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BEYAN
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24.05.2021
Dr. Hiiseyin Anil Ozmat
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OZET

Amacg

Periferik sinir yaralanmalari, hasarli sinire bagli olarak ¢esitli semptomlar gosteren,
yaygin goriilen ve ciddi sosyoekonomik sonuglart olan bir durumdur. Yaralanma ve
rejenerasyon mekanizmalar1 hakkinda ¢ok fazla bilgi olmasina ragmen, tam islevsel
iyilesmeyi saglayan giivenilir tedavi yontemleri azdir. Bu calismada rat deney
modelinde kompozit nanofiber ve sistemik verilen pioglitazon tedavisinin periferik

sinir hasar1 sonrasi etkileri incelendi.

Gerec ve Yontem

Bu caligmada 40 adet Wistar Albino Cinsi yetiskin erkek rat kullanildi. Denekler her
grupta 8 denek olmak tizere 5 gruba ayrildi. Deneklerde fonksiyonel yiirlime analizi
degerleri, 151k mikroskobu calismasi, elektron mikroskobu calismasi ve S-100
degerlendirmesi yapildi. Biyokimyasal olarak Native Tiyol, Total Tiyol, Disulfide,
Disulfide/Native Tiyol, Disiilfid/Total Tiyol, Native Tiyol/Total Tiyol, IMA(absu),
Albumin, Tiimér Nekroz Faktorii (TNF), Interlokin-6 (IL-6), Total Antioksidan
Seviye (TAS), Total Oksidan Seviye (TOS) sonuglar1 karsilastirildi.

Sonuclar

Fonksiyonel siyatik indeks sonuglarinda tedavi verilmeyen 2. grup ile kompozit
nanofiber yontemiyle tedavi verilen 3. grup (p:0.0259) ve intraperitoneal pioglitazon
4. (p:0,0098) grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu goriildii.
Pioglitazon tedavisi verilen gruplarda fonksiyonel siyatik indeks degerlerinin, tedavi
verilmeyen gruplara gére anlamli olarak daha yiiksek oldugu goriildii. Oksidatif hasari
diizenlemede etkili Native Tiyol, Total Tiyol degerlerini pioglitazon tedavisi verilen
gruplarda tedavi verilmeyen gruplara gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu
(p<0,0001). Oksidatif tarafa kaymayr gosteren Disulfid, Disulfid/Native tiyol
diizeylerinin tedavi verilmeyen gruplarda anlamli olarak yiiksek oldugu izlendi
(p<0,0110, p<0,0001). Inflamasyon belirteglerinden TNF degerlerinin Pioglitazon
tedavisi alan gruplarda anlamli diistiigli goriildii (p<0,0001). Pioglitazon tedavisi alan

gruplarda aksonal hasarin tedavi verilmeyen gruplara gore daha az oldugu ve S-100

il



ekspresyonlarinin Schwann hiicrelerinde, tedavi verilmeyen gruplara gére daha yogun

oldugu goriildii.

Yorum

Pioglitazon tedavisi verilen gruplarda fonksiyonel siyatik indeks degerlerinin kontrol
grubuna yakin bulundugu, tedavi verilmeyen gruplarda fonksiyonel siyatik indeks
degerlerinde bir diizelme olmadigi izlenmistir. TNF, Native Tiyol, Total Tiyol,
disulfid, IMA, Albumin, TAS, TOS, Disulfid/Native tiyol, Disulfid/Total tiyol
sonuclarinda anlamli farkliliklar bulunmustur. Sistemik ve kompozit nanofiber
yontemi ile verilen pioglitazon tedavisinin, travmatik periferik sinir hasar1 tedavisinde
anlamli olarak faydali oldugu ayrica kompozit nanofiber yontemi ile verilen ilacin

sistemik verilen ilaca gore daha iyi sonuglar verdigi sonucuna ulasilmistir.

v



ABSTRACT

Aim

Peripheral nerve injuries are common conditions that include various symptoms based
on the damaged nerves included and have serious results. Although there is a lot of
information about mechanisms of injury and regeneration, there are few reliable
treatment methods that provide full functional recovery. In this study, the effects of
systemic and composite nanofiber pioglitazone treatment and after peripheral nerve

injury were examined in the rat test model.

Method and Instruments

In this study, 40 Wistar Albino adult male rats were used. The subjects were divided
into 5 groups, 8 rats in each group. Functional walking analysis values, light
microscope study, electron microscope study and S-100 evaluation were conducted
among the groups. Biochemically, Native Thiol, Total Thiol, Disulfide,
Disulfide/Native Thiol, Disulfide/Total Thiol, Native Thiol/Total Thiol, IMA (absu),
Albumin, Tumor Necrosis Factor (TNF), Interleukin -6 (IL-6), Total Antioxidant
Status (TAS), Total Oxidant Status (TOS) values were compared.

Results

Statistically significant difference was found between the non-treatment second group
and third group treated with composite nanofiber method (p:0, 02259), fourth group
intraperitoneal pioglitazone (p:0,0098) according to sciatic functional index results.
Sciatic functional index values in groups treated with pioglitazone were found
significantly higher than non-treatment groups.

Native Thiol /Total Thiol values which are effective in regulating oxidative injury
were found significantly higher in groups that had pioglitazone treatment (p<<0,0001).
The Disulfide, Disulfide/Native Thiol levels which indicate the shift towards the
oxidative direction were observed significantly higher in groups that are not treated
(p<0,0110, p<0,0001). It was observed that TNF values which are inflammation
markers reduced significantly in groups had Pioglitazone treatment (p<0,0001). In

pioglitazone treatment groups, it was observed that the axonal damage was lower than



those of non-treatment groups, and that the S-100 expressions in Schwann cells were

higher density than those without treatment.

Comments

In groups that had Pioglitazone treatment, Sciatic functional index values were close
to control group but in non-treatment groups, it was observed that there was no
improvement in Sciatic functional index values. There were significant differences in
the TNF, Native Thiol, Total Thiol, Disulfide, IMA, Albumin, TAS, TOS,
Disulfide/Native Thiol, Disulfide/Total Thiol values. It was found that systemic and
composite nanofiber Pioglitazone treatment was significantly effective in traumatic
peripheral nerve injury treatment and medicine with composite nanofiber method had

better results compared to systemic medicine.

vi



SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

BCL-2 : B-cell lymphoma 2

Ca : Kalsiyum

EE : Enkapsiilasyon Etkinligini

FGF : Fibroblast Biiyltime Faktorii

HE : Hematoksilen Eozin

IGF-1 : Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii
IL : Interldkin

IMA : Iskemi Modifiye Albiimin

K : Potasyum

KH>POq4 : Potasyum Dihidrojen Fosfat
K2HPOg4 : Dipotasyum Hidrojen Fosfat
MMP-9 : Matriks Metalloproteinaz-9

MSS : Merkezi Sinir Sistemi

MV : Milivolt

Na : Sodyum

NGF : Notrofilik Growth Faktor

PDGF : Platelet Kokenli Biliytime Faktorii
PiO : Pioglitazon

PLGA : Poli Laktik-Ko-Glikolik Asit
PPARy : Peroksizom Proliferatdr Aktive Reseptor Gama
PSS : Periferik Sinir Sistemi

PSY : Periferik Sinir Yaralanmalari
RNA : Riboniikleik Asit

ROS : Reaktif Oksijen Tiirevleri
RP-HPLC : Ters Faz-Yiiksek Performansli Stvi Kromatografi Sistemi
SEM :Taramal1 Elektron Mikroskobu
SFi : Fonksiyonel Siyatik indeks

SH : Schwan Hiicreleri

SOD : Superoksid Dismutaz

SS : Standart Sapma
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TAS
TGF
TLR
TNF-
TOS
ng

pm

: Total Antioksidan Seviye

: Transforming Growth Faktor
: Toll-Like Reseptor

: Tumor Nekroz Faktor Alfa

: Total Oksidan Seviye

: mikrogram

: mikrometre
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1. GIRIS

Periferik sinir yaralanmalar1 (PSY) goriilme siklig1 yliksek olan, kisinin hayat
kalitesini bozan, fonksiyonel kayiplara yol agan klinik bir durumdur. Sinir
yaralanmasinin neden oldugu siddetli spontan agri, noéropatik agri ve islevsel
bozukluklar gibi cesitli komorbiditelerle kendini gosterir (1). Geng erigkin
poplilasyonda ve erkeklerde daha sik rastlanmaktadir (2). Gelismis iilkelerde PSY
insidansinin her yil 100.000 kiside yaklasik 18 oldugu tahmin edilirken, gelismekte
olan {ilkelerde nispeten daha yiiksektir (3,4). Travma merkezlerine basvuran
hastalarda periferik sinir yaralanmalarimin tahmini prevalansi kabaca %2-3'tiir (5).
Klasik semptomlar, etkilenen uzuvda tam felce veya inat¢i ndropatik agrinin
gelismesine neden olabilen duyu ve motor fonksiyon bozukluklaridir (6). En sik
yaralanma bolgesi %73,5 ile iist ekstremite olmakla beraber, bunu takiben alt
ekstremite ve yiiz bolgesi gelmektedir. Ust ekstremitede sirasiyla radial, ulnar ve
median sinirler, alt ekstremitede ise sirasiyla siyatik, peroneal sinir ve nadir olarak da

tibial ve femoral sinirler yaralanmaktadir (7,8).

PSY’nin en sik nedeni travmalardir (9). Motorlu tasit kazalar1 ve ev kazalar
travma nedenlerinin baginda gelmektedir. Diger nedenler arasinda kollajen ve
metabolik hastaliklar, maligniteler, cerrahi girisimler, traksiyon, kompresyon,
kimyasal sebepler, toksik sebepler, iskemik sebepler, yanik, elektrik ¢carpmasi gibi
nedenler sayilabilir. Periferik sinir hasarlanma tiplerine gore; keskin laserasyon, kiint
laserasyon, gerilme ve kompresyon hasari, sinir kokii aviilsiyonlar1  olarak
siralanabilir. Sinir hasarindan sonra kalici sakatliklar, is giicii kayiplar1 ve ciddi sosyal
ve ekonomik sorunlara neden olmaktadir. Sinir yaralanmalarindan dolayr Amerika
Birlesik Devleti’nde yillik harcanan para yaklasik olarak 150 milyar dolar gibi ciddi
maliyetlere ulasmaktadir (10). Bu sebeplerle periferik sinir yaralanmalarinda tedavinin
rolii biiytiktiir. Sinir yaralanmalarinin tipine ve siddetine gére en uygun tedavi secenegi
secilmelidir. Periferik sinir hasarinin onarimi ndrosiriirjide 6nemli bir arastirma
alanidir ve bu konuda bir¢ok zorlukla karsilasilmaktadir (11). Periferik sinir
yaralanmasini onarmanin zorluklar1 yapilan arastirmalarda bildirilmistir (12,13,14).

Gilinlimiizde akut keskin laserasyonlarda ve temiz sinir kesilerinde yaklagim ug¢ uca



tamir seklindedir. Biiyiikk sinir defektlerinde u¢ uca tamirin miimkiin olmadig:
durumlarda sentetik materyaller kullanilarak kanal seklinde tamir yapilabilmektedir.
Keskin laserasyonlar disinda olan sinir yaralanmalarinda hastanin EMG ile takibi
yapilmali iyilesme durumuna gore gerekirse cerrahi tedavi yontemi uygulanmalidir.
Periferik sinir yaralanmalar1 sonrast onarim siirecinde aksonal dejenerasyon
sonrasinda rejenerasyon meydana gelir. Giliniimiizde sinir yaralanmasi sonrasi
gerceklesen fizyopatolojik degisiklikler ve iyilesme siireci hakkinda 6nemli bilgiler
bilinmesine ragmen kat edilen yol ¢ok tatmin edici degildir. Periferik sinir
yaralanmalar1 tedavisinde tam basari ile sonuglanan farmakolojik ajan bulunmamasi
sebebiyle glincel aragtirmalar bu konu {izerinde yogunlasmaktadir. Pioglitazon, tip 2
diyabet tedavisinde kullanilan bir peroksizom proliferatérii ile aktive olan reseptor-y
agonistidir (15). Pioglitazonun daha 6nce ki ¢alismalarda noroprotektif etkilerinden
bahsedilmistir (5,17,18,19,20,21). Ayrica pioglitazonun inflamasyon, yag dagilimu,
lipid ve protein metabolizmasinda potansiyel faydali roller oynadigr (22,23),
pankreatik hiicreleri antioksidatif stres yoluyla palmitik asit kaynakli sitotoksisiteye
karst korudugunu (24), B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) ekspresyonunu ve kaspaz-3
aktivasyonunu degistirerek TNF-a tarafindan indiiklenen hiicre apoptozunu veya
endotelyal hiicrelerdeki stresi azalttigin1 bildirmislerdir (25,26). Ek olarak,
pioglitazon, diyabetli AGE ile indiiklenen fare osteoartriti i¢in potansiyel bir terapdtik
yetenege sahip olan ileri glikasyon son iiriinii ile indiiklenen kondrosit apoptozunu
inhibe ettigi, ayrica sikistirma kaynakli nucleus pulposus mesenchymal stem cells

(NP-MSCs) oliimii lizerindeki etkisi bilinmektedir (27,28).

Nano o0lgekli teknolojilerin gelistirilmesi, bu ydntemlerin tip alaninda
kullanilmasina imkan tanimistir. Hastaliklarin teshisi, tedavisi ve dnlenmesi agisindan
gelecekte umut vaat etmektedir. Ilag dagitiminda nanoteknolojinin uygulanmasi,
terapotik etkinligi iyilestirmek ve hastanin yasam kalitesini artirmak i¢in dnemli bir
potansiyele sahiptir (131). Kompozit nanofiber yontemi ilacin direkt hedef bolgeye
iletilmesini saglamaktadir. Bu sayede ilacin yan etkileri azalmakta, ilacin etki
bolgesine ulasmadan metabolik yikimi1 dnlenmekte, toksik etkileri azalmakta, belirli
bir hizda ve uygun miktarda salinmasindan dolay1 ilag takibi kolaylasmaktadir. Bu

sayede hasta tedavisi daha etkin ve daha giivenli gerceklesmektedir.



Yapilan calismalarda pioglitazonun noroprotektif etkileri gosterilmistir ancak
litaretiirde ratlarda siyatik sinir hasar1 sonrast kompozit nanofiber ve sistemik
pioglitazon tedavisi ile ilgili bir calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle ¢alismamizda
pioglitazonun deneysel siyatik sinir hasari modeli iizerinde ki olasi etkilerini

degerlendirmeyi planladik.



