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SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. Tipik bir periferik sinir demeti goriilmektedir. Periferik bir sinir lifinin histolojik
enine kesiti Ep; Epinéryum, Pe; Perindryum ve En; Endonoryum.

Sekil 2.2. Sematik bir néron hiicresi govdesi. Soma ¢ok geligsmis bir biyosentez aygit1 gibi is
gorur.

Sekil 2.3. Bir periferik sinir (sinir demeti) merkezden ¢evreye ve ¢evreden merkez bilgi tasiyan
cok sayida motor ve duyusal sinir lifini (aksonu) igermektedir.

Sekil 2.4. Soma da sentezlenen materyal hiicre iskelet elamanlar1 olan mikrotubiiler ray sistemi
ile terminale tasinmak zorundadir. Anterograd taginimin hizli bileseni 100-400 mm/giin iken,
retrograd tagimim hizi 100-200 mm/giin’diir. Retrograd transport bozulursa sinir hiicresine
periferden gelen bilgi akisi bozulabilecegi icin hiicre bilgisiz kalip metabolize edilebilecek
impulslan tretemez. Bu bilgi akisi ¢cok Onemlidir, eger bir aksonal travma mevcutsa sinir
govdesi oradan gelecek olan bu impulslara gore rejenerasyonu diizenleyecek olan
metabolizmayi ayarlar .

Sekil 2.5. Miyelinli sinirlerde bir Schwann hiicresi tek bir aksona adanmistir ve onu defalarca
sararak kompakt miyelin yapiy1 olusturur. Miyelinsiz lifler sadece schwann hiicresi tarafindan
sartlmigtir.

Sekil 2.6. Sinir hiicresi tipleri. Unipolar noronlar genelde periferik sinir sisteminde duyusal
sinirler olarak ig gérmesine karsin multipolar néronlar motor yanitlari tasiyan uzun sinirlerdir.

Sekil 2.7. Sunderland ve Seddon adli arastiricilarin yapmis oldugu periferik sinir hasarlarinin
isimlendirilmesi ve derecelendirilmeleri. Ezilme (Crush) tipi yaralanmalar Aksonotmesis
tipidir.

Sekil 2.8. Periferik sinirde wallerian dejenerasyon ve rejenerasyon stiregleri gosterilmektedir.
Sekil 2.9. Hasarlanmis bir sinirde makrofaj, schwann ve diger fagositik hiicrelerin fonksiyonlari
sematize edilmistir. Makrofaj ve diger hiicrelerden biiyiimeyi tesvik edici molekiiller
salinmaktadir.

Sekil 2.10. Periferik sinir yaralanmasindan sonra gelisen siiregler. (a) Endonoral kilif saglam.
Miyelin parcalanmis. (b) Makrofajlar miyelin artiklarini sindirirlerken Schwann hiicreleri yeni
hiicreleri yapar ve bunlar siralanarak Biingner bandini olusturmaya baglarlar. (¢) Yeni akson
dalciklar1 uzayip Schwann hiicreleri tarafindan olusturulan rejenerasyon tiibiinde ilerlerler. (d)
Uzayan ve kalinlagan akson dalcigi etrafinda miyelin kilifi olugsmaya baglar.

Sekil 2.11. Agr algilanmasinda rol alan duysal lifler.

Sekil 2.12. Periferik bir sinirden kayitlanan Aksiyon Potansiyeli ve evreleri gosterilmistir.

Sekil 2.13. Saglam sinirlerden kayitlanan aksiyon potansiyelleri ve gecikmis depolarizasyonlar.
A) 4-Ap sonrasi Sural sinirden, B) Tibial sinirden kaydedilmistir (¢ift yonlii ok).

Sekil 2.14. Miyelinli bir aksonda Na" ve K" kanallarinin lokalizasyonu sematize edilmistir. RD:
Ranvier Diiglimii, PN: Paranod, JPN: Jukstraparanod.
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Sekil 2.15. A) Fosfolipidlerden Lipozomun olusumu. B) Clodronate’in lipozom kapsiile
hapsedilmesi ve makrofaj tarafindan fagosite edilmesi sonucu hiicre apoptozisi. Cizimler
http://www.clodronateliposomes.org/ adresinden alintidir.

Sekil 3.1. Travmatik deneysel noropati olusturma yontemi. Yaklagik 1 cm’lik cerrahi
inzisyon ile ortaya cikarilan siyatik sinir, standart bir fine forseps kullanilarak 30 saniye
stire ile ezilmektedir. Operasyon sonrast Post-operasyon odasina alinan hayvanlar
deney giinlerine kadar klimatize edilmis uygun yagam ortaminda birakildu.

