme refleksi goriilmeye baslar ve dordiincii
haftanin sonunda siklikla normale doner (Varejao ve ark., 2004). Geri ¢ekme refleksleri
degerlendirilirken dikkat edilmesi gereken Onemli bir nokta, 1s1 kaynagina ayagin

bastirllmamasina dikkat etmektir. Aksi takdirde, basiya bagli mekanoreseptorlerin
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uyarimi ile duyusal geri doniis tam olmadan da geri cekme refleksi goriilebilir. Bu da
test sonuglarinda yanls degerlendirmelere neden olabilir (Luis ve ark., 2007; Varejao
ve ark., 2004).

Hu ve ark. safen sinir afferentlerinin stimiilasyonunu engellemek icin ayak
lateral plantar tarafinin stimiilasyonunun tercih edilmesi gerektigini one slirmiislerdir
(Hu ve ark., 1997). Genel kabul edilmis bir kural olarak, femoral sinirin bir dali olan
safen sinir ayak medial kisimlariin innervasyonunu saglar. Bu nedenle siyatik sinir
innervasyon alanimi degerlendirmek icin topuk, lateral plantar bolge ve ayak
parmaklarin dorsal yiizleri test i¢in Onerilen bolgelerdir (Rupp ve ark., 2007,
Thalhammer ve ark., 1995; Puigdellivol- Sanchez ve ark., 2005). Bu calismada
uygulanan sicak plaka testinde, bu bilgiler 15181inda sicak yiizey deneklerin arka ayak
lateral kisimlarina temas ettirilerek uygulanmis ve ayagin sicak plaka iizerine

bastirilarak istenmeyen mekanoreseptor uyarimindan kaginilmistir.

Calismamizda WRL bulgular istatistiksel olarak degerlendirildiginde, hasar
Oncesi yani 0.giin, kontrol ve obez gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p> 0,05). Kontrol grubunda 0. giin ve 28. giin WRL degerleri
karsilastirildiginda, aralarindaki fark istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi. (p <0,01). Yine
kontrol-hasarli grubunda 7, 14, 21. giinler 28. giin ile karsilastirlldigindaki fark
istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi. (p <0,01). Obez grubunda da 0. giin ve 28. giin WRL
degerleri karsilastirildiginda, aralarindaki fark istatistiksel olarak cok anlamliydi. (p
<0,01). Yine obez-hasarli grubunda 7, 14, 21. giinler 28. giin ile karsilastirildigindaki
fark istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi. (p <0,01). Sonucta obez ve saglikli bireylerde
WRL degerleri arasinda fark bulunmadi. Hasar sonrasi her iki grupta geri doniis tam

olmada.

Aksotomi sonrasi niikleusun yeni mRNA ve bu sayede aktin, tubulin gibi hiicre
iskeleti proteinlerini liretmesi gerekir. Bu durumda iiretimi artan GAPs grubudur (Shen
ve ark., 2002). Rejenerasyonda akson gelisirken biiyiime konisi yakininda, membranda
GAP 43 fosfoproteini bulunur. Bu proteinin iiretimi aksotomi sonrasinda yaklagik 100
katina c¢ikar. Biiyliyen ve rejenere olan ndéral membranin i¢ yiizeyinde bulunan ve
aksonal transportu saglayan bu fosfoproteinler, protein kinaz C’nin substratim

olustururlar ve biiylime bolgesinin ilerlemesinde rol alirlar ( Faweett ve Keynes, 1990).
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Calismamizin immiinohistokimya basamaginda yapilan incelemelerde siyatik
sinir 0rnekleri {izerinde GAP-43 antikoru ile yapilan boyama ile akson sitoplazmasi
icerisindeki boyanma derecelerini inceledik. Hasarsiz gruplarda negatif boyanma
gozlemledik. Yapilan stereolojik degerlendirmede kontrol-hasarli ve obez-hasarl
gruplarinda GAP 43 pozitif boyanan akson sayisit sirastyla, 3132, 2613 olarak
belirlendi. Istatistiksel olarak bu iki grup arasinda anlamli bir fark bulundu (p< 0,05).
Bu durumda hasar sonrasi 6zellikle kontrol grubunda GAP-43 ekspresyonunun ¢ok
fazla miktarda arttigin1 sdyleyebiliriz. Hasarlanan obez ve kontrol gruplarindaki bu fark
obezlerde norotrofik faktdrlerin az iiretildigi anlamina gelir ki bu durum zaten azalmis
akson sayisindan da kaynaklanabilir. Diger bir agidan norotrofik faktorlerin ya da diger
biiylime faktorlerinin neden oldugu bir mekanizma da obez bireylerde rejenerasyondan
sonta GAP-43 proteinin artmasim1  engellemis olabilir. Bu daha sonraki
calismalarimizda aydinlatilmas1 diisiiniilen bir konudur. Yine histopatolojik
degerlendirmemiz esnasinda obez rejenerasyon grubunda kontrol grubundakine kiyasla
daha fazla sayida olgunlasmamis ve inaktif makrofaj goézlemlemistik. Ayrica obez ve
obez rejenerasyon gruplarinda endonéryum da kontrol gruplarindakine kiyasla yogun
icerikli olarak gozlenmekteydi. Bu bulgular da periferik sinir 6rneklerinin hem hasar
oncesi hem de hasar sonrasinda kontrol gruplarindaki kadar saglikli olmadigini
gostermekteydi. Ozellikle makrofajlar ile iliskili olan bulgumuz rejenerasyon
esnasindaki yeniden sekillenme siirecinin obez deneklerde kontroldekinden daha yavas
bir sekilde ilerledigi seklinde yorumlanabilir.