2. GENEL BIiLGILER

Sinir sistemi; Santral Sinir Sistemi (SSS) ve Periferik Sinir Sistemi (PSS)
olmak {izere ikiye ayrilir. SSS; beyin ve medulla spinalisten olusur. PSS ise medulla
spinalisten ¢ikan 31 ¢ift spinal sinir, beyin ve beyin sapindan ¢ikan 12 ¢ift kranyal

sinirler ile birlikte bu sinirlerin gangliyonlarindan olusur.

Sinir sisteminde ndron ve ndroglia olmak {izere iki tip ana hiicre vardir.
Noronlarin arasinda bulunan noéroglialar, ndronlar1 besler ve destekler. Noroglialar
merkezi sinir sisteminde astrositler, oligodendrositler, ependim hiicreleri ve mikroglia
olarak bulunurken periferik sinir sisteminde Schwann hiicreleri ve satellit hiicreleri

olarak bulunur.

2.1. ANATOMI VE FiZYOLOJi

Noronlar sinir sisteminin yapisal ve temel fonksiyonel birimleridir. Noéronun
govde boliimiine perikaryon, sitoplazmasina noéroplazma denir. Noronlarin hiicre
gbovdelerine ek olarak akson ve dendrit denilen 6zel uzantilar1 vardir. Akson en uzun
olan lifsi uzantilaridir ve aksolemma denilen yar1 gecirgen bir membranla ¢evrilidir.
Aksonlardan daha kisa hiicre govdesinden ¢ikan birden fazla olan uzantilarina dendrit
denilir. Dendritler ¢evre hiicrelerle baglanti saglayan, alinan bilgiyi hiicre govdesi ve
aksonlara iletmekle sorumludur. Aksonlar hiicre gévdesinden gelen elektriksel iletiyi
diger norona ya da hedef organa iletirler. Cogu akson yalitkan bir madde olan miyelin
kilif ile ¢evrilidir. Miyelin {iretimi SSS’de oligodendrositler tarafindan yapilirken,
PSS’de ise Schwann hiicreleri tarafindan olusturulmaktadir. Miyelin kilif aksonlar
izerinde diizenli araliklarla yerlesmistir ve ranvier bogumlar1 adi verilen miyelinsiz
alanlar icerir. Miyelin kilifin yalitkan olmas1 nedeniyle ileti bu bogumlarla sigrayict
sekilde, diger bir adiyla saltotorik iletim seklinde gerceklesir. Iletim hiz1; akson capina,

miyelin kilif kalinligina ve aksoplazmik iletkenlige gore degiskenlik gosterir.



Sinir lifleri dort grupta siniflandirtlmigtir.

Tip 1 ve 2 lifler (A-alfa) motor ve duyu lifleridir. Caplar1 6-20 nm ve kalin

miyelinli aksonlardan olusur.
Tip 3 lifler (A-delta)1-6 nm capinda ve agrinin iletilmesinden sorumludurlar.

Tip 4 lifler B ve C lifleri olarak adlandirilirlar. B lifleri preganglionik otonom
aksonlar, C lifleri ise daha kiiclik ¢capli ve miyelinsiz sinir lifleridir. Gecikmis agr1

iletimini saglarlar (29).
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Sekil 2.1. Noronun yapisit (Mescher’den, 30).

Noronlar kimyasal ve elektriksel sinyaller aracilifiyla iletisim kurarlar. Bu
iletisimin ayrilmaz bir pargasi da aksiyon potansiyellerinin aksonlar boyunca
iletilmesidir (31). Sinir iletiminde hiicre membranlar1 arasindaki elektriksel gerilim
farki 6nemli rol oynar. Membranin dis yiizii pozitif elektrik yiikii tasirken i¢ yiizeyi

negatif elektirik yiikii tasimaktadir. istirahat potansiyeli olarak tanimlanan bu durum



basta Na™ ve K olmak iizere iyonlarin konsantrasyon farki nedeniyle olugsmaktadir.
Hiicre membraninin denge halindeyken potansiyeli -70 mV’dur. Istirahat
potansiyelindeki membraninin i¢ yiizeyi negatif, dis ylizeyi ise pozitif elektrik yiikii
tasir. Hiicre membranina esik diizeyin lizerinde bir impuls geldiginde membranda ani
elektriksel degisiklige neden olur ve aksiyon potansiyelini olustururlar. Bu esnada
membranin gegirgenligi artar ve iyon kanallari agilir. Na* hiicre igine girer ve
membranin i¢ yliziiniin pozitif, dis yiiziin negatif yiiklenmesi ile sonuglanir. Bu
duruma depolarizasyon denilmektedir. Depolarize olan sinir membraninda 1
milisaniye sonrasinda Na*’a kars1 gecirgenlik azalirken K*’a kars1 gegirgenlik artist
olur. Hiicre disina yogun bir K akis1 gergeklesir. Membranin K* gegirgenliginin

azalmasiyla tekrar istirahat potansiyeline ulasilir ve denge saglanir.

Noronun akson terminali ile diger bir ndronun govdeleri ve dendritleri ile
baglant: yerlerine sinaps denir. Iletiyi sinapsa getiren ndrona presinaptik néron, alan
ndrona postsinaptik ndron adi verilir. Sinapslardaki bu iletim bir takim kimyasal
mekanizmalarla ve norotransmitter adi1 verilen maddelerle ger¢eklesmektedir. Sinaptik
araliga saliman ndrotransmitterler, postsinaptik membranda bulunan reseptorlerine
baglanarak membranda depolarizasyon ya da hiperpolarizasyon olustur ve
postsinaptik noron inhibe ya da stimiile edilir. Sinaptik aralia salinan
norotransmiterler cesitli enzimler tarafindan parcalanarak tekrar kullanilmak iizere

endositoz yoluyla geri alinir. Bu sayede sinir iletimi gerceklesir.

2.2. PERIFERIK SiNiR SiISTEMi

Periferik sinir sisteminde motor duyu ve otonom olmak iizere ii¢ tip periferik
sinir bulunmaktadir. Motor sinirler spinal kordun 6n boynuz hiicrelerinden ¢ikip, 6nde
spinal kokiin liflerinden gecer ve ¢izgili kaslart uyarir. Duyu sinirleri ise dorsal spinal
arka kokler igerisinde yerlesmistir. Afferent uyarilar arka boynuzdan, efferent uyarilar
ise 6n boynuzdan iletilirler. Duyusal ve motor sinirler i¢eren periferik sinirler, dorsal
ve ventral spinal koklerin birlesmesinden olusmaktadir. Otonom sinir sistemine ait
sinir hiicreleri ise santral sinir sistemi i¢inde ve disinda bulunan c¢ekirdek ve

ganglionlarda toplanmiglardir.



Santralden perifere endondryum, perindryum, epindéryum ve mezondryum
olmak {izere siniri ¢evreleyen bag dokusu kiliflar1 mevcuttur. Mezondryum, sinirde
dolasimi1 saglayan gevsek bir bag dokusudur (32). Siniri ¢cevreleyen bag dokular, sinire

esneklik, saglamlik ve ¢evresel faktorlere karsi koruyucu bir etki saglar (33).

Endonéryum; tek bir aksonu ¢evreleyen en igteki tabakadir. Kiigiik ¢apl ve
fasikiile paralel olarak diizenlenilmis kollajen bir yapidir. Kollajen yap1 agirlikli
olarak tip 3 kollajen ve tip 1 kollajen yapida olup ince kapiller ve mikrodamar igerir
fakat lenfatik kanal igermezler (34). Mikrodamarlar perinoral hiicreler ile sarili halde

perindryumdan girer ve kan-sinir bariyeri olusturulur (35).

Perindryum; akson demetlerini (fasikiilleri) cevreleyen fibroblastlardan
zengin, yari elastik yar1 gecirgen bir tabakadir. Bu yapisi sayesinde yaralanmalarda
fasikiillerin korunmasinda 6nemlidir (36). Ayrica gevresel olarak pozitif basinca sahip
olmasindan dolay1 yaralanmalarda basing yiikselerek fasikiillerin korunmasinda

yardimci olur. (37) Kan sinir bariyerini destekler.

Epindryum; periferik siniri olusturan fasikiilleri ¢evreleyen, kollajen lif ve
adipoz dokudan olusur. Fasikiillerin biitiinliiglinii saglayarak sinire seklini verir (38).
Icerdigi lenfatikler ve vasa nervosum denilen kan damarlar1 fasikiilleri besler.
Epinéryum sinirin kesitsel alaninin %30-70’ini olusturarak sinire mekanik koruma
saglar. Yag hiicreleri yaralanmalara kars sinire yastik¢ik gorevi goriir. Sinir tamirinde

siitur materyali epindryumdan ge¢mektedir.
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Sekil 2.2. Periferik Sinirin Yapist (Ross ve Pawlina’dan, 39).

Schwann hiicresi:

Schwann hiicreleri periferik sinir sisteminin baslica glial hiicreleridir. Miyelin
ve miyelinsiz (Remark) Schwann hiicreleri, néral krestten koken alirlar (40). Schwann
hiicreleri  perifere dogru go¢ ederek aksonlarin etrafin1  sararlar.  Sinir
miyelizasyonunda bas rolii oynadiklar1 gibi ayn1 zamanda sinirde reseptor ozellikleri
vardir. Schwann hiicrelerinin tizerinde TGF-beta, FGF, PDGF ve IGF-1 gibi faktorler
icin reseptorler bulunmaktadir (41). S-100 proteinini eksprese ederler. Schwann
hiicreleri sinir rejenerasyonunda da Onemli gorevler {iislenmektedir. Schwann
hiicreleri, sinirde yaralanma s6z konusu oldugunda rejenerasyon sirasinda birden fazla
fonksiyonu gerceklestirir. Lokasyon, zamanlama ve yaralanma tipine bagli olarak

karakteristik fenotipler veya farklilasma durumlar1 gostermektedir (42).



2.2.1. Periferik Sinir Yaralanmalar1 Evrelemesi
Periferik sinir yaralanmasi sonrasi rejenerasyonun maksimum kapasitede
olmasi agisindan sinir yaralanmalarinin siniflamasi 6nem arz etmektedir. En temel ve

sik kullanilan iki siniflama Seddon ve Sunderland siniflandirmalaridir.

Seddon Siniflamasi

Periferik sinir yaralanmalarinda ilk siniflama 1943 yilinda Seddon tarafindan

yapilmis ve noropraksi, aksonotmesis ve norotmesis olarak iice ayrilmistir (43).

Noropraksi: Aksonun biitiinliigiiniin bozulmadig1 hafif bir sinir yaralanmasi
tipidir. Genellikle geri doniisliidiir. Etyolojide genellikle mekanik kompresyon ve
iskemik nedenler yer alir (44,45). Sinirde gecici bir iletim kaybi goriiliir. Motor
fonksiyonlar duyu fonksiyonlarindan daha fazla etkilenir. Wallerian dejenerasyon
goriilmez. Cerrahi tedavi gerektirmez. Giinler ya da haftalar igerisinde sinir iletiminde

iyilesme goriiliir.

Aksonotmezis: Bu yaralanma tipinde sinir devamliligt korunmustur fakat
aksonal yaralanma ile birlikte miyelin hasar1 s6z konusudur. Epindryum, perindryum
ve endondryum saglamdir. Noropraksi tipte yaralanmanm aksine Wallerian
dejenerasyon goriiliir. Aksonlar1 destekleyen ¢evre bag dokusu elemanlar1 korundugu
icin 1 mm/giin hizinda aksonal rejenerasyon goriiliir (44). Prognoz; aksonal hasarin
biiyiikligii, hasarli bolge ile hedef organ uzaklig: gibi faktorlere baghdir. Aylar ve

yillar igerisinde tam iyilesme miimkiindiir.

Norotmezis: Sinir dokusunun fizyolojik ve anatomik olarak komplet
diskonneksiyonu ile sonuglanan en koétii yaralanma tipidir. Lezyon distalinde iletimin

kesilmesine bagl total fonksiyon kayb1 mevcuttur. Cerrahi miidahale gerekir.

Sunderland Siniflamasi:

Sunderland 1951 yilinda periferik sinir yaralanmalarint bes dereceye

ayirmistir.



Sunderland 1. derece yaralanma: Seddon siniflamasinda ki ndropraksiye

karsilik gelir.

Sunderland 2. derece yaralanma: Sinir kiliflarinin intakt kaldigi1 akson
biitiinliigiiniin  kesintiye ugradigi yaralanma tipidir. Seddon siniflamasinda ki

aksonotmezise karsilik gelir. Distalde Wallerian dejenerasyon goriiliir.

Sunderland 3. derece yaralanma: Akson hasari ile birlikte endondryumun da
biitiinliigiiniin bozuldugu hasarlanma tipidir. Perinryum ve epindryum saglam oldugu
icin sinirin fasikiiler yapist ve dis tabaka kollajen biitlinliigli korunmustur. Wallerian
dejenerasyon mevcuttur. lyilesme tam olmayabilir. Interfasikiiler fibrozis aksonal

rejenerasyonun olusmasini engeller.

Sunderland 4. derece yaralanma: Aksonal hasarla birlikte endondryum ve
perindryum  biitiinliigli  bozulmustur. Epinéryum saglamdir. Rejenerasyon
periyodunda skar dokusu olusur. Noroma olarak tanimlanan bu durum sinir

rejenerasyonuna engel olur. Tam diizelme ¢ok nadirdir. Cerrahi tedavi gerekir.

Sunderland 5. derece yaralanma: Sinir biitiinliigii tam olarak bozulmustur.
Seddon smiflamasinda ki karsilii norotmezistir. Uygun cerrahi tamirle olumlu

sonuclar alinabilir.

1988 yilinda Mackinnon ve Delon Sunderland siiflamasina ek olarak ayni

sinirde mix tip yaralanmalar1 igeren kombinasyon olusturmustur (46).
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2.2.2. Patofizyoloji

Periferik sinir hasarlanmasi sonrast morfolojik ve hiicresel birtakim
degisiklikler olusmaktadir. Sinir doku hasarin1 diger doku hasarlarindan ayiran
degisikliklerin bir tanesi de 1850 yilinda August Waller tarafindan tanimlanan
Wallerian dejenerasyondur (48,49).