Sekil 3.2. Lokal lipozom kapli clodranate (LEC) uygulamasi i¢in cerrahi girisim yontemi.
Rezervuar kiint diseksiyonla subkutan olarak yerlestirilmektedir.

Sekil 3.3. Sukroz-gap kayit sistemi: Sukroz-gap kutusu, programlayici-stimiilatdr-stimulus
yalitma birimi, uyarict ve kayitlayici elektrotlar ile veri toplama sistemi ve bilgisayardan
olusmaktadir. Sukroz-gap kutusundaki dort havuzcuk birbirinden yalitilmigtir ve KCl, Sukroz
ve Test ¢ozeltilerinin bulundugu havuzcuklar perfiize edilmektedir.

Sekil 3.4. Tonik ve Fazik uyar1 protokolii.

Sekil 3.5. BAP genlik, Yiikselme siiresi, "2 Yari-siire, 2 Y-Gen ve gecikmis
depolarizasyonlarin genligi olgiildii.

Sekil 3.6. Ozellikle yiiksek uyar1 frekanslarinda (40 ve 100 Hz’lerde) ortaya cikan HAP
aktivitesi ve Ol¢iilen parametreleri.

Sekil 3.7. Tonik ve fazik uyarim frekanslarmin BAP genligi iizerine etkisini tanimlamak
amaciyla kullanilan 6rnek kayitlar. 4-Ap ve TEA Oncesi kayitlanan tonik ve fazik BAP’lar
kontrol olarak kabul edildi. Ila¢ uygulamasindan sonra kayitlanan BAP’lar ile karsilastirilarak
BAP genliklerinde kontrollere gore % diisme tonik blok (list resimdeki oklar), fazik uyarmalar
sirasinda BAP genliklerindeki diisme ise fazik blok olarak tanimland: (alt resimdeki oklar).

Sekil 3.8. Pulslu manyetik alan uygulama kabini ve sistemi.

Sekil 3.9. Pulslu manyetik alan uygulama protokoli. PMA giic kaynagindan dikddrtgen
seklinde akim pulslar1 ¢itkmaktadir.

Sekil 3.10. PMA uygulama sistemi sematize olarak gosterilmektedir. PMA faraday kafesi
icerisinde bulunan (60 cm ¢ap, 100 sarim, 18 gauge bakir tel) bir ¢ift helmholtz bobininden elde
edildi. 4 adet sican helmholtz halkalarinin orta yerine konularak deney siirecinde PMA
uygulamasi yapildi.

Sekil 3.11. Termal plantar test sistemi. Govde, sicanlarin kondugu cam tabaka ve bunun altinda
bir kolla istenen konuma hareket ettirilebilen termal radyan kaynagindan olusur. Zaman 6lgme
sistemi radyant enerjinin uygulanmaya baslamasi ve si¢anin pengesini ¢ekmesi arasindaki
siireyi Olger. Isitici siganlarin bulundugu cam plakanin ayarlanan sicaklikta kalmasini saglar.

Sekil 4.1. Kontrol grubu, 2 ve 4 hf ezilme gruplarina ait tek puls ile tonik olarak uyarilan ve
ayni zaman ve genlik ol¢egine sahip bilesik aksiyon potansiyeli (BAP) kayitlar1 goriilmektedir.
A) Tibial sinirden kayitlanan, B) Sural sinirden kayitlanan BAP kayitlaridir. Tibial sinir %49
oraninda motor sinir lifleri, sural sinir ise %97 oraninda duysal sinir lifleri igermektedir.

Sekil 4.2. Kontrol grubu, 2 ve 4 hafta (hf) Ezilme+PMA gruplarina ait tek puls ile tonik olarak

uyarilan ve ayni zaman ve genlik Olcegine sahip BAP kayitlar1 goriilmektedir. A) Tibial
sinirden kayitlanan, B) Sural sinirden kayitlanan BAP kayitlaridir.
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Sekil 4.3. Kontrol grubu, 2 ve 4 hafta (hf) Ezilme+LEC gruplarina ait tek puls ile tonik olarak
uyarilan ve ayni zaman ve genlik Olcegine sahip BAP kayitlart goriilmektedir. A) Tibial
sinirden kayitlanan, B) Sural sinirden kayitlanan BAP kayitlaridir. 2. ve 4. haftaya ait
BAP’larin diger gruplara gore repolarizasyon fazinin belirgin uzadigi goriillmektedir.