TGF-p tiirii sitokinler hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi, matriks olusumu ve
immiinoreaktivite lizerine 6nemli etkileri olan ¢ok fonksiyonlu diizenleyici proteinlerdir
(Wang ve ark., 2000; Sulaiman ve Gordon, 2002; Davison ve ark., 1999). Insanlarda,
tic tip TGF-B mevcuttur: TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3 (Wang ve ark., 2000; Sulaiman
ve Gordon, 2002; Davison ve ark., 1999). Her biri farkl1 baz1 biyolojik roller iistlenen
bu ajanlarin etkileri hedef hiicre tipine ve hiicre ¢ogalmasinin mevcudiyetine gore
farkliliklar gdstermektedir (Stark; 2001; Moroco ve ark., 1987). Normal siyatik sinir
yapisinda bulunan Schwann hiicrelerinin sitoplazmalarinda TGF-B1 ile TGF-B3 ve az
miktarda TGF-B2 mevcuttur (Scherer ve ark., 1993; Shah ve ark., 1995; Moroco ve
ark., 1987). Sicanlarda, travmatik siyatik sinir hasar1 sonrasi gelisen rejenerasyon

esnasinda siitiir hattinin proksimal ve distalinde mevcut olan Schwann hiicreleri
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tarafindan TGF-B olusumunun indiiklendigi diistiniilmektedir (Einheber ve ark., 1995).
Calismalarda, TGF-f’nin Schwann hiicre proliferasyonunda rol oynadig1 ileri
stirilmiistiir (Stark ve ark., 2001; Guenard ve ark., 1995). Calismamizda
immiinohistokimyasal incelemelerde TGF-B3 antikoru ile Schwann hiicre
sitoplazmasinda tiim gruplarda pozitif boyanma goriildii. Istatistiksel olarak kontrol ve
obez gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p> 0,05). Kontrol ile kontrol hasarl
gruplar arasinda ¢ok anlamli fark bulundu (p< 0,01). Obez ile obez hasarli gruplar
arasinda ¢ok anlamli fark bulundu (p< 0,01). Kontrol hasarli ile obez hasarl1 gruplari
arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).

Obezite de sinir sistemi ile yapilan calismalarda, Miscio ve arkadaslari
obezitenin periferal ndropatiye neden olabilecegini gostermislerdir. Obezitede cAMP
degerlerinde tibial ve perenoal sinirlerde yapilan Olglimlerde ciddi bir azalma
gbzlemlenmistir, ayrica aksiyon potansiyel amplitiidiinde de tiim sinir boyunca azalma
gozlenmistir (Miscio ve ark., 2005). Sempatik sinir sistemi enerji tiiketiminin ti¢ major
komponenti olan istirahat metabolizma hizi, gidalarin termik etkisi ve fizik aktivite
diizeyleri ile iligkilidir. Calismalarda obez kisilerde merkezi sinir sistemi aktivitesi
diisiik bulunmustur (Okutan, 2001). Colak ve arkadaslarinin yaptig1 calismada obez
bireylerde sempatik otonomik sinir sistemi fonksiyononunda azalma gdzlenmistir
(Colak ve ark., 1997). Yiiksek yagh diyetle beslenerek obez ve prediyabet olusturulan
farelerde noropati gozlenmis ve antioksidan ve anti-inflamatuar o&zellikleri olan
Artemisia dracunculus L. ekstresi ile noropati iizerine olumlu sonuglar elde edilmistir
(Watcho, 2010). Bununla birlikte literatiirde obezitenin periferik sinir sistemi iizerine
olan etkileriyle iliskili histokimyasal ya da morfometrik bir ¢aligma heniiz yoktur. Bu
calisma ile literatiirde eksik oldugu goriilen bu konu aydinlatilmaya c¢aligildi.