Wallerian Dejenerasyon:

Sinir hasarmi takiben distal boliim ile ana sinir hattinin iletisimi bozulur.
Wallerian dejenerasyonunun ilk agamalarinda ortamda hasarlanmis aksonal ve miyelin
parcalart bulunur. Sinir dokusundaki makrofajlar, fagositoz yapabilen aktif
makrofajlara dontiserek hiicresel artiklart temizlerler. Schwann hiicreleri de bu
makrofajlara yardimci olur ve dolagimdaki monositlerin toplanmasina yol acan bir
monosit kemoatraktan protein-1’i liretir. Aksonlarin proksimal bolgelerinde mRNA
translasyonu aktive olarak hiicre disi diizenlenmis protein kinaz 1/2 vimentin
olusumunu uyarir. Bu kompleks, motor protein dynein tarafindan hiicre gévdesine
retrograd yonde tasiir ve bu sinyal noronuna aksonal hasar hakkinda bilgi verir.
Noron cevap olarak hacmini artirir ve protein sentezini destekleyen endoplazmik
retikulum (Nissl cisimleri) agregalarini pargalayarak tepki verir (kromatolizis).
Yaralanmadan sonraki ilk saatler i¢cinde, antioksidan proteinler i¢in glutatyon rediiktaz
ve hem oksijenaz 1 gibi haberci RNA'larin siyatik sinir ezilmesinden sonra arttigin
gostermistir (50). Hasarli aksonun ucu, néron hiicre gévdesinden gelen maddelerin
birikmesiyle hizla kapanir ve siser. Sinir hasarindan sadece birkag saat sonra, biiyliyen
aksonal ekstremite filipodia'y1 uzatir. ilk basta, bunlar rastgele yonlendirilir, ancak
daha sonra, miyozin ve aktin ekspresyonu ndron hiicre gévdesi iginde yukari regiile
edildiginde tek yonli olurlar (51). Ayn1 zamanda kan damarlarinin yenilenmesi ve

yeniden diizenlenmesi de aksonlarin biiylimesine eslik eder.

Yaralanmadan iki giin sonra, dolasimdaki monositler aktif makrofajlara
farklilagir ve en az 2 hafta siiren bir siire¢ olan aksonal ve miyelin artiklarinin
uzaklastirllmasina katkida bulunur (52). Erken asamalarda, hasarli Schwann hiicre
(SH)’leri, yaralanma bdlgesindeki protein ekspresyon degisikliklerinde rol oynar.

SH'ler ve hasarli aksonlar arasindaki temas kaybi, miyelin kilifinin geri ¢ekilmesine
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neden olur ve bosluklu yapilarin olusumuna yol agar. Bu yapilar lezyondan iki giin
sonra ortaya ¢ikar ve en az 2-3 hafta siirer (53). Aksonal temas kaybina paralel olarak,
SH'ler giderek miyelin olusturmayan bir fenotip kazanir ve proliferatif hale gelir.
SH'ler, yaralanmadan 3-4 giin sonra mitotik aktiviteleri en iist diizeydedir ve bu durum
aksonal rejenerasyonu indiiklemede etkilidir. Hasarlt sinirlerdeki makrofajlar ayrica
iyi kolesterolii kurtarmaya yardimci olur ve 6zellikle apolipoprotein E'yi {iireterek

gelecekteki miyelinin yeniden yapilandirilmasini saglar (54).

Wallerian dejenerasyonu, apoptotik hiicre Sliimiiniin genetik olarak farkli
molekiiler programlar tarafindan yonlendirildigi diistinlilmiistiir (55). Distal taraftaki
bu olaylar zinciri, proksimaldeki akson rejenerasyonunu saglamak amaciyla
programlanmustir (56). L tipi Ca™ kanallarindan hiicre dist Ca™ girisi, Wallerian
dejenerasyonunu etkinlestirmek i¢in gereklidir (57). Hem yaralanmadan sonra aksona
Ca*? girisi ve gecikme fazinin sonunda hiicre i¢i depolardan Ca* salinimi olmaktadir.
Bu nedenle, akson 6liimii sinyallemesinin ilk korunmus aracisinin kopmus aksonlara
dis Ca™ akigi olmasi muhtemeldir. Kalsiyumun hiicre igi konsantrasyonunun
artmasiyla birlikte bazi intraseliiler olaylar1 ve gen regulatuar proteinlerinin
aktivasyonunu baslatir. Noronlarda, beyin kaynakli norotrofik faktdr (BDNF), glial
hiicre kaynakli ndrotrofik faktér (GDNF), biiyiime ile iliskili protein (GAP) -43 ve c-
jun dahil olmak tizere biiylime ile iligkili proteinlerin iiretimi ve kalsitonin geni ile
ilgili peptid (CGRP), vazoaktif intestinal peptid (VIP), P maddesi ve somatostatin
diizeyi artarken, noérofilaman sentezi ve ndrotransmiterlerin (asetilkolin) salinmasi
baskilanir (58,59). Boylece bir biiylime konisi olusur (60). Biiylime konisinin gelisimi,
skar dokusu tarafindan da inhibe edilebilir ve bu nedenle, aksonal biiylime konileri, bu
skar dokusunun bozulmasini destekleyen proteazlar ve plazminojen aktivatorleri
salgilar (60). Bu proteazlar ve plazminojen etkinlestiriciler ayrica, biiyiime konilerinin
ilerlemesini engelleyen ndronal olmayan hiicrelerden herhangi bir hiicre-hiicre veya
hiicre-matriks etkilesimlerinin temizlenmesine yardimci olur (60). SH'ler, aksonal
biiylimeyi tesvik etmek icin noronal gen ekspresyon profilini modifiye etmek igin
tirozin kinaz reseptorleri ile etkilesime giren norotrofik faktorlerin ana kaynagidir.
NGF, aksonal biiylimeyi ve SH ¢ogalmasinm tesvik etmekten sorumludur (61). Bu

asamada, SH ¢ekirdekleri daha yuvarlak hale gelir ve heterokromatin igerigi azalir
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(62). SH'ler ve endonoral fibroblastlar, proksimal ve distal segmentler arasindaki
baglantiy1 yeniden saglamaya calisan bir doku kopriisii olan néromay1 olusturmak i¢in
lezyon bolgesinde go¢ eder ve ¢ogalir. Distal segmentte, denekteki siyatik sinirin
kesilmesinden dort giin sonra, prolifere olan SK'ler, endonodral rejenerasyona dahil
olan “Biingner bantlarini” olusturan siitunlarda hizalanir (63). Biingner bantlari,
aksonal yeniden biiylime i¢in fiziksel bir kilavuz olusturan i¢ ice ge¢mis SH'lerin
dogrusal bantlaridir. Ayrica SH'ler, hiicre dis1 matriks i¢ine dahil edilen fibronektin ve
laminin gibi noriti tesvik eden proteinler iiretir. Biiyiime konileri, endondryumun bazal
laminasina yapisma i¢in bu proteinleri kullanir (61). Yaralanmadan yaklasik 3-4 hafta
sonra, fonksiyonel baglanti tamamlanmadan once olgunlasmanin gergeklesmesi
gerekmektedir (80). Olgunlasma siireci remiyelinizasyonu, akson geniglemesini ve son
olarak islevsel yeniden inervasyonu igerir. SH yayilmasi daha sonra durdurulur ve C-
jun iretimi farklilasmayi tesvik eder; NGF ve CNTF gibi norotrofik faktorlerin
salgilanmasi meydana gelir (64). Biiyiiyen aksonal ug¢lar nérogulin-1 (NRG-1) tip III
ve I, ATP ve asetilkolin {iretir, bu da SH fenotipinde miyelinlestirmeyen bir fenotipten
miyelinlestirici bir fenotipe degisimi tesvik eder (65,66). Miyelinin ¢ikarilmasinin
zaman siireci, makrofaj aliminin kinetigiyle ve dejenere miyelini temizlemek igin

makrofajlarin ve SH aktivasyonunun kinetigiyle belirlenir.

Yapilan bir ¢alismada kemirgenlerde, yaralanmadan bes hafta sonra, 1s1k
mikroskobu kullanilarak gdzlemlenen genel sinir morfolojisinin normal goériiniimde
oldugu izlenmistir. Bununla birlikte, elektron mikroskobu kullanilarak, sinir lifi
sayisinda bir azalma (hem miyelinli hem de miyelinsiz) ve "rejenerasyon kiimeleri"
olarak adlandirilan ii¢ veya dort rejenere aksondan olusan kiigiik kiimelerin gelisimi
gozlemlenir (58). Ek olarak, miyelin kiliflarinda makrofaj istilas1 gézlenmistir (67).
Yaralanmadan yaklasik olarak {i¢ ay sonra sinir lifleri normale yakin goriiniir. Bununla
birlikte, endondryumun, perinoral hiicrelere kademeli olarak farklilasan bir fibroblast
bollugu ile hala bir¢ok mikro bélmeye boliindiigli bulunmustur. Normal perinéryum
da bu siire i¢inde yenilenir. Birka¢ ay sonra, orijinal siyatik fasikiillerin ¢evresinde

yeni olusan kiiclik fasikiiller gézlemlenir (67,58).
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2.2.3. Periferik Sinir Onarimi

Periferik sinir onariminda zamanlamanin tizerinde durmak gerekir. Bazi
otoriteler yaralanmadan hemen sonra tamir Onerirken, bazilar1 da ii¢ haftadan sonra
tamir onermiglerdir. (68) Onarimin zamanlamas1 yaralanmanin sekline, doku hasarinin
derecesine, sinirin uzunlamasina hasaria ve enfeksiyon riskine gore degerlendirilir.
Bu faktorlerin baskin oldugu durumlarda geg¢ tamir 6nerilmektedir. Geg tamirde sinir
hasarmin demarkasyonu gibi avantajlar1 varken, sinirde kiigiilme, ikinci bir cerrahi
gerekmesi gibi dezavantajlar1 vardir. Temiz ve diizgiin hasarlanmalarda ise miimkiin
olan en kisa zamanda tamir 6nerilmektedir. Bu donemde endondral tiiplerde kii¢lilme

olmamas: ve skar dokusu yoklugu avantajdir.

Periferik sinir onariminda anatomik diseksiyon ve mikrosiriirji teknikleri

kullanilmas1 6nemlidir. Milleri ve Terzis’e gore sinir onariminda 4 basamak vardir;

1. Sinir uglarinin hazirlanmasi, epindryumun c¢ikarilmas1 ve fasikiillere

ayrilmasi,

2. Sinirler arasindaki agikligin ve siitur hattindaki gerginlik derecesinin

degerlendirilmesi,
3. Sinir u¢larmin fasikiiler oryantasyon ag¢isindan uyumlarina dikkat edilmesi,

4. Yaklastirllmig sinir uclarinin siitur, fibrin, yapistirict gibi mekanik

yontemlerle devam ettirilmesidir (46).

Tedavide epindral onarim, fasikiiler onarim ve sinir grefti ile onarim teknikleri
kullanilir. Epinéral tamirde mikrosiriirji teknikleri altinda fasikiiler yapi1 ortaya
konulduktan sonra gerginlikten kacinarak, mikrosirkiilasyonu bozmadan u¢ uca
anastamoz yapilmalidir (69). Biiyiik sinirler 15 numara bistiiri ile kiiglik sinirler
mikromakasla sinir govdesine dik olarak kesilmelidir. 6-0 veya 8-0 siitur materyali ile
epindryum tam kat gecilerek anastamoz saglanmali, siitur materyali fazla basi
olusturmayacak sekilde sikilmalidir. Islem sonrasi ekstremite 3-4 hafta askiya alinmali
stabilite ve immobilizasyon saglanmalidir. Fasikiiler onarimda amag¢ her iki ugctaki
fasikiillerin birbirlerine uyumunu yakalamaktir (70). Fibrotik doku eksize edildikten

sonra biiyilitme altinda 8-0 veya 10-0 siitur ile perindryum tam kat gecilmelidir. Bu
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esnada fasikiiller komponentin hasar gormemesine ve endondral igerigin
fittklasmamasina dikkat edilmelidir. Islem sonrasi ekstremite 4 hafta askiya alinmali
sonrasinda uygun fizik tedavi ve rehabilitasyon programi uygulanmalidir. Sinir
uclarindaki agikligin fazla oldugu durumlarda ug¢ uca anastamoz ydnteminin etkisiz
oldugu disiiniilmektedir. Bu durumda sinir greftleri kullanilmaktadir. Genellikle
otojen duyusal sinir greftleri kullanilmaktadir. Sinir ug¢lar1 eksizyonundan sonra
fasikiillerin diseksiyonu saglanir. 10-0 siitur materyali ile yaklasik %20 pay birakilarak
gerginlik olmadan birlestirilir. Operasyon sonrasi ekstremite immobilitisine gerek

kalmaz.

Periferik sinir yaralanmasi tedavisi multidisipliner bir yaklasim ve sabir
gerektiren bir siiregtir. Aksonal rejenerasyonu ve ndronal yapiyr uyaran ajanlarin

kullanilmasi iyilesmeyi olumlu yonde etkileyecektir.

2.3. PIOGLITAZON VE NANOTEKNOLOJi

Pioglitazon gilinlimiizde tip 2 diabette glisemik kontrolii saglamak icin
kullanilmaktadir. Ayrica yapilan c¢alismalarda Parkinson hastaligi, Alzheimer
hastaligl, beyin travmasi ve inme modellerinde noroprotektif ozelliklere sahip
olduguna dair o6nemli kanitlar vardir (16,17,18,19,20,71). Etki mekanizmalari
arasinda, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres ve inflamasyon tizerine etkileri
gibi bazi ortak bilesenler oldugu anlasilmistir. Bununla birlikte, pioglitazonun
noroprotektif etkisi altinda yatan kesin mekanizma (lar) heniiz net olarak
aydinlatilamamaistir. Pioglitazon, 6zellikle PD6'da yeni bir ndroprotektif hedef olarak
ortaya ¢ikan bir peroksizom proliferator aktive reseptor gama (PPARYy) agonisti olarak
kabul edilmektedir. PPARy, beyin boyunca eksprese edilen ve promoter bolgelerinde
bir PPAR cevap elementi (PPRE) i¢eren genlerin transkripsiyonunu baslatan, ligandla

aktive edilmis bir niikleer reseptordiir.