Sekil 4.4. Kontrol grubu, 2 ve 4 hafta (hf) Ezilme+Kombine gruplarina ait tek puls ile tonik
olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6l¢egine sahip BAP kayitlar1 goriilmektedir. A) Tibial
sinirden kayitlanan, B) Sural sinirden kayitlanan BAP kayitlaridir.

Sekil.4.5. Tibial sinire ait Kontrol grubu ve 4 haftalik tiim ezilme gruplarina ait tek puls ile
tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik Olgegine sahip BAP kayitlar1 birlikte
goriilmektedir.

Sekil 4.6. Sural sinire ait Kontrol grubu ve 4 haftalik tiim ezilme gruplarina ait tek puls ile
tonik olarak uyarilan ve aymi zaman ve genlik Ol¢eginde olan BAP kayitlar1 birlikte
goriilmektedir.

Sekil 4.7. Tibial sinir demetinde kontrol, 2 hafta (hf) grubu ve 4 haftalik Ezilme, Ezilme+PMA,
Ezilme+LEC ve Ezilme+Kombine gruplarina ait uyari frekansina bagli % genlik degisimleri.

Sekil 4.8. Sural sinir demetinde kontrol, 2 hafta (hf) grubu ve 4 haftalik Ezilme, Ezilme+PMA,
Ezilme+LEC ve Ezilme+Kombine gruplarina ait uyar1 frekansina bagli % genlik degisimleri.

Sekil 4.9. Tibial sinir demetinde kontrol, 2. ve 4. haftalara (hf) ait 40 Hz’lik uyarim frekansinda
ortaya ¢ikan HAP’lar gdsterilmektedir.

Sekil 4.10. Tibial sinir demetinde kontrol, 2. ve 4. haftalara ( hf) ait 100 Hz’lik uyarim
frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir. Uyar1 frekansinin artmastyla HAP genligi
artmakta, siiresi ise kisalmaktadir.

Sekil 4.11. Sural sinir demetinde kontrol, 2. ve 4. haftalara ait 40 Hz’lik uyarim frekansinda
ortaya ¢cikan HAP’lar gbsterilmektedir.

Sekil 4.12. Sural sinir demetinde kontrol, 2. ve 4. haftalara ait 100 Hz’lik uyarim frekansinda
ortaya cikan HAP’lar gosterilmektedir. Uyar1 frekansmin artmasiyla HAP genligi artmakta,
stiresi ise kisalmaktadir.

Sekil 4.13. Tibial sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik Ezilme gruplarina ait 4-Ap uygulamasi
sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6l¢egine sahip BAP kayitlari
goriilmektedir. V-dd genligi BAP genliginin {izerinde bir deger almaktadir.

Sekil 4. 14. Sural sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik Ezilme gruplarina ait 4-Ap uygulamasi
sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6lgegine sahip BAP kayitlar
goriilmektedir. V-dd genligi BAP genliginin {lizerinde bir deger almaktadir.

Sekil 4.15. Tibial sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+PMA grubuna ait 4-Ap
uygulamas1 sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik Slgegine sahip
BAP kayitlar1 goriilmektedir. V-dd genligi diger gruplarin aksine PMA etkisi ile BAP
genliginin iizerinde bir deger almaktadir.

Sekil 4.16. Sural sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik Ezilme+PMA grubuna ait 4-Ap
uygulamasi sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6lgegine sahip
BAP kayitlan1 goriilmektedir. V-dd genligi belirgin ve BAP genliginin {izerinde bir deger
almaktadir.
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Sekil 4.17. Tibial sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+LEC grubuna ait 4-Ap
uygulamasi sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayn1 zaman ve genlik 6l¢egine sahip
BAP kayitlar1 goriilmektedir. V-dd genligi BAP genliginin lizerinde bir deger almaktadir.

Sekil 4.18. Sural sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+LEC grubuna ait 4-Ap
uygulamasi sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6lgeginde olan
BAP kayitlar1 goriilmektedir. V-dd genligi BAP genliginin lizerinde bir deger almaktadir.

Sekil 4.19. Tibial sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+KOM grubuna ait 4-Ap
uygulamast sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6lgegine sahip
BAP kayitlar1 goriilmektedir. V-dd genligi BAP genliginin iizerinde bir deger almaktadir.

Sekil 4.20. Sural sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+KOM grubuna ait 4-Ap
uygulamasi sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik dlgegine sahip
BAP kayitlan goriilmektedir. V-dd genligi BAP genliginin iizerinde bir deger almaktadir.