Sonug olarak bu calismada yagl diyet ile olusturulan obezitenin siyatik sinir
lizerinde olumsuz bazi etkileri oldugu saptanmistir. Ayrica ¢alisma sonucunda elde
edilen histolojik ve morfometrik bulgularin birbirini destekledigi goézlenmistir.
obezitenin periferik sinir yapist ve rejenerasyonu lizerine etkisi ilk kez bu c¢alismada
stereolojik, histokimyasal ve fizyolojik yontemlerle ortaya konarak literatlire katki

saglamak iizere sunulmustur.
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SONUCLAR VE ONERILER

1- Arastirmamizda kontrol ve obez deneklere ait doku Ornekleri akson sayisi,
akson alan1 ve miyelin kilif kalinlig1, glivenilir ve kullanim1 son yillarda gittik¢e artan
stereolojik  yontemle degerlendirildi. Ayrica hasarli gruplara fonksiyon ve
elektrofizyolojik testler uygulandi. Immiinohistokimyasal boyamalarla ilgili bulgular da

elde edildi.

2- Tim gruplara ait siyatik sinir Ornekleri iizerinde yapilan stereolojik
degerlendirmede ortalama akson sayisi kontrol, obez, kontrol-hasarli ile obez-hasarl
gruplarinda sirasiyla 5354, 4834, 4336, 3779 olarak belirlendi. Gruplardan elde edilen
veriler istatistiksel acidan birbirleriyle kiyaslandiginda, kontrol ve obez gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Kontrol-hasarli ile Obez-hasarli gruplari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi. (p <0,05). Kontrol ile Kontrol-hasarl
grubu arasindaki fark ve obez ile obez -hasarli grubu arasindaki fark istatistiksel olarak

¢ok anlamliydi (p <0,01).

3- Tiim gruplara ait siyatik sinir Ornekleri iizerinde yapilan stereolojik
degerlendirmede ortalama akson alani, kontrol, obez, Kontrol-hasarli ve obez-hasarl
gruplarinda sirasiyla 41,12pm?, 39,79um?, 15,82um?, 12,07um? olarak belirlendi.
Gruplardan elde edilen veriler istatistiksel acidan birbirleriyle kiyaslandiginda, akson
alan1 bakimindan Kontrol ve obez grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi (p> 0,05). Akson alani bakimindan kontrol ve kontrol-hasarli grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi (p <0,01). Obez ve obez -hasarh
grubu arasindaki fark istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi (p <0,01). Kontrol-hasarl1 ve

obez -hasarl1 grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi (p <0,05).

4- Tiim gruplara ait siyatik sinir Ornekleri iizerinde yapilan stereolojik
degerlendirmede ortalama miyelin kilif kalinlig1 kontrol, obez, kontrol-hasarli ve obez-
hasarli gruplarinda sirasiyla 1,719 pm, 1,697 um, 0,936 pm, 0,813 pum olarak belirlendi.
Gruplardan elde edilen veriler istatistiksel agidan birbirleriyle kiyaslandiginda, kontrol

ve obez gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmadi (Post Hoc Test, Anova; p>0,05).
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5- Kontrol-hasarli ile obez-hasarli gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamistir
(p> 0,05). Kontrol ile kontrol-hasarli grubu arasindaki fark istatistiksel olarak cok
anlamliydi. (p <0,01). Obez ile obez -hasarli grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
cok anlamlrydi (p <0,01).