PPARy, ayni zamanda ligandla aktive olan bir niikleer transkripsiyon
faktortidiir. PPARYy, ligand: tarafindan aktive edildiginde, hedef genlerinin promoter
bolgesindeki peroksizom proliferatdre duyarli elemana (PPRE) baglanir ve boylece

bunlarin ekspresyonunu diizenler (72). PPARy'nin IDE promoterinde PPRE'ye
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baglanarak ve IDE proteininin ekspresyonunu indiikleyerek hedef geninin, insiilin
pargalayict enzimin (IDE) transkripsiyonunu diizenleyebildigi gosterilmistir (73).
PPARy ayrica B-amyloid cleavage enzyme 1 (BACE]1) proteininin ekspresyonunu
inhibe etmek i¢cin bagka bir hedef genin, f-amiloid bdliinme enzimi 1 (BACE1)
promotoriindeki PPRE'ye baglanabilir (74). IDE’nin, AB'y1 bozdugu bilinmektedir
(45), oysa BACEI1, AP 6nciisii APP'yi hidrolize eden ve A {iretiminin baglamasinda
rol oynayan bir enzimdir (75,76). PPARy agonistleri, adipoz dokudaki sikline bagiml
kinaz (CDK) 5 inhibitor yolu iizerinde etki eder, bu da adipositlerde DNA baglama
alani ile PPARy'nin ligand baglama alani arasindaki mentese bolgesinde yer alan
Ser273 bolgesinin fosforilasyonunu inhibe eder. Bu nedenle, PPARy agonistlerinin
beyindeki PPARy'nin fosforilasyonu {izerinde de inhibe edici etkisi diisiiniilmiistiir
(77). Bu etkinin CDKS5'in inhibisyonu ile iliskili oldugunu ve PPARy hedef genlerinin,
Ide ve Bacel'in ekspresyonunu etkileyebilecegini ve bunun da A iiretimini
azaltacagini ve AP bozunmasim tesvik edecegini ve bdylece bir noroprotektif etki
uygulayacagint disilinilmiistiir (77). Oksidatif stres savunmasinda rol oynayan
genlerin indiiksiyonu, antiinflamatuar yanitlarin indiiksiyonu ve mitokondriyal
biyogenezin stimiilasyonu dahil olmak iizere ¢esitli spesifik ndroprotektif ve onarim
mekanizmalar1t PPARy'ye atfedilmistir. Bununla birlikte, bu ndroprotektif etkilere yol
acan PPARy'nin kesin molekiiler —mekanizmalar1 gilinlimiizde yeterince
aydinlatilamamistir. (17) Bazi calismalarda pioglitazonun ndroprotektif etkisinin
PPARy, NF-/B ve IL-6 yolu ile aracilik ettigi vurgulanmistir (78). Pioglitazonun
mitokondriyal disfonksiyonu iyilestirdigi, ndroproteksiyonu sagladig: ve fonksiyonel

sonuclari iyilestirdigi gosterilmistir (79).

Nanoteknoloji, "nanometre" boyut araliginda yap1 ve cihazlarin kontroliine,
manipiilasyonuna, ¢aligmasina ve iiretimine izin veren teknoloji olarak tanimlanabilir
(129). Giintimiizde nanoteknolojide elde edilen gelismelerin tibba uygulanmasi, hassas
bir sekilde tasarlanmig malzemelerin kullanimi ile ilgili, yeni yOntemler
gelistirilmesine yol agmistir. Nanomalzemeler, ultra kiiciik boyut, genis ylizey alant
gibi benzersiz fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir (128). ilag kullaniminda ortaya ¢ikan
problemleri en aza indirmek i¢in, bu 6zellikleri kullanarak yeni gelisen teknolojilerden

faydalanilir. Kompozit nanofiber yontemi ilacin spesifik organ ya da dokulara
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ulagmasini saglanmaktadir. Bu secici hedeflendirme sayesinde, ilaclarin istenmeyen
yan etkileri azalmakta, en uygun terap6tik yanit elde edilmekte ve yiiksek dozlarda
kullanim esnasinda ortaya ¢ikan toksik etkileri azaltarak ilacin daha giivenli bir sekilde
kullanim1 saglanmaktadir (117). Etken maddenin viicuttaki kan beyin bariyeri gibi
engelleri asarak hedef alana ulagilamamasi ve ilacin etki bolgesine ulasmadan 6nce
metabolik doniisiimle ortadan kaldirilmasi gibi olumsuzluklar bu yontemlerle en aza
indirgenmektedir. Bu yontemle kullanilan etkin maddelerin pargalanmasi ve kayb1 en

aza indirilir (130).

Nanoteknoloji sistemleri, biyoaktif ajanlarin kimyasal reaksiyonda belli hizda
belli bir yapiya spesifik olacak sekilde serbestlenmesi sonucu ortaya ¢ikar (117).
Hedeflendirilmis ila¢ tasiyici sistemi yontemiyle ilaglar1 daha etkili ve daha pratik
olarak hedefe iletilmesini saglanir. Ozellikle geriatrik hasta gruplarinda ilag takibini
kolaylastirir. Bu sayede ilacin diisiik veya yiiksek doz kullaniminda daha etkin ve daha
giivenli tedavi saglanir. Nanotastyicilar dogal veya sentetik polimerlerin kullanilmasi
sonucu elde edilmektedir. Boylece bolgedeki nanotasiyici bagisiklik sistemi tarafindan
taninir ve hedeflenen bolgede, yabanci cisim olarak algilanmasi engellenmis olur
(129). Bu ozelliklerden dolay1 ilacin sadece hastalikli bolgeye etki etmesi, tek

uygulamada ilacin belirli bir hizda ve yeterli miktar da salim islevi ger¢eklesmis olur.

Nanoteknoloji tibbin ¢esitli alanlarinda halen kullanilmakta ve bu konu
iizerinde ¢aligmalar devam etmektedir. Yapilan nanopartikiil arastirmalar1 sayesinde
bugiin bir¢ok hastaligin teshis ve tedavisi miimkiin olmaktadir (132). ilag tastyict
sistemlerde uygulama potansiyeline sahip olmas1 nedeniyle saglik alaninda hizli bir
gelisme gostermektede, giin gectikce bu alanda daha fazla yer almaktadir.
Nanoteknolojinin  kullanimi; farmakolojik ajanlarin  ve tasiyici  sistemlerin
gelistirilmesinde Onemli rol almaktadir. Gelecekte calismalarin artmasi ile

hastaliklarin teshis ve tedavisinde ¢ok daha genis yer alacag diisliniilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢aligmada rat siyatik sinir yaralanmasi modelinde pioglitazonun sistemik
ve kompozit nanofiber yontemi ile verilmesi sonrasi etkilerini incelenmesi
hedeflenmistir. Caligmamizda 40 adet 250-300 gram agirliginda Wistar Albino cinsi
yetiskin erkek rat kulanildi. Deney siiresince denekler standart laboratuvar sartlarinda
takip edilerek standart yem ve musluk suyu ile beslendi. Cerrahi islem sonras1 15 giin
yasatilan hayvanlar sakrifiye edilmeden dnce histopatolojik degerlendirme yapmak
lizere siyatik sinir ornekleri alindi. Islemler sonrasinda intraperitoneal 80 mg/kg
ketamine hydrochloride enjeksiyonu ile anestezi uygulanip, kalp icine formol

enjeksiyonu ile sakrifiye edildi.

Calisma Gruplari:

Her grupta sekiz adet hayvan olmak {izere bes grup olusturuldu.

1. Grup: Higbir islem yapilmayan kontrol grubu

2. Grup: Siyatik sinir hasar1 olusturulduktan sonra kesi yeri kapatilan grup.

3. Grup: Siyatik sinir hasar1 olusturulduktan sonra intraperitoneal yolla 0,5

mg/kg pioglitazon verilen grup.

4. Grup: Siyatik sinir hasar1 olusturulduktan sonra 61,89 ug/cm? pioglitazon

iceren kompozit nanofiber’in hasarli sinirin etrafina sarilan grup.

5. Grup Siyatik sinir hasar1 olusturulduktan sonra ila¢ icermeyen kompozit

nanofiberin hasarli sinirin etrafina sarilan grup.

3.1. CERRAHI ISLEM

Tiim asamalar aym kisi tarafindan, standart cerrahi yontemler uygulanarak
gerceklestirildi. Hayvana intraperitoneal yontemle 80 mg/kg ketamine hydrochloride
ve 5 mg/kg xylazine hydrochloride enjekte edilerek anestezi altina alindi. Gerektiginde
rapel enjeksiyonlarin yapilmasi planlanildi. Hayvan yiiziistii yatirilarak tespit tahtasina
yerlestirildi. Glutea ve sag uyluk bolgeleri tras edildikten sonra antiseptik soliisyon

(povidon iyot) ile cerrahi alan boyandi. Oblik insizyon ile cilt ciltalt1 ge¢ildi. Takiben
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gluteus maksimus ve biceps femoris kaslar1 arasindan girilerek kiint diseksiyon ile
siyatik sinire ulasildi. Sinir penset ve mikromakas yardimiyla siyatik g¢entikten
dallanma bolgesine kadar ¢evre dokulardan serbestlestirildi. Yaklasitk 20 mm
uzunlugundaki sinirin orta noktasindan Yasargil anevrizma klipsi ile 1 mm uzunluk
boyunca 50 g/cm2 tutma kuvveti ile 30 saniye boyunca kiint travmaya maruz birakildi.

Kas, fasya, ciltalt1 primer siitiire edildi. Cilt stapler ile kapatildi. Tiim denekler cerrahi

sonrasi spontan olarak uyandirildi.

Resim 3.1. a; Siyatik sinirin eksplorasyonu. b; Siyatik sinirin anevrizma klibi ile
travmatize edilmesi.
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Resim 3.2. Nanofiberin hasarli siyatik sinirin etrafina sarilmasi.

3.2. ILAC HAZIRLAMA YONTEMI
Metot:

Pioglitazon HCl i¢in Ters Faz-Yiiksek Performansli Stvi Kromatografi Sistemi

Yonteminin Gelistirilmesi

Bu c¢alismada enkapsiilasyon etkinligi ve salim calismalari i¢in bir HPLC
yontemi kullanilmistir. Validasyon calismast yapilmamistir. Her analiz Oncesinde
kalibrasyon egrisi ¢izilerek sonuglarin giivenilirligi saglanmistir. Literatiir incelemesi
sonucunda Pioglitazon HCI’nin kantitafif analizleri i¢in kullanilan bir HPLC yontemi

modifiye edilerek bu ¢alisma i¢in optimum RP-HPLC kosullar1 gelistirilmistir (114).

Tampon ve stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Tampon ¢ozeltisi 1,36 g KH2PO4 (potasyum dihidrojen fosfat) ve 1,74 g
K>HPO4 (dipotasyum hidrojen fosfat) tartilarak belirli miktar deiyonize suda
¢ozlindiiriilmiis ardindan orto-fosforik asit ¢ozeltisi pH 2.6 ya ayarlanmigtir. Tampon

daha sonra 0,45 pm karisik seliilloz ester membran filtreden siiziilmiistir.

21



Asetonitril i¢inde 0,6 mg/mL konsantrasyonda Pioglitazon HCI igeren stok

cozelti hazirlandi. Stok ¢ozeltisi farkli konsantrasyonlarda (10, 20, 30, 40, 50, 60

pg/mL) mobil faz ile seyreltilerek ¢aligma standardi soliisyonlar1 hazirlandi.

Elektrospinning Yontemi ile Pioglitazon HCI Yiiklii PLGA Nanofiberlerinin

Formiilasyonu

PLGA, nanofiberlerin {iretimi i¢in en uygun polimer olarak belirlenmistir.

Istenilen capta uniform, boncuksuz nanofiber iiretmek igin, polimer molekiiler agirlig,

¢ozlicii sistemi, polimer ¢dzelti konsantrasyonu ve noziil toplayici arast mesafe dahil

olmak iizere elektrospinning parametrelerinin optimizasyonu arastiritlmis ve diger

parametreler tim deneysel calismalarda sabit degerlere ayarlanmistir. Toplamda

elektrospinning isleminin optimizasyonu i¢in 6 deneysel ¢alisma gergeklestirilmistir.

Tablo 3.1. PLGA nanofiberlerinin hazirlanmasinda elektrospinning parametrelerini
optimize etmek i¢in c¢alisilan farkl elektrospinning kosullari.

Caligma | Polimer Polimer ¢ozelti | Coziicii sistemi Uygulanan | Noziil Akis
molekiil konsantrasyonu voltaj (kV) | toplayict | hizx
agirlig (%oa/h) arast (mL/sa)

mesafe
(cm)

1 38,000-54,000 | 15 THF:DMF (65:35) | 20 12 2

2 38,000-54,000 | 18 THF:DMF (65:35) | 20 12 2

3 38,000-54,000 | 20 THF:DMF (65:35) | 20 12 2

4 38,000-54,000 | 25 THF:DMF (65:35) | 20 12 2
38,000-54,000 | 25 THF:DMF (65:35) | 20 16 2

6 38,000-54,000 | 25 THF:DMF (65:35) | 20 18 2

Poli (Laktik-Ko-Glikolik Asit) (PLGA) Nanofiber Uretimi

Nanofiber hazirlama isleminin ilk asamasinda, polimer oranina gére PLGA
%?25 (a/h) ve Pioglitazon HCI %10 (a/a) miktart dogru bir sekilde tartilmistir. 1000 mg
PLGA, THF: DMF (65:35, 2,6 mL:1,4 mL) organik ¢6ziicii karisiminda ¢oziilmiistiir.

PLGA tamamen ¢dziinene kadar oda sicakliginda ve manyetik karistirici lizerinde
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karigtirilmistir. Daha sonra ¢ozeltiye 100 mg Pioglitazon HCI ilave edilmis ve

homojen bir durum elde edilinceye kadar karistirmaya devam edilmistir.

Elde edilen ¢ozelti (4 mL, siringa pompasina (NE-1000 Programlanabilir tek
siringa pompasi) yatay olarak sabitlenen 10 mL'lik bir siringaya aktarilmistir ve
elektrospinning (Inovenso Ne300 Elektrospinning Cihazi), liretim parametreleri akis
hiz1 = 2 mL/saat, uygulanan voltaj = 20 kV ve nozul toplayici mesafesi = 12 cm olarak
ayarlanmistir. Fiberler aliiminyum folyo ile kapli doner toplayicinin (300 RPM)

yiizeyinde toplanmustir.

Ayni elektrospining parametreleri etkin madde icermeyen PLGA

formiilasyonu i¢in de gegerlidir.