Sekil 4.21. Tibial sinir demetinde 4-Ap sonrasi kontrol, 2 hafta (hf) grubu ve 4 haftalik Ezilme,
Ezilme+PMA, Ezilme+LEC ve Ezilme+Kombine gruplarina ait uyari frekansina bagli % genlik
degisimleri.

Sekil 4.22. Sural sinir demetinde 4-Ap sonrasi kontrol, 2 hafta (hf) grubu ve 4 haftalik Ezilme,
Ezilme+PMA, Ezilme+LEC ve Ezilme+Kombine gruplarina ait uyar1 frekansina bagl % genlik
degisimleri.

Sekil 4.23. Tibial sinir demetinde 4-Ap sonras1 kontrol, 2 ve 4. haftalara (hf) ait 40 Hz’lik
uyarim frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir.

Sekil 4.24. Tibial sinir demetinde 4-Ap sonrasi kontrol, 2 ve 4. haftalara (hf) ait 100 Hz’lik
uyarim frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir.

Sekil 4.25. Sural sinir demetinde 4-Ap sonrasi kontrol, 2. ve 4. haftalara (hf) ait 40 Hz’lik
uyarim frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir.

Sekil 4.26. Sural sinir demetinde 4-Ap sonrasi kontrol, 2. ve 4. haftalara (hf) ait 100 Hz’lik
uyarim frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir.

Sekil 4.27. Tibial sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme grubuna ait TEA
uygulamast sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6l¢eginde olan
BAP kayitlar1 goriilmektedir. V-dd genligi BAP genliginin iizerinde bir deger almakta, 14DS ve
¥GS siiresi ¢ok uzamaktadir.

Sekil 4.28. Sural sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme grubuna ait TEA uygulamasi
sonras1 tek puls ile tonik olarak uyarilan ve aym1 zaman ve genlik 6lgeginde olan BAP kayitlar
goriilmektedir. V-dd genligi BAP genliginin iizerinde bir deger almakta, 2DS ve 2GS siiresi
¢ok uzamaktadir.

Sekil 4.29. Tibial sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+PMA grubuna ait TEA
uygulamast sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6l¢eginde olan
BAP kayitlar1 goriilmektedir. V-dd genligi BAP genliginin altinda bir deger almaktadir.

Sekil 4.30. Sural sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+PMA grubuna ait TEA
uygulamast sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6l¢eginde olan
BAP kayitlar1 goriilmektedir. V-dd genligi BAP genliginin iizerinde bir deger almakta, 14DS ve
¥GS siiresi ¢ok uzamaktadir.
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Sekil 4.31. Tibial sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+LEC grubuna ait TEA
uygulamasi sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6lgeginde olan
BAP kayitlar1 goriilmektedir.

Sekil 4.32. Sural sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+LEC grubuna ait TEA
uygulamasi sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6lgeginde olan
BAP kayitlar1 gortilmektedir. V-dd genligi BAP genliginin iizerinde bir deger almakta, 2DS ve
¥GS siiresi ¢ok uzamaktadir.

Sekil 4.33. Tibial sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+Kombine grubuna ait TEA
uygulamasi sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6lgeginde olan
BAP kayitlar goriilmektedir.

Sekil 4.34. Sural sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+Kombine grubuna ait TEA
uygulamas1 sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik dlgeginde olan
BAP kayitlar1 goriilmektedir.

Sekil 4.35. Tibial sinir demetinde TEA sonrasi kontrol, 2 hafta (hf) grubu ve 4 haftalik Ezilme,
Ezilme+PMA, Ezilme+LEC ve Ezilme+Kombine gruplarina ait uyar1 frekansina bagh % genlik
degisimleri.

Sekil 4.36. Sural sinir demetinde TEA sonras1 kontrol, 2 hafta (hf) grubu ve 4 haftalik Ezilme,
Ezilme+PMA, Ezilme+LEC ve Ezilme+Kombine gruplarina ait uyar1 frekansina bagh % genlik
degisimleri.

Sekil 4.37. Tibial sinir demetinde TEA sonrasi kontrol, 2. ve 4. haftalara (hf) ait 40 Hz’lik
uyarim frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir.

Sekil 4.38. Sural sinir demetinde TEA sonrasi kontrol, 2. ve 4. haftalara (hf) ait 40 Hz’lik
uyarim frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir.

Sekil 4.39. Tibial sinir demetinde TEA sonrasi kontrol, 2 ve 4. haftalara (hf) ait 100 Hz’lik
uyarim frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir.

Sekil 4.40. Sural sinir demetinde TEA sonras1 kontrol, 2 ve 4. haftalara (hf) ait 100 Hz’lik
uyarim frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir.