6- Hasarli gruplara 0, 7, 14, 21, 28. giinlerde uygulanan yiirliylis testlerinde
ortalama SFI degerleri, kontrol-hasarli ve obez-hasarli gruplarinda sirastyla, 0.giin; -
3,10 ile -3,99, 7.giin; -80,27 ile -86,71, 14.glin; -58,50 ile -61,56, 21.giin; -42,25 ile -
44,45, 28.giin; -29,43 ile -32,04 olarak bulunmustur. Hasar dncesi yani 0. giin, konrol
ve obez gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p> 0,05). Hasar
sonrast 7. giin, obez-hasarli ve kontrol-hasarli gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmustur (p <0,05). Hasar sonrasi 14. giin, obez-hasarli ve kontrol-hasarl
gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p> 0,05). Hasar sonrasi
21. giin, obez-hasarli ve kontrol-hasarli gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p> 0,05). Hasar sonrast 28. giin, obez-hasarli ve kontrol-hasarl
gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p> 0,05). Kontrol
grubunda 0. giin ve 28. giin SFi degerleri karsilastirildiginda, aralarindaki fark
istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi. (p <0,01). Yine kontrol-hasarli grubunda 7, 14, 21.
giinler 28. giin ile karsilastirnldigindaki fark istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi. (p
<0,01). Obez grubunda 0. giin ve 28. giin SFI degerleri karsilastirildiginda, aralarmdaki
fark istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi. (p <0,01). Yine obez-hasarli grubunda 7, 14, 21.
giinler 28. giin ile karsilastirildigindaki fark istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi (p
<0,01).

7- Hasarli gruplara 0, 7, 14, 21, 28. giinlerde uygulanan ortalama WRL degerleri,
kontrol-hasarli ve obez-hasarli gruplarinda sirasiyla, 0.giin; 2,58 sn, 2,75sn, 7.giin;
10,33sn, 10,55sn, 14.giin; 7,66sn, 8,16sn, 21.giin; 5,66sn, 6,21sn, 28.glin; 4,38sn,
4,72sn olarak bulunmustur. WRL bulgular istatistiksel olarak degerlendirildiginde,
hasar oncesi yani 0.giin, kontrol ve obez gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p> 0,05). Hasar sonras1 7.giin, obez-hasarli ve kontrol-hasarli gruplarda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir (p >0,05). Hasar sonrasi 14.giin,
obez-hasarli ve kontrol-hasarli gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamistir (p> 0,05).
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Hasar sonras1 21.giin, obez-hasarli ve kontrol-hasarli gruplarda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmamistir (p> 0,05). Hasar sonrasi 28.giin, obez-hasarli ve
kontrol-hasarli gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p> 0,05).
Kontrol grubunda 0.giin ve 28.giin WRL degerleri karsilastirildiginda, aralarindaki fark
istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi. (p <0,01). Yine kontrol-hasarli grubunda 7, 14, 21.
giinler 28. giin ile karsilastirildigindaki fark istatistiksel olarak ¢ok anlamliydi (p
<0,01). Obez grubunda O0.giin ve 28.giin WRL degerleri karsilastirildiginda,
aralarindaki fark istatistiksel olarak c¢ok anlamliydi. (p <0,01). Yine obez-hasarh
grubunda 7, 14, 21. giinler 28. giin ile karsilagtirildigindaki fark istatistiksel olarak ¢ok
anlamlhiydr (p <0,01).

8- Hasarli gruplara hasar 6ncesi, hasar sonrasi ve rejenerasyon sonrasi uygulanan
sinir ileti hiz1 6lglimleri ortalama degerleri kontrol-hasarli ve obez-hasarli gruplarinda
sirastyla; hasar oncesi, 36m/sn, 34m/sn, hasar sonrasi, 36m/sn, 35m/sn, rejenerasyon
sonrasi, 38m/sn, 36m/sn olarak bulunmustur. Istatistiksel olarak, hasar oncesi, hasar
sonras1 ve rejenerasyon sonucu kontrol-hasarli ve obez-hasarli gruplarda sinir ileti hiz1

bulgularinda anlamli bir fark bulunmamaistir (p> 0,05).

9- Hasarl1 gruplara hasar 6ncesi, hasar sonrasi ve rejenerasyon sonrasi uygulanan
birlesik aksiyon potansiyel amplitiidii 6lglimleri ortalama degerleri kontrol-hasarli ve
obez-hasarli gruplarinda sirasiyla; hasar oncesi, 24mV, 19mV, hasar sonrasi, 19mV,
17mV, rejenerasyon sonrasi, 20m/sn, 17m/sn olarak bulunmustur. Istatistiksel olarak,
hasar oOncesi, kontrol ve obez gruplarda bilesik aksiyon potansiyel amplitiidii
bulgularinda anlamli bir fark bulunmustur (p< 0,05). Kontrol hasar 6ncesi ve kontrol
hasar sonrasi 6l¢iimlerde anlamli bir fark bulunmustur (p< 0,05). Hasar sonrasi ve
rejenerasyon sonucu kontrol-hasarli ve obez-hasarli gruplarda bilesik aksiyon

potansiyel amplitiidii bulgularinda anlamli bir fark bulunmamaistir (p> 0,05).