Enkapsiilasyon Etkinligi

Pioglitazon HCI’nin enkapsiilasyon etkinligini (EE) belirlemek igin, 1 c¢m?
nanofiber mat kesilerek hassas bir sekilde tartilmis (0,68 mg) ve 10 mL hacimli bir
sisede 1 mL DCM igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra siseye 3 mL metanol ilave
edilmis ve ardindan 5 dakika vortekslenmistir. Ekstraksiyon siirecini, su banyosu
sonikatoriinde 10 dakika sonikasyon izlemistir. Daha sonra DCM, oda sicakliginda
manyetik karistiric tizerinde hafif¢e karistirilarak buharlastirilmistir. Cozelti, 0,45 pm
PTFE filtreden siiziilmiistiir. PLGA elektrospun nanofiber igerisindeki Pioglitazon
HCI miktari, gelistirilen HPLC yontemi kullanilarak Orneklerin analizleri ile

belirlenmistir. Pioglitazon HCI’nin EE degerleri asagidaki denklemle hesaplanmistir:

Pratik olarak nanofiber i¢indeki etkin madde miktar1

Enkapsiilasyon etkinligi (%) =

Teorikteki etkin madde miktar

Nanofiber Matin /n vitro Salim Calismalari

Nanofiber formiilasyonlarin in vitro salim deneyleri, diizenli kare pargalara (1
cm?; n=6) kesilmis nanofiber matlar {izerinde gergeklestirilmistir. PLGA nanofiber

mattan Pioglitazon HCI’nin salim 6zellikleri, salim ortami olarak pH = 7.4 (USP'ye
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gore hazirlanmis) ile 40 mL fosfat tampon ¢ozeltisine nanofiber mat pargalarinin
(yaklasik 0,65 mg) yerlestirilmesiyle degerlendirilmistir. Test yatay ¢alkalayicili su
banyosunda gerceklestirilmistir ve siseler 37 £ 0.5°C ve 100 RPM'de su banyosunda
tutulmustur. Onceden belirlenmis zaman araliklarinda (0.5, 1, 2.5, 3.5, 4.5, 12, 24, 48,
96 saat) 1 mL numune alinmis ve sink kosulu korumak i¢in salim ortamina ayni
miktarda taze ortam eklenmistir. Slizme isleminden sonra numuneler, gelistirilen
HPLC yontemi ile analiz edilmistir. Deneyler alt1 tekrarli olarak yapilmistir. Sonuglar

zamanin bir fonksiyonu olarak kiimiilatif salim yiizdesi cinsinden sunulmustur.

SONUCLAR

Pioglitazon HCl i¢in Ters Faz-Yiiksek Performansl S1vi Kromatografi Sistemi

Y 6nteminin Gelistirilmesi

Sonuglara gore, gelistirilen RP-HPLC yontemi, Pioglitazone HCI’nin kantitatif
tayini i¢cin uygun bir yontem olarak kabul edilmistir. Pioglitazon HCI i¢in RP-HPLC
analizlerinde kullanilacak dalga boyunu se¢mek i¢cin UV spektrofotometre ile
maksimum absorpsiyon tayini yapilmistir ve maksimum absorbans 267 nm’de

gozlenmistir.

Kromosil 100-5-Cis 4.6x250 mm kolonu kullanilarak Pioglitazon HCl’in
analizleri yapilmistir. Testin optimum performansini saglamak i¢in cesitli
kromatografik kosullar incelenmistir. Pioglitazon HCI i¢in optimize edilmis
kromatografik kosul tabloda belirtilmistir. Pioglitazon HCI igin retensiyon siiresi 4.5
dakika olarak kaydedimistir. Analiz i¢in toplam calisma siiresi 7 dakika olarak

secilmistir.
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Tablo 3.2. Pioglitazon HCl i¢in Ters Faz-Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi
Sisteminin Kosullar1

Cihaz Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi

Metot Ters Faz Kromatografi / izokratik eliisyon

Kolon Kromosil 100-5-Cis 4.6x250 mm

Mobil faz Metanol: Asetonitril: pH 2.6 fosfat tamponu (50:20:30)
Akis hiz1 1 mL/dk

Dedektor DAD

Dalga boyu 267 nm

Sicaklik Oda sicaklig1

Retensiyon siiresi 4.5 dk

Enjeksiyon hacmi 10 pl

PLGA Nanofiberler i¢in Elektrospinning Parametrelerinin Optimizasyonu

En diisiik PLGA konsantrasyonu (%15 a/h) en yiiksek boncuk olusturma
egilimine sahip oldugu goézlenmistir. %18 ve %20 PLGA konsantrasyonu igeren
formiilasyonlar da boncuk igeren fiberlerle sonuclanmistir. %25 PLGA
konsantrasyonunda boncuk sayist yok denecek kadar azalmistir. Noziil ile toplayici
arasindaki mesafe arttikca, jet daha da gerilmis ve dolayisiyla jet capini azaltmistir.

Sonug olarak, ortalama lif cap1 da azalmistir.

Enkapsiilasyon Etkinligi

Enkapsiilasyon Etkinligi (EE) analizleri tli¢ kez tekrarlanmistir. Pioglitazon
HCI’nin EE'si %64,91 £2,871 olarak bulunmustur.

In vitro salim

In vitro salim ¢alismalar1 pH 7.4 fosfat tamponunda (37 + 0.5°C ve 100 RPM)
6 falkonda yatay calkalayicili su banyosunda gerceklestirilmistir. /n vitro salim testi
96 saate kadar siirdiiriilmiistiir ve dnceden belirlenmis her zaman noktasinda 1 mL

numune alinmis ve sink kosulun saglanmasi icin hemen 1 mL taze ortam eklenmistir.
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Pioglitazon HCI'nin ilk 4 saat i¢inde yaklasik % 60°lik salim yiizdesi ortaya

cikardigi ve 96 saate kadar devam ettigi goriilmiistir.

PIOGLITAZONE HCL IN VITRO SALIM
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Sekil 3.1. Pioglitazon HCI’nin pH 7.4 ortamindaki in vitro salim profili (ortalama +
SD; n=6).

3.3. DEGERLENDIRME YONTEMLERI
1. Genel degerlendirme

Denekler 15 ginliik takip siirecinde olusan genel degisiklikler izlendi.
Postoperatif uyandiktan sonra deneklerin kafeslerinin iginde hareketli oldugu
gozlemlendi. Bu siiregte denekler fare yemi ve musluk suyu ile beslendi. Sakrifiye

edilen ratlarin yara yerleri temiz izlendi. Enfeksiyon bulgusuna rastlanmadi.

2. Fonksiyonel degerlendirme

Motor fonksiyonlar1 degerlendirme planiyla deneklere 60x7x20 cm 6l¢iilerinde
ylirliylis parkuru hazirlandi. Yiriiyiis parkuru zeminine beyaz kagitlar yerlestirildi.
Deneklerin arka ayaklari miirekkep emdirilmis 1stampaya nazik¢e bastirilarak
hazirlanan kulvarda yiritiiliip ayak izleri alindi. Siyatik fonksiyonel indeks (SFI)
formiil parametreleri Ol¢limleri yapildi ve siyatik fonksiyonel indeks degerleri

hesaplandi.
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Siyatik fonksiyonel indeks (SFI) asagidaki formiil ile hesaplanir.

SFI=|-38.3 (EPL-NPL/NPL) + 109.5 (ETS-NTS/NTS) + 13.3 (EIT- NIT/NIT)-

8.8|

PL: (print length) 3. parmakla topuk arasindaki mesafe,

IT: (intermediate toe) 2. Ve 4. Parmaklar arasindaki mesafe , adim ortasi
genislik

TS: (Toe speread) 1. ve 5. Parmaklar arasindaki mesafe, adim genisligi.

N: normal

E: deneysel

SFI oSlgtimlerinde 0 ve -100 aras1 degerler elde edilir. Sifir degeri normal

fonksiyonu gosterirken, -100 degeri tam fonksiyon kaybini gostermektedir.

a b

Resim 3.3. a; Yiiriiyiis parkurunda yiiriitiilen denegin ayak izleri. b; Denegin ayak izi
iizerinde IT (intermediate toe), PL (print length) ve TS (Toe speread)
degerlerinin ol¢limii.
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3. Histolojik degerlendirme:

Denekler sakrifiye edildikten sonra yaklagik 20 mm uzunlugunda siyatik sinir

segmenti histopatolojik degerlendirme amaciyla blok halinde eksize edildi.

Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Deney gruplarma ait ratlarin siyatik sinir dokular1 %10’luk paraformaldehit
(PFA) icerisinde tespit edildi. Dokular distile suya alindiktan sonra sirasiyla; %50,
%75, %95 ve %100’liik etil alkollerden 15’er dk ikiser kez gecirildi. Dokular kritik
nokta kurutma cihazinda (Leica EM, CPD300) kurutuldu. Daha sonra altin kaplama
cihaziyla (Leica EM, ACE200) kaplandiktan sonra SEM (Hitachi, SU5000) ile

incelendi.

Histolojik Degerlendirme

Caligma gruplarina ait sakrifiye edilen ratlarin siyatik sinirleri, %10’luk
formaldehitte 24-48 saat fikse edildi. Suda yikama isleminden sonra %75, %96 ve
%100’lik etil alkollerden gecirildi. Saydamlastirma isleminde ksilol kullanildiktan

sonra dokular parafine gomiildii.

Histolojik doku takibi sonrasi parafin bloklardan mikrotom (Leica, RM 2245)
yardimiyla lamlara 4 um kalinliginda kesitler alindi. Deparafinizasyon icin 60°C
etlivde 1 gece bekletildi. Sirastyla; ksilolde 30 dk ve %100, %96 ve %75’lik etil
alkollerden gecirildikten sonra kesitler distile suya alindi. Hematoksilen (Sigma-
Aldrich, 105174) ile 5 dk ve Eozin (Sigma-Aldrich, 109844) ile 1 dk siireyle boyandi.
Masson Trikrom ile boyamalarda ise kit (Moslab, 01062020) kullanildi. Suda yikama
islemlerinden sonra artan etil alkol serilerinden gecirilen lamlar, ksilolde
bekletildikten sonra entellan kullanilarak kapatildi. Incelemeler 151k mikroskobu

(Olympus, BX43) ile gergeklestirildi.

Immiinohistokimya Yéntemi

Ratlara ait siyatik sinir dokularinda S-100 (S1-61) (Santa Cruz, sc-53438,
1:300) protein lokalizasyonlarin1 belirlemek amaciyla uygulandi. Doku bloklarindan

adhezyon oOzellikli lamlara 4 pm kalinhginda kesitler alindi. Ksilol ile
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deparafinizasyon islemi sonrasi dokular %100, %90, %80 ve %70’lik etil alkol
serilerinden gegirildi. Distile suya alinan kesitlerde antijen retrieval iglemi sitrat
soliisyonu icerisinde ve mikrodalga kullanilarak yapildi. Yikama iglemlerinden sonra
kesitler %3’liik hidrojen peroksitte bekletildi. Bloklama ve sekonder antikor
uygulamalarinda immiinohistokimya kiti (Millipore, DAB500) kullanildi. DAB
kromojeni ile gelistirilen kesitler Mayer's hematoksilen ile boyandi. Entellan

kullanilarak kapatildiktan sonra incelemeler 151k mikroskobu ile yapildi.

4. Biyokimyasal degerlendirme

Deneklerden 0, 1, 2 ve 15. giinlerde kuyruk kanlar1 alind1. Ornekler alindiktan
sonra pihtilagmanin tamamlanmasi amaciyla 30 dk. beklenip, takiben 1300xgde 10
dakika santrifiij edilmistir. Ornekler analize kadar — 80 C’de eppendorf tiiplerinde
muhafaza edilmistir. Tiimor Nekrozis Faktor-alfa (TNF-«), Interlokin-6 (IL-6) ve
albumin diizeylerinin 6l¢limi, ticari olarak mevcut olan ratlara 6zgii ELISA kitleri
(USCN, Wuhan, Cin) kullanilarak yapilmistir. TNF-a ELISA kiti (SEA133Ra) i¢in
orneklerin analizindeki tespit araligi 15,6-1000 pg/mL ve sensitivitesi 5,9 pg/mL
olarak belirtilmistir. Kit i¢cin ¢alisma i¢i ve caligmalar arasi CV (coefficient of
variation, varyasyon katsayisi) sirasiyla <%10 ve <%12 olarak belirtilmigtir. IL-6
ELISA kiti (SEA079Ra) icin 6rneklerin analizindeki tespit aralig1 7,8-500 pg/mL ve
sensitivitesi 3,3 pg/mL olarak belirtilmistir. Kit i¢in ¢aligma i¢i ve ¢aligmalar aras1 CV
(coefficient of variation, varyasyon katsayisi) sirasiyla <%10 ve <%]12 olarak
belirtilmistir. Rat albumin ELISA kiti (CEB028Ra) i¢in 6rneklerin analizindeki tespit
araligr 12,35-10000 ng/mL ve sensitivitesi 48,3 ng/mL olarak belirtilmistir. Kit i¢in
calisma i¢i ve calismalar arasi CV (coefficient of variation, varyasyon katsayisi)
sirastyla <%10 ve <%12 olarak belirtilmigtir. TNF-a, IL-6, albiimin, TAS(total
antioksidan seviye), TOS(Total oksidan seviye) ve tiyol degerleri 6lgiilerek etkilerin

degerlendirilmesinin yapilmasi planlanildi.

5. istatiksel degerlendirme:

Yapilan deney sonuglarinda istatistiksel degerlendirmeler GraphPad Prism
programi kullanilarak gergeklestirildi. Gruplardan alman kan &rneklerinde

biyokimyasal degerlendirmeler ¢ift yonlii ANOVA analizleri ile karsilastirildi.
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Gruplara ait veriler kendi aralarinda karsilastirildiginda anlamli istatistiksel farkliliklar
kiigtik harfler ile belirtildi. Fonksiyonel siyatik indeks verileri Student T testi ile
karsilagtirildi. Elde edilen veriler ortalama tstandart sapma olarak gosterildi. Gruplara
ait siyatik sinirlerde S-100 protein ekspresyonlarinin degerlendirilmesinde Image J
programi1 IHC Profiler kullanilarak skorlamalar gerceklestirildi. Goriintiilerin

skorlanmasinda kullanilan formiil asagida verilmistir.

Skor= (Bir bolgedeki piksel sayist x Bolgenin skoru) / Goriintiideki toplam

piksel sayis1

Bolgenin skoru; pozitif bolge i¢in 3, diisiik pozitif bolge icin 2 ve negatif bolge
icin 1 olarak belirlendi. Herhangi bir gorlintiide, piksel yilizdesi %66’dan fazla
oldugunda o bolgeye dogrudan skor verildi. Bu oran %66’dan az oldugunda ise
yukaridaki formiil kullanildi ve skorlama gergeklestirildi. Skorlama sonuglar1 ve
morfometrik 6l¢iimler sonrasi istatistiksel karsilastirmalar Student’s t-testi ile yapildi.

Tiim bu analizlerde p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Fonksiyonel Degerlendirme

Yapilan yiirime testleri sonrasi gruplar kendi aralarinda degerlendirildi.
Kontrol grubu ile diger gruplar arasinda degerlerin ortalamalar1 alindiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriildii. 3. ve 4. gruplarin (nanofiber ve
intraperitoneal pioglitazon tedavisi verilen grup) fonksiyonel siyatik indeks
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir diizelme saptandi. Tedavi verilmeyen diger
gruplarin fonksiyonel siyatik indeks degerleri ise diisiik diizeylerde kaldi. Tedavi
verilmeyen 2. grup ile tedavi verilen 3. (p:0.0259) ve 4. (p:0,0098) gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik izlendi.

Tablo 4.1. 2, 3 ve 4. gruplarin pioglitazon tedavisinin fonksiyonel siyatik indeks
sonuglarinin ortalama + standart sapma olarak gosterilmesi

TEDAVI GRUPLARI 1.GUN 15.GUN
2.GRUP -75.11+22.13 -69,44+21.68
3.GRUP -69,70+26,14 -44.36+18,40
4.GRUP “71.17+£27,12 -39,36+18,40

Tablo 4.2. 2, 3 ve 4. gruplarin pioglitazon tedavisinin fonksiyonel siyatik indeks

grafigi
0
1 2.Grup
20- BN 3.Grup
I 4.Grup
404
&=
7))
-60-
804 |
*
*k
-100 T T
1. Giin 15. Giin
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Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Bulgular:
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Sekil 4.1. Gruplara ait siyatik sinirlerde kii¢lik biiyiiltmeli SEM goriintiileri.

1. Grup (A-C), 2. Grup (D-F), 3. Grup (G-I), 4. Grup (J-L) ve 5. Grup (M-O). Epinéryum (Ep),
Perinoryum (Pe), Fasikiil (yildiz) ve Sinir lifleri (S1) (Bar: D,G,J,M: 400 pm, A: 300 um, H: 200 pum,

E,K,N: 100 um, B,C: 40 pm, F,LLL,O: 30 pum).

Siyatik sinir doku yiizeylerinin 3 boyutlu goriintiilerini elde etmek amaciyla

Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilmistir. Saglikli kontrol grubunda
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siyatik siniri en digtan saran epindryum tabakasi normal goriiniime sahiptir. Diizensiz
sik1 bag dokusu yapisindaki epindryum tabakasiin biiyiik biiyiiltmesinde ise kalin
demetler olusturan bag dokusu lifleri dikkati ¢ekmektedir. Buna ek olarak kontrol
grubunda sinir lifleri diizenli yerlesimlidir. Hasar olusturulan 2. gruba ait siyatik sinirin
epinéryum tabakasi ve fasikiilleri saran perinéryum tabakasi biitiinliigiini
koruyamamustir. Ayrica sinir liflerini saran gevsek bag dokusu yapisindaki
endondryum tabakasi da zarar gérmiistiir. Hasar verilen grupla karsilastirildiginda, 3.
grupta epindryum tabakasindaki bag dokusu liflerinin arasindaki bosluklar azalmistir
ve daha diizenli bir yapi sergilemektedir. Rejenerasyon sonucu endondryum
tabakasinin sinir liflerinin etrafinda arttig1 goriilmiistiir. 4. Gruba ait siyatik sinir SEM
goriintiilerinde epindryum tabakasinin kontrol grubuna benzer bir yap1 sergiledigi agik
bir sekilde izlenmektedir. Ayni zamanda ince endonéryum tabakasinin rejenerasyon
sonucu sinir liflerinin etrafin1 saglikli grupla benzer bir sekilde sardig1 goriilmektedir.
2. Grup ile benzer bir yap1 sergileyen 5. gruba ait siyatik sinir goriintiisiindeki hasar
yine belirgindir. Ozellikle sinir liflerini ¢cevreleyen endondryum tabakasimin bosluklu

bir yapida oldugu izlenmis

Saglikli  kontrol grubunda siyatik sinir liflerinin  biiylik biiytiltmeli
goriintiilerinde ¢aplarinin ve miyelin kiliflarinin normal yapida oldugu goriilmektedir.
Hasar verilen 2. gruptaki sinir liflerinin bazilarinda akson ve miyelin kiliflarinda
onemli yapisal degisiklikler meydana gelmistir. Ozellikle miyelin kiliflarinda normal
konsantrik lameller yapisinin yer yer bozuldugu dikkati g¢ekti. 3. Grupta ise
intraperitoneal pioglitazon verilmesi ile miyelin kiliflarda goriilen vakuollerin azaldig1
goriilmiistiir. Hasar verilen grup ile karsilastirildiginda 4. grupta rejenerasyon belirgin
bir sekilde artmistir. Kontrol grubu (1.grup) ile benzerlik gosteren bu gruptaki sinir
lifleri normal gdriiniime sahiptir. 5. Grupta ise hasar verilen 2. gruptaki sinir liflerine

benzer sekilde akson ve miyelin kiliflar zarar gérmiistir.
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1. Grup
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Sekil 4.2. Gruplara ait siyatik sinirlerde biiyiik biiyliltmeli SEM goriintiileri.

1. Grup (A,B), 2. Grup (C,D), 3. Grup (E,F), 4. Grup (G,H) ve 5. Grup (I,J). Endonéryum (En), Akson
(A) ve Miyelin kilif (y1ldiz) (Bar: A,C,E,G,I: 20 pm, B,D,F,H,J: 4 pm).
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Histolojik Degerlendirme Bulgular:
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Sekil 4.3. Gruplara ait siyatik sinirlerin enine kesitlerinde histolojik boyama
d y
gorlntiileri.

Hematoksilen ve Eozin boyamalari: 1. Grup (A), 2. Grup (C), 3. Grup (E), 4. Grup (G) ve 5. Grup (I).
Masson Trikrom boyamalari: 1. Grup (B), 2. Grup (D), 3. Grup (F), 4. Grup (H) ve 5. Grup (J).
Endonéryum (En), Akson (A), Kan damari (Kd) ve Miyelin kilif dejenerasyonu (yildiz) (Bar: 20pm).
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Saglikli kontrol grubuna ait siyatik sinir kesitlerinin Hematoksilen-Eozin ve
Masson Trikrom boyamalarinda, sinir liflerinin diizenli bir yapida oldugu dikkati
cekmistir. Dogal yapilarinda goriilen akson yapilari ve etraflarinda miyelin kiliflar
bulunmaktadir. 2. Gruba ait siyatik sinirlerde hasar olusturuldugunda sinir lifleri
arasinda bosluklarin meydana geldigi goriilmistiir. Ayrica aksonlarda biiziismeler ve
miyelin kiliflardaki dejenerasyonlar dikkati ¢cekmistir. Hasar sonrasi intraperitoneal
pioglitazon verilen grupta ise saglikli grup ile karsilagtirildiginda hafif miyelin kilif
dejenerasyonlar1 goriilmektedir ancak sinir lifleri genel olarak normal gériiniimlerine
yakindir. Lokal olarak siyatik sinirlerin etrafina pioglitazon emdirilmis kompozit
nanofiber uygulanan 4. grupta ise aksonal rejenerasyonun olduk¢a iyi oldugu
goriilmiistiir. Diizenli miyelin kiliflara sahip sinir liflerinin de saglikli oldugu
izlenmektedir. Hasar olusturulduktan sonra ilagsiz nanofiber uygulandiginda ise 5.
gruba benzer sekilde aksonlarin biiziistigli goriilmiis ve miyelin kiliflardaki

degisiklikler belirgin oldugu dikkat ¢cekmistir.
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Immiinohistokimya Yéntem Bulgulari
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Sekil 4.4. Gruplara ait siyatik sinirlerde immiinohistokimya sonras1 S-100 protein
ekspresyonlari.

1. Grup (A), 2. Grup (B), 3. Grup (C), 4. Grup (D) ve 5. Grup (E). Kontrol gruplari (sag alt kose), Akson

(A), Schwann hiicresi (Sch), Kan damari (Kd) ve Miyelin kilif dejenerasyonu (yildiz) (Bar: 20 pm).
Immiinohistokimya ydntemi sonrasi saglikli kontrol grubundaki sinir lifleri

normal goriinlimiindedir. Schwann hiicrelerinde S-100 protein ekspresyonlari

belirgindir.

Hasar verilen 2. grupta aksonlarin biiziistiigi ve miyelin kiliflardaki
dejenerasyonlar gozlenmektedir. Sinir liflerinin bazilarinda aksonlar tamamen

dejenere olmustur.

3. Gruptaki S-100 ekspresyonlarinin Schwann hiicrelerinde yogunlugu
goriilmektedir. Siyatik sinir liflerinde ve miyelin kiliflarda rejenerasyon oldugu

gorlilmektedir.
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S-100 ekspresyonlar karsilastirildiginda, yer yer hasarl liflerin goriillmesine
ragmen kontrol grubuna en yakin diizenli goriiniim 4. gruptadir. Akson ve miyelin

kiliflardaki rejenerasyonlar belirgindir.

5. grupta ise sinir liflerinin diizensizligi ve miyelin kiliflardaki dejenerasyonlar

dikkati ¢ekmistir.

Tablo 4.3. Gruplara ait siyatik sinirlerde histolojik degerlendirme sonras istatistiksel
karsilastirma grafikleri.

A B
2.5+ 10
*
g 2.0 8
2
T 15 6 e ==
< 1.54 - -
§ *kk *kk 3
o 1.0 = g 4
=]
=3
S
% 054 2
0.0- 0-
1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup 5.Grup 1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup 5.Grup
C .. D
44
Morfometrik Lif Capi (um) Akson Capi (um)
- Parametreler (ortalamazstandart s apma) (ortalamazstandart sapma)
5‘ 34 ok 1. Grup 84+05 36104
*kk
= —l— xk 2.Grup 5,6+0,5 22403
2 24 3.Grup 76£03 2,6£02
é 4.Grup 8,0404 34403
5.Grup 62403 2,040
1-
04
1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup 5.Grup

A) S-100 protein ekspresyonlari, B) Lif g¢aplari, C) Akson c¢aplari, D) Lif ve akson caplarinin
ortalama+standart sapma verileri.

Gruplardaki siyatik sinirlere ait S-100 protein ekspresyon diizeyleri,
immiinohistokimya yontemi sonrasi elde edilen 100x mikroskop goriintiilerinden
(n=5) Image J programi IHC Profiler ile analiz edilmistir. Cekirdek boyanmalarina

gore yapilan skorlama sonuglar1 GraphPad Prism’de istatistiksel olarak
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degerlendirilmistir. Student's t-test sonucunda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 2.
ve 5. gruplarda (p<0,0001) istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu goriilmektedir
(anlamlilik: p<0,05). 3. (p:0,0928) ve 4. (p: 0,3048) gruplar arasinda ise kontrole gore

anlamli farkliliklar bulunmamastir.

Kontrol ve deney gruplar arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesi i¢in ayrica
morfometrik parametreler kullanildi. Cekilen 100x mikroskop goriintiilerinden (n=5)
lif ve akson caplar1 dl¢tildii. Lif caplar1 degerleri kontrol grubunda 8,4 um, 2. grupta
5,6 um, 3. grupta 7,6 um, 4. grupta 8 um, 5. grupta 6,2 um olarak dl¢iildii. Yapilan
istatistiksel analizler sonrasi lif ¢aplari kontrol grubuyla karsilastirildiginda; 2.
(p<0,0001), 3. (p:0,0146) ve 5. (p<0,0001) gruplarda anlamli azalmalar goriildii. 4.
Grupta ise anlamli bir fark bulunamadi (p:0,1645). Akson ¢aplar1 degerleri kontrol
grubunda 3,6 um, 2. grupta 2,2 um, 3. grupta 2,6 pm, 4. grupta 3,4 um, 5. grupta 2 pm
olarak ol¢iildii. Akson caplari degerlendirildiginde ise kontrol grubuna gore; 2.
(p:0,0005), 3. (p: 0,0014) ve 5. (p<0,0001) gruplarda yine anlaml1 azalmalar goriildii.
Ancak 4. grupta anlamli bir fark izlenmedi (p:0,3790). Bu ¢alismada yar1 ince kesit
alacak transmission electron microscope (TEM) kullanilamamas1 sebebiyle histolojik

derecelendirme yapilamadi.

Biyokimyasal Bulgular

Gruplar kendi aralarinda oksidatif hasar ve antioksidan durumlar
karsilagtirildi. Oksidatif tarafa kaymayi gosteren Disulfid/Total tiyol (p<0,0001),
Disulfid/Native tiyol (p<0,0001) ve Disulfid (p<0,0110) degerlerinin tedavi
verilmemis gruplarda anlamli olarak ytiksek bulunurken, Pioglitazon tedavisi verilen

gruplarda anlamli olarak diisiik bulundu.

Pioglitazon tedavisi verilen gruplarda Native Tiyol (p<0,0001), ve TAS
(p:0,0005) degerleri daha yiiksek bulunurken Disulfid (p<0,0110), Disulfid/Native
tiyol (p<0,0001) , Disulfid/Total tiyol (p<0,0001) ve TOS (p<0,0001) degerleri daha
diisiik degerlerde bulundu. Pioglitazon verilmeyen gruplarda ise Native tiyol
(p<0,0001) ve TAS (p:0,0005) degerleri daha diisikk bulunurken Disulfid,
Disulfid/Native tiyol (p<0,0001), Disulfid/Total tiyol (p<0,0001) ve TOS (p<0,0001)
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degerleri daha yiiksek degerlerde bulundu. Albiimin diizeylerinde gruplar arasi anlaml

bir farklilik goriilmedi.

Pioglitazon tedavisi verilen 3. ve 4. gruplarla tedavi verilmeyen 2. ve 5. gruplar
arasinda Native tiyol, Disulfid degerlerinde anlamli fark goriildii. Nanofiber
pioglitazon tedavisi verilen 4. grubun degerlerinin kontrol grubuna en yakin degerler

oldugu goriildii.