10-  Hasarli gruplara hasar oncesi, hasar sonrasi ve rejenerasyon sonrast uygulanan
EMG bulgularinda; Kontrol hasar dncesi dl¢iimlerle, kontrol hasar sonrasi dl¢timleri
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p> 0,05). Kontrol hasar oncesi ve kontrol

rejenere arasindaki fark ¢ok anlamliydi (p< 0,01).
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Kontrol hasar oOncesi ve obez hasar Oncesi Ol¢liimler arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (p> 0,05). Kontrol hasar sonrasi ve kontrol rejenere arasindaki fark ¢ok
anlamliydi. (p< 0,01). Obez hasar Oncesi ve Obez hasar sonrasi Ol¢limleri arasinda
anlamli bir fark bulunmamstir (p> 0,05). Obez hasar dncesi ve obez rejenere arasindaki
fark ¢ok anlamliydi. (p< 0,01). Kontrol hasar sonrasi ve kontrol rejenere arasindaki fark

cok anlamliyd1 (p<0,01).

11- Istatistiksel olarak P-P arast mesafe bulgularinda; Kontrol hasar &ncesi
Olctimlerle, kontol hasar sonrasi dl¢iimleri arasinda anlamli bir fark bulunmamstir (p>
0,05). Kontrol hasar 6ncesi ve kontrol rejenere arasindaki fark ¢ok anlamliydi (p<
0,01). Kontrol hasar oncesi ve obez hasar oncesi Ol¢limler arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (p> 0,05). Kontrol hasar sonrasi ve kontrol rejenere arasindaki fark ¢ok
anlamliydi. p< 0,01). Obez hasar d6ncesi ve Obez hasar sonrasi Ol¢iimleri arasinda
anlamli bir fark bulunmamstir (p> 0,05). Obez hasar dncesi ve obez rejenere arasindaki
fark ¢ok anlamliydi. (p< 0,01). Kontrol hasar sonrasi ve kontrol rejenere arasindaki fark

cok anlamliydi (p< 0,01).

12-  Istatistiksel olarak P-max bulgularinda; Kontrol hasar éncesi dlgiimlerle, kontol
hasar sonrasi Ol¢limleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p> 0,05). Kontrol
hasar O6ncesi ve kontrol rejenere arasindaki fark ¢ok anlamhiydi (p< 0,01). Kontrol
hasar Oncesi ve obez hasar Oncesi Olgiimler arasindaki fark anlamhiydi (p< 0,05).
Kontrol hasar sonrasi ve kontrol rejenere arasindaki fark ¢ok anlamliydi (p< 0,01).
Obez hasar Oncesi ve Obez hasar sonrast Olgiimleri arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir (p> 0,05). Obez hasar Oncesi ve obez rejenere arasindaki fark cok
anlamliydi (p< 0,01). Kontrol hasar sonras1 ve kontrol rejenere arasindaki fark c¢ok

anlamliydi (p<0,01).

13-  Immiinohistokimyasal incelemelerde siyatik sinir &rnekleri iizerinde yapilan
stereolojik degerlendirmede kontrol-hasarli ve obez-hasarli gruplarinda Gap 43 pozitif
boyanan akson sayis1 sirasiyla, 3132, 2613 olarak belirlendi. Istatistiksel olarak bu iki
grup arasinda anlamli bir fark bulundu (p< 0,05).
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14-  Immiinohistokimyasal incelemelerde TGF-B3 antikoru ile Schwann hiicre
sitoplazmasinda tiim gruplarda pozitif boyanma goriildii. Istatistiksel olarak konrol ve
obez gruplar arasinda anlaml bir fark bulunmadi (p> 0,05). Kontrol ve kontrol hasarh
gruplart arasinda ¢ok anlamli fark bulundu (p< 0,01). Obez ve obez hasarli gruplari
arasinda ¢ok anlaml fark bulundu (p< 0,01). Kontrol hasarli ve obez hasarli gruplar

arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).

15-  Calismamizda, obezitenin rejenerasyon sonucu akson sayisina, akson alanina,
Gap-43 protein miktarina olumsuz etkileri oldugu kanaatina vardik. Sonu¢ olarak
obezitenin periferik sinir sistemi ve rejenerasyonu {izerine olumsuz etkilerini

gozlemledik.

16- Kullandigimiz yontem ve buldugumuz veriler dikkate alindiginda yapmis

oldugumuz calismamizin bilimsel literatiire katkisinin oldugunu sdylemek miimkiindiir.
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