Oksidatif hasarmn genel durumu hakkinda bilgi veren Oksidatif Stress Indeksi
(OSI): TAS/TOS degerleri pioglitazon tedavisi verilen gruplarda, tedavi verilmeyen
gruplara gore anlamli olarak daha yiiksek degerlerde bulundu. (p<0,0001)

Gruplarin  kendi aralarinda inflamatuvar yanitlar1 degerlendirildi. IL-6
diizeylerinde gruplar arasinda anlamli bir farklilhik goézlemlenmedi. Pioglitazon
tedavisi verilen gruplarda TNF (p:0,0005) degerleri diisiik diizeylerde bulundu. Tedavi
verilmeyen gruplarda ise TNF (p:0,0005) degerleri anlamli olarak daha yiiksek

diizeylerde bulundu.
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Tablo 4.4. Gruplar arasindaki istatistiksel sonuglar

0.Giin
1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup 5.Grup |
Native Thiol (umol/L) 383,16+37,31 | 383,16537.31 | 393,82+4041 393,82:440,41 351,64462,20
Total Thiol (pmol/L) 409,92482,93 | 409,92+82,93¢ | 441,62+34,59¢ 311,76£90,69: | 398,34+60,74
Disulfide (umol/L) 27,0043,10 27,00+3,10 23,9043,14 23,6943,50 23,3543,25
(Disulfide/Native Thiol)x100 7,1141,18 7,1141,18 6,19+1,58 8,8942.95 6,86+1,83
(Disulfide/Total Thiol)x100 6,9442,34 6.9442,34 5,48+1,21¢ 7,9842,03¢ 6,00+1,40
(Native Thiol/Total Thiol)x100 88,0941,33 88,09+1,33 89,022,434 84,62:43,90+ 85,0143,59
IMA (ABSU) 0,8520,47 0,8540,47 0,71:0,29 0,9940,51 0,6740,25
Albumin (g/L) 32,9241,85 32,92+1,85 34,10+1,62 30,5643,53 33,38+2,03
TNF 156,77476,74 | 156,77=76,74 | 219,62+48,62¢ 102,44431,68¢ 95,27+41,55¢
IL-6 11,2543,90 11,25+3,90 12,5543,24 11,87+1,32 11,18+1,46
TAS (mmol/L) 0,8320,13 0,8340,13 0,82:0,14¢ 0,7840,28¢ 0,7440,15
TOS (pmol/L) 15,2749,37 15,279,372 11,54+6,43 17,2747,70 15,5445,13%
1.Giin
1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup S.Grup
Native Thiol (xmol/L) 393,82:+:40,41bede 168,10:39.49: | 220,86+31,77: | 240,68+34.43: 187,78429.72:
Total Thiol (umol/L) 441,62+:34,59<4 | 256,74+:60,98: | 303,48+61,23: | 299,80+31,12: | 237,30441,52:
Disulfide (umol/L) 23,90+3,14bete 30,04:4,16: 29,9042,342 27,0845,16¢ 30,78+1,49¢
(Disulfide/Native Thiol)x100 6,19::1,58bede 18,25:2,64u¢ 13,661,312 11,56:43,362¢ 16,69+2,40x
(Disulfide/Total Thiol)x100 5,4841,2] bede 12,0051,78: 10,1341,82= 9,172,35% 13,2642,15%
(Native Thiol/Total Thiol)x100 89,022 43bede 67,47+15,67= 78,581,630 81,88+4,21> 74,0043 45+
IMA (ABSU) 0,71:£0,295ede 1,400,362 1,55:0,16¢ 1,35+0,13¢ 1,34+0,18¢
Albumin (g/L) 34,1041,62° 34,22+3,03 34,58+1,25 35,18+1,88 34,50+0,85
TNF 219,62+48,625 | 377,10492,87=c | 270,87+73,07> | 356,97+114,95% | 188,02:80,15x
IL-6 12,5543,24 15,46+5,58 11,810,764 12,7740,75¢ 11,810,74
TAS (mmoV/L) 0,820, 14bede 0,5240,08: 0,60:0,08 0,58+0,07 0,59+0,06
TOS (pmol/L) 15,2749,37 21,61+2,39¢ 14,1843,28 6,711,042 21,9642,98¢
2.Giin
1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup 5.Grup
Native Thiol (umol/L) 2823247537 | 151,70419,62%¢ | 156,16:7,62% | 2324244626 | 160,28+17,84+
Total Thiol (umol/L) 311,76:90,69% | 209,62:1846* | 212,0687,24+ | 296,62:47,26 215,86421,79
Disulfide (umol/L) 23,6943, 505 28,96+1,41 27,95:0,78 26,48+2,61* 29,1541,61%
(Disulfide/Native Thiol)x100 8,89:42 955 19,3542,73= 17,9341,16+ 11,7442,55%x< 18,32:41,88+
(Disulfide/Total Thiol)x100 7,9842 035 13,90+1,46= 13,1940,62= 9,111,785 13,59+1,39=
(Native Thiol/Total Thiol)x100 84,6243,900: 72,182,92: 73,6141,25¢ 80,74:3,66 74,1941,33
IMA (ABSU) 0,99:0,51 1,07£0,27 1,2740,09 0,77£0,19¢ 1,42£0,03¢
Albumin (g/L) 30,563,53¢ 36,02+1,71= 34,8240,88: 34,72+2,26 33,98+1,67
TNF 102,4431,68¢ 213,13237,13 | 164,00634,45¢ | 134,48=18,86 | 218,00892,03=
IL-6 11,8741,32 10,943,40 11,45£2,23 11,32:3,15 10,9442,53
TAS (mmol/L) 0,7820,28¢ 0,5940,11¢ 0,80£0,12¢ 0,8840,07> 0,47+0,09=
TOS (pmol/L) 11,5446,43 21,2347,12«¢ 6,79:2,61° 6,80+1,48 12,3946,15
15.Giin
1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup 5.Grup
Native Thiol (umol/L) 351,64:62,20% | 217,86436,73%¢ | 319,50472,49> | 3173248200~ | 206,62:29,13x¢
Total Thiol (umol/L) 398,34460,74¢ 314,72-6893 | 374,32475,62¢ | 278,66494,40 254,94+32, 12
Disulfide (umol/L) 23,35+325 24,37+3,75 26,7443 61 23,7144,78 24,1651,97
(Disulfide/Native Thiol)x100 6,8641,83 11,21::0,60 8,69:2,15 8,0122,93% 11,81:1,24s
(Disulfide/Total Thiol)x100 6,0041,40%¢ 8,03£1,92+ 7,33£1,55 9,14:2 56+ 9,5440,81+
(Native Thiol/Total Thiol)x100 85,013,595 62,75+9,74< 85,00:2,91% [ 102,65:19,06 80,1942,00%
IMA (ABSU) 0,6740,25% 1,36:0,37 1,07:0,41 1,590,454 1,4240,05+
Albumin (/L) 33,38£2,035 29,70+2,01+ 30,8842,69 27,3442 91= 27,86:2,19
TNF 95,2741,55 188,30£49,34<¢ | 57,31450,16 52,60+23,86° 143,20:26,38
1L-6 11,18:1,46 11,82:4,70 8,36:0,54 7,64:0,68 10,86:4,27
TAS (mmol/L) 0,74+0,15¢ 0,7340,13 0,87+0,19¢ 0,72:0,16 0,61£0,09=
TOS (umol/L) 17,27+7,70 35,86£15,32¢ 21,3341,92% 25,03:44,85¢ 37,51:7,89s:¢

a; 1. Grup ve diger gruplar arasindaki istatistiksel anlamli fark, b; 2. Grup ve diger gruplar arasindaki
istatistiksel anlamli fark, c; 3. Grup ve diger gruplar arasindaki istatistiksel anlaml fark, d; 4. Grup ve

diger gruplar arasindaki istatistiksel anlamli fark, e; 5. Grup ve diger gruplar arasindaki istatistiksel
anlamli fark.
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Tablo 4.5. Glinlere gore gruplarin kan sonuglart.
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0. Giin 1. Giin 2, Giin 15. Giin 0. Giin 1. Giin 2. Giin 15, Giin

A: Gruplarin giinlere gore Native Tiyol degerlerinin grafigi, B: Gruplarin giinlere gore Total Tiyol
degerlerinin grafigi, C: Gruplarin giinlere gore Disulfid degerlerinin grafigi, D: Gruplarin giinlere gore
Disulfid/Native Tiyol degerlerinin grafigi, E: Gruplarin giinlere gore Disulfid/Total Tiyol degerlerinin
grafigi, F: Gruplarin giinlere gore Native Tiyol/Total Tiyol degerlerinin grafigi.
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Tablo 4.6. Glinlere gore gruplarin kan sonuglart.
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A: Gruplarin giinlere gore IMA degerlerinin grafigi, B: Gruplarin giinlere gore Albumin degerlerinin
grafigi, C: Gruplarin giinlere gére TNF degerlerinin grafigi, D: Gruplarin giinlere gore IL-6 degerlerinin
grafigi, E: Gruplarin giinlere gére TAS degerlerinin grafigi, F: Gruplarin giinlere gére TOS degerlerinin
grafigi.
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5. TARTISMA

Bu calismada ratlarda deneysel siyatik sinir hasart modelinde sistemik ve
kompozit nanofiber yontemiyle lokal verilen pioglitazonun sinir rejenerasyonu ve
fonksiyonel iyilesme {izerindeki etkileri arastirildi. Sonuglar pioglitazon tedavisinin
sinir yaralanma bolgelerinde fonksiyonel iyilesmeyi arttirdigini, tedavi yontemi olarak
formiile edilmis nanofiber uygulama yonteminin, sistemik pioglitazon tedavisine gore
daha iistiin oldugunu gosterdi. Sonuglar fonksiyonel testler, immiinohistokimyasal
analizler, taramali elektron mikroskop bulgulari, histolojik degerlendirmeler ve

biyokimyasal testlerle desteklendi.

Periferik sinir yaralanmalar1 norosiriirji pratiginde sik karsilasilan ve hastanin
yagsam kalitesini bozan bir durumdur. Tipik semptomlar, etkilenen uzuvda tam felce
veya inat¢1 noropatik agrinin gelismesine neden olabilen duyu ve motor fonksiyon
bozukluklaridir (81). Bu durum ciddi is giicii kaybina ve ekonomik olarak olumsuz
sonuglara yol agmaktadir. Travmatik vakalarin yaklasik %2.8 ila %5'1 periferik sinir
yaralanmalar1 olarak smiflandirilmaktadir (82). Birgok yaralanma cerrahi sinir
rekonstriiksiyonu gerektirir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada median ve ulnar sinir
onarimlarinin sonuglar1 degerlendirildiginde sadece %51,6'sinin tatmin edici motor
iyilesme sagladigini, hatta daha az1 tatmin edici duyusal iyilesme yasadigini
gostermistir (83). Bircok calismada daha diisiik bir sinir degeri (yalnizca yergekimine
kars1 hareket) kullanarak daha yiiksek iyi motor sonug oranlar1 bildirmektedir. Sinir
onarimi tedavisinde amag, yenilenen duyusal, motor ve otonomik aksonlar1 distal
sinire yonlendirerek, siitiir hattinda minimum lif kaybiyla hedef organlarin yeniden
inervasyonunu saglamaktir (84). Gliniimiizde periferik sinir yaralanmalari tedavisinde
cok ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Fakat tam basari ile sonu¢lanan tedavi yontemi
ve farmakolojik ajan bulunmamaktadir. Bu ¢alismada; noroprotektif etkisi {lizerine
bir¢ok calisma olan pioglitazonun periferik sinirde etkilerini ve sinirin hasarl
bolgesine ilaci lokal olarak iletebilen formiile edilmis nanofiber tedavi yonteminin
etkinligini inceledik. Teknolojik imkanlar kullanilarak hazirlanan nanofiber

formiilasyonunun, noroprotektif maddeyi hasarli sinir bdlgesine  yeterli
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konsantrasyonda uzun siire etki etmesini ve sinir rejenerasyonunu hizlandirmasi

hedeflenmistir.

Bu calismada pioglitazonun antioksidan etki ile hasarli sinirde diizelme
yapabilecegini diislinlilerek ve literatiirde henliz bulunmayan Pioglitazon
Disulfid/Native Tiyol dengesini ve toplam oksidatif durumun gostergesi olan TAS
TOS diizeyleri incelendi. Ayrica pioglitazonun antiinflamatuar etkilerini gostermek

icin TNF ve IL-6 diizeyleri incelendi.

Tiyol, bir karbon atomuna bagl kiikiirt ve hidrojen atomlarindan olusan ve
hiicrelerde oksidatif stres olusumunu 6nlemede onemli rol oynayan organik bir
bilesiktir (101). Tiyollerdeki fonksiyonel siilfhidril gruplari (-SH), antioksidan
enzimler icin substrat ve serbest radikal siipiiriicii olarak islev gormektedir. Plazma
tiyol havuzunun biiyiik cogunlugu albiimin ve diger plazma proteinlerinden olusurken,
kiigtik bir kismu sistein, sisteinilglisin, glutatyon, homosistein ve y-glutamilsistein gibi
diisitk molekiiler agirlikli tiyollerden olusmaktadir (102). Oksidatif stres kosullari
altinda, tiyol gruplar disiilfid baglar1 ad1 verilen tersinir formlarina dontsiirler (103).
Bu distilfid baglar1 yeniden tiyol gruplarina indirgenebilir ve bdylece dinamik tiyol-
disiilfid homeostaz1 korunur (104). Bu dengede ki bir degisikligin, cesitli klinik
durumlarin patogenezinde rol oynadigini bilinmektedir (105). Bu nedenle dinamik
Tiyol-Disiilfid homeostazinin belirlenmesi farkli fizyolojik, patolojik ve biyokimyasal
siireglerde degerli bilgiler vermektedir. Bu ¢alismada travmatik sinir hasar1 olusturulan
ratlarda pioglitazon tedavisi verilen gruplarda oksidatif tarafa kaymayi1 gosteren
Disiilfid, Distilfid/Native Tiyol degerleri istatistiksel anlamli olarak diisiik bulunurken,
oksidatif stressle iligkili Native Tiyol, Total Tiyol degerleri istatistiksel olarak anlaml
yiiksek bulunmustur. Literatiirde Beheshti ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda ratlarda
hipokampusta pioglitazonun oksidatif hasarma karsi koruyucu etkileri oldugunu
toplam tiyol konsantrasyonu iizerinden gostermislerdir (125). Baghcheghi ve
arkadaglar jiivenil hipotiroidi ratlarda pioglitazonun serebellar doku oksidatif hasar1
iizerinde koruyucu bir etkiye sahip oldugunu gostermislerdir (126). Dobrian ve
arkadaglar1 pioglitazon tedavisinin obez ratlarda renal oksidatif stresi azalttigi
gostermislerdir (127). Bu ¢alismada literatiirle uyumlu olarak pioglitazon tedavisinin

oksidatif stressi azaltti§i gosterilmistir. Nanofiber yontemiyle pioglitazon tedavisi
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verilen grupta Native Tiyol, Total Tiyol ve Disiilfid sonuglar1 kontrol grubuna en yakin
degerlerde bulunmustur. Ek olarak pioglitazon tedavisi verilen gruplarda oksidatif
hasarin genel durumu hakkinda bilgi veren TAS degerleri anlamli olarak daha ytiksek
bulunurken TOS degerleri anlamli olarak daha diisiik diizeylerde bulunmustur.
Bildigimiz kadartyla heniiz literatiirde bulunmayan, kompozit nanofiber teknolojisi
kullanilarak uygulanan Pioglitazon tedavisi ile Disulfid/Native Tiyol dengesini ve
toplam oksidatif durumun gostergesi olan TAS TOS diizeyleri iliskisi, ilk olarak bu
caligmada gosterildi. Morat6 ve arkadaslar1 pioglitazon ile tedavinin , X'e bagl bir
adrenoldkodistrofide mitokondriyal yikimi ve oksidatif stresi Onleyerek aksonal
dejenerasyonu durdurdugunu gostermistir (106). Cai W ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda
inmede pioglitazonun anti-oksidatif ve anti-inflamatuar mekanizmalarla néroprotektif
etkisini gostermislerdir (18). Peroksizom proliferator reseptor gama (PPARy), kan
beyin bariyerini gegen pioglitazon gibi tiazolidindion (TZD) ilaglar1 tarafindan aktive
edilir. TZD'ler bircok ndorolojik hastaligin molekiiler ve davranigsal sekellerini
azalttigindan bahsedilmektedir (85,86,87). PPARy agonistleri tiazolidindionlarin
(TZD'ler, rosiglitazon, pioglitazon ve troglitazon) Alzheimer hastalig1 (91), Parkinson
hastaligi  (92), ve amyotrofik lateral skleroz (93) hayvan modellerinde
ndrodejenerasyonu Onleyebilecegini veya azaltabilecegini gostermistir. PPARy
agonistlerinin ayrica serebral iskemi, omurilik yaralanmasi ve travmatik beyin hasar1
gibi akut merkezi sinir sistemi hasarlarinda néroprotektif etki sagladig1 gosterilmistir
(94,95,96). Yapilan caligmalar oksidatif stresin noronal hasardan sonraki 24 saat
icinde meydana geldigini gdstermistir (88). Giinlimiizde pioglitazonun tedavisinde
kullanildig1 diyabetik polindropatide ana fizyopatoloji hipergliseminin neden oldugu
oksidatif streslerdeki artis ve anti-oksidatif mekanizmalarin bozulmasidir (89).
Yapilan caligmalar, PIO'nun mikroglial aktivasyonu ve oksidatif stresi azaltmak i¢in
PPARy araciligiyla hareket ettigini teorilestirmistir (90). Pioglitazonun giicli
antioksidan etkileri, Alzheimer hastaligi ile iliskili serebrovaskiiler degisikliklerde
(97) ve siganlarda iskemi/reperfiizyon modellerinde (98) daha 6nce bildirilmistir. Bir
hayvan modelinde TZD tedavisinin ndroprotektif potansiyeli arastirtlmis ve TZD'nin
noroprotektif etkisini, PPAR ¢ agonistinin TNF-a inhibisyonu ve IL-6 gibi ¢esitli
etkileri, baskilanmig protein kinaz C (PKC) aktivitesi ve azalmis PKC-alfa ile insiilin

duyarliligr ile acgiklamaktadir (99,100). Bu calismada literatiirle uyumlu olarak
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pioglitazonun antioksidan etkisi gosterildi. Ek olarak Tiyol Disulfid dengesi ile
Pioglitazonun sinir yaralanmalarinda oksidatif hasar1 diizenlemede etkili oldugunu

gosterildi.

SH'ler, yerlesik makrofajlar ve mast hiicreleri tarafindan salinan endojen TNF-
a, sinir hasarindan sonra ortaya ¢ikmaktadir. Periferik sinir yaralanmasindan hemen
sonra, lezyon bolgesinde TNF-a ekspresyonu artar ve bu durum makrofaj alimina yol
acar (110). Bu alim muhtemelen metalloproteinaz tarafindan veya adezyon
molekiillerinin veya sitokinlerin up-regiilasyonu yoluyla olmaktadir (111). TNF-a
aktivasyonundan sonra SC'ler ve endondryal makrofajlar tarafindan {iretilen
metalloproteinaz-9, kan siniri bariyeri bozulmasini ve demiyelinizasyonu tesvik
etmektedir (112). Uncini ve arkadaslar1 rat modelinde hasarl siyatik sinirine TNF-a
enjeksiyonunun, kan-sinir bariyerinin hasar gérmesine ve damar duvarlarinda
inflamatuar bir infiltrasyona sebep olarak, kan-sinir bariyeri bozulmasinda TNF-a'nin
roliinii  gostermiglerdir (113). Caligmamizda gruplar arasinda karsilastirma
yapildiginda IL-6 diizeylerinde anlaml1 bir farklilik goriilmemistir. TNF degerleri ise
Pioglitazon verilen gruplarda anlamli diizeylerde diisiik bulunurken, tedavi verilmeyen
gruplarda TNF diizeyleri anlamli diizeylerde yiiksek bulunmustur. Saxena ve
arkadaglar1 pioglitazonunun artan konsantrasyonlarda, basta TNF-a olmak iizere
inflamatuar sitokinlerin salgilanmasini baskiladig1 gosterilmistir (122). Wang ve
arkadaslar1 gut olusturulan ratlatda pioglitazon tedavisinin TNF ekspresyonunu inhibe
ederek akut gut artriti lizerinde anti inflamatuar etkisini gostermislerdir (123). Bu
inflamatuar gostergeler ile Pioglitazon iligkisi incelendiginde, literatiirle uyumlu

olarak Pioglitazonun inflamasyonu azalttig1 gdsterildi.

Gruplar aras1 karsilastirma yapildiginda Hematoksilen-Eozin ve Masson
Trikrom boyamalarinda, pioglitazon tedavisi verilen gruplarda aksonal rejenerasyonun
oldukca iyi oldugu goriilmiistir. Miyelin kiliflar diizenli sekilde olup saglikli
goriiniimde izlenmistir. Ilag tedavisi verilmeyen gruplarda sinir lifleri arasinda
bosluklarin meydana geldigi, aksonlarda biiziisme ve miyelin kiliflarda dejenerasyon
dikkati ¢ekmistir. Immiinohistokimya yontemi incelemesinde pioglitazon verilen
gruplarda S-100 ekspresyonlarmin Schwann hiicrelerinde daha yogun oldugu

goriilmiistiir. Siyatik sinir liflerinde ve miyelin kiliflarda rejenerasyon daha belirgin

47



goriilmektedir. Tedavi verilmeyen grupta miyelin kiliflardaki dejenerasyonlar daha
belirgin goriiliirken, aksonlarin biiziistiigli gozlenmektedir. S-100 ekspresyonlari
karsilagtirildiginda, yer yer hasarli liflerin goriilmesine ragmen kontrol grubuna en
yakin diizenli gérliniim nanofiber yontemiyle pioglitazon verilen grupta goriilmiistiir.
Calismamizda hasarli sinirde doku ylizeylerinin 3 boyutlu goriintiilerini gérmek
amaciyla Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilmistir. Pioglitazon tedavisi
verilen gruplarda SEM goriintiilerinde epindryum tabakasinin kontrol grubuna benzer
bir yap1 sergiledigi, epinéryum tabakasindaki bag dokusu liflerinin arasindaki
bosluklarin azaldigi ve daha diizenli bir yap1 sergiledigi goriilmiistiir. Ayrica
endondryum tabakasinin rejenerasyon sonucu sinir liflerinin etrafin1 saglikli grupla
benzer bir sekilde sardigi, rejenerasyonun belirgin bir sekilde arttifi izlenmistir.
Nanofiber yoOntemiyle pioglitazon tedavisi verilen gruptaki sinir lifleri normal
goriiniimde oldugu izlenmistir. Tedavi verilmeyen gruplarda ise sinirin epindryum
tabakas1 ve fasikiilleri saran perinéryum tabakasi biitiinliigiiniin bozuldugu
goriilmiistiir. Ayrica sinir liflerini saran gevsek bag dokusu yapisindaki endondryum
tabakas1 da zarar gérmistiir. Sinir liflerinin bazilarinda akson ve miyelin kiliflarinda
onemli yapisal degisiklikler izlenmis olup miyelin kiliflarinda normal konsantrik
lameller yapisinin yer yer bozuldugu goriilmiistiir. Hu ve arkadaslar1 Pioglitazonun
oksidatif stresi bastirarak nucleus pulposus mezenkimal kok hiicrelerinde apoptozu
azalttig1r gostermis, sonuglart 151k mikroskopu ve elektron mikroskop bulgulariyla
desteklenmistir. Pioglitazon tedavisi verilen gruplarda mitokondri sayilarinda azalma
olmadigina dikkat c¢ekmistir (124). Zhou ve arkadaglari, hematoksilen ve eozin
boyamalarinda pioglitazon tedavisi verilen periferik noropati gelistirilen ratlarda,
histolojik degisikliklerin ve inflamasyonun 6nemli Ol¢lide azaldigini gostermistir
(109). Bu c¢aligmanin histopatoloji sonuglar1 literatiirle kiyaslandiginda paralel

sonuclarin elde edildigi goriildii.

Bu calismada pioglitazon tedavisinin etkilerinin degerlendirilmesinde
histolojik ve biyokimyasal sonuglarina ek olarak semptomatik degerlendirme de eslik
etmektedir. Fonksiyonel Siyatik Indeks (SFI), siyatik sinir fonksiyonunu
degerlendirmek igin altin standarttir (107). Fonksiyonel Siyatik Indeks Sigan siyatik

siniri ezilme yaralanma modelinde biyomekanik fonksiyonlar ile histomorfometrik
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veriler arasinda bir korelasyon olup olmadiginin aydinlatilmasi, hayvanlardan 6diin
vermeden rejenerasyon durumunun dogru bir sekilde degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir (108). Calismamizda yiiriime testleri sonrasi gruplar kendi aralarinda
degerlendirildiginde pioglitazon tedavisi verilen gruplarin fonksiyonel siyatik indeks
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir diizelme goriiliirken, tedavi verilmeyen

diger gruplarin fonksiyonel siyatik indeks degerlerinde iyilesme goriilmemistir.

Gilintimiiz kosullarinda biyoteknolojideki gelisim ve ilerleyen ilag teknolojisi
sayesinde ilag tasarimlarinda onemli asamalar kaydedilmektedir. Ilacin sadece
patolojik bolgede etki gdstermesi, etken maddenin dozunun azaltilmasi, dozlama
araliginin uzamasi, ilacin toksik etkilerinin azalmasi gibi bir¢cok avantajlar
sunmaktaktadir. Bu yontem ilaci hedef bolgeye ulastiran ila¢ tagima sistemleri ile
miimkiin olmaktadir (115). Bu sayede ilag, viicudun belirli alanlarina segici olarak
taginabilmektedir. Farmakolojik ajanin tasimmasimin hedefi ilacin segici olarak etki
bolgesine tasinmasi, absorbe olmast ve dagilmasi olarak tanimlanmistir (116). Bu
sayede, ilaclarin istenmeyen yan etkileri azalmakta, en uygun terapotik yanit elde
edilmekte ve yliksek dozlarda kullanim esnasinda ortaya ¢ikan toksik etkiler azaltarak
daha gilivenli bir sekilde kullanim saglanmaktadir (117). Su Sena ve arkadaslari
metformin igeren kompozit nanofiberlerin diyabetik {ilser tedavisinde etkinligi
gostermisler (118). Katarina ve arkadaslar1 tavsanlar {izerinde yaptiklar1 ¢aligmada,
siprofloksasin igeren kompozit nanofiberin, siirekli ve kontrollii bir ilag salim modeli
sagladig1 gostermis olup yara iyilesmesinin ilagsiz gruba kiyasla daha kisa stirede
gerceklestigini bildirmislerdir (119). H E Colley ve arkadaslar1 insanlarda oral liken
planusta klobetasol igerikli nanofiber tedavisinin etkinligini gostermislerdir (120).
Haidar, M. K. ve arkadaslar1 sinir hasar1 olusturulan ratlarda nanofiber yontemi ile
uygulanan lipoic asit ve atorvastatinin noroprotektif etkilerini géstermislerdir (121).
Bu caligmada gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda nanofiber pioglitazon tedavisi
verilen grubun degerlerinin kontrol grubuna yakin oldugu, bu yontemin sistemik

pioglitazon tedavisine kiyasla daha olumlu sonuglar alindig1 gosterilmistir.
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6. SONUC

Sonug olarak bu ¢aligmada periferik sinir hasar1 sonrasi pioglitazon tedavisinin,
fonksiyonel siyatik indeks degerlerinde istatistiksel olarak anlamli diizelme sagladigi,
tedavi verilmeyen grupta ise fonksiyonel siyatik indeks degerlerinde diizelme
olmadig1 degerlendirildi. Biyokimyasal sonuclar degerlendirildiginde pioglitazonun
oksidatif hasar1 diizenlemede ve inflamasyonu azaltmada etkili bir ajan oldugu
goriildii. Pioglitazon tedavisi verilen gruplarda Native Tiyol, Total tiyol, TAS
degerleri anlamli olarak yiiksek bulundu. Tedavi verilmeyen gruplarda Disulfid/Total
tiyol, Disulfid/Native tiyol, TOS diizeyleri ise yiiksek bulundu. Piaglitazon verilen
gruplarda TNF diizeyi, tedavi verilmeyen gruplardan daha diisiik degerlerde goriildii.
Histopatoloji ve elektron mikroskobi sonuglari degerlendirildiginde pioglitazon
tedavisi verilen gruplarda aksonal hasarin tedavi verilmeyen gruplara gére daha az
oldugu tespit edilmistir. Immiinohistokimyasal ¢alismalarda Pioglitazon tedavisi
verilen gruplarda S-100 ekspresyonlarinin Schwann hiicrelerinde, tedavi verilmeyen
gruplara gore daha yogun oldugu dikkati c¢ekmistir. Gruplar kendi aralarinda
karsilagtirildiginda kompozit nanofiber yontemiyle lokal pioglitazon tedavisi verilen
grubun sonuglar1 kontrol grubuna en yakin sonuglar olarak bulunmustur. Pioglitazon
tedavisinin periferik sinir hasar1 olusturulan rat modellerinde fonksiyonel iyilesmeyi
arttirdigini, tedavi yontemi olarak formiile edilmis kompozit nanofiber uygulama
tekniginin, sistemik pioglitazon tedavisine gore daha basarili sonuglar elde edildigini

gosterdi.
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