Sekil 4.41. Ayak plantar yiiziinii inerve eden sinirler goriilmektedir.

Sekil 4.42. Sinir ezilmesinden 2 hafta sonra Ezilme gruplarinda; PMA, LEC ve Kombine
uygulamanin termal latans siireleri iizerine etkileri verilmektedir. Ol¢lim noktalar1 ortalama +
SEM’i temsil etmektedir.

Sekil 4.43. Kontrol (saglam) gruba ait tibial sinir demetinin elektron mikroskobik goriiniimii.
Miyelinli (a) ve miyelinsiz sinir lifleri (ma) izlenmektedir. Schwann hiicrelerinin (Sh) sinir
liflerini sarmis oldugu goriilmektedir. Akson sitoplazmalarinda mitokondriyonlar (m) ve
ndrofilamanlar (m) ayirt edilmektedir. Miyelinli (a) ve miyelinsiz liflerin (ma) aralarinda
interstisyumda bulunan kollajen lifler (K) goriilmektedir. Miyelin kilifi (mk)

Sekil 4.44. 2 haftalik ezilme grubu tibial sinir demetinden elde edilen elektron mikroskobik
goriinlimii. Miyelinli sinir liflerinde (@) miyelin kilif (mk) ve akson harabiyetleri izlenmektedir.
Schwann hiicrelerinde (Sh) ¢ekirdekte (¢) kromatin kiimelesmesi, sitoplazmada vakuolizasyon
gozlenmektedir.
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Sekil 4.45. 2 haftalik ezilme grubu sural sinir demetinden elde edilen elektron mikroskobik
goriiniimi. Miyelinli sinir liflerinde (a) miyelin kilifin ileri derecede dejeneratif degisiklikler
sergiledigi goriilmektedir.

Sekil 4.46. 4 haftalik ezilme gruplarindan alinan tibial sinir demetinin elektron mikroskobik
goriiniimii. Schwann hiicresinin (Sh) miyelinli sinir lifini (a) sardigr goriilmektedir. Bazi
miyelinli sinir liflerinde evaginasyonlar izlenmektedir (¥). Sitoplazmasinda yag damlaciklar
(L) olan bir makrofaj (M) dikkati ¢ekmektedir.

Sekil 4.47. 4 haftalik ezilme gruplarindan alinan sural sinir demetinin elektron mikroskobik
goriiniimi. Miyelinli sinir liflerinde (a) miyelin kilif evaginasyonlar1 (*) gibi fokal dejeneratif
degisiklikler izlenmektedir. Sitopldzmasinda yag damlaciklar1 (L) igeren makrofajlar (M)
dikkati cekmektedir. Sinir liflerinin aralarinda kollajen liflerin (K) varlig1 goriilmektedir.

Sekil 4.48. Sinir ezilmesi sonrasi 2 hafta PMA uygulamasina maruz birakilan grubun tibial sinir
dokularinin elektron mikroskobik goriiniimi. Sinir lifleri Schwann hiicreleri (Sh) tarafindan
sartlmigtir. Miyelinli sinir liflerinde (a) miyelin kilifin (mk) lamellar yapisi tamamen
bozulmustur. Schwann hiicre (Sh) g¢ekirdeginde (¢) heterokromatin artis1  vardir.
Sitoplazmasinda lipid damlaciklar1 (L) bulunan makrofaj da (M) ayirt edilmektedir.

Sekil 4.49. 2 haftalik Ezilme+PMA grubundan alinan sural sinir demetlerinin elektron
mikroskobik goriiniimii. Miyelinli (a) ve miyelinsiz sinir liflerinin (ma) ileri derecede
dejenerasyona ugradigi goriilmektedir. Miyelin kilifin (mk) lamellar yapisi bozulmustur.
Schwann hiicre (Sh) sitoplazmalarinda yag damlaciklarmin (L) varlig izlenmektedir.

Sekil 4.50. 4 haftalik Ezilme+PMA grubundan alinan tibial sinir demetlerinin elektron
mikroskobik goriiniimii. Miyelinli (a) ve miyelinsiz (ma) sinir lifleri Schwann hiicreleri (Sh)
tarafindan sarilmistir. Akson sitopldzmalarinda mitokondriyon (m) ve norofilamanlar (m)
izlenmektedir. Schwann hiicre ¢ekirdeklerinde (C) heterokromatin artis1 belirgindir.
Sitoplazmalarinda lipid damlaciklar1 (L) igeren makrofaj (M) goriilmektedir. Sinir liflerinin
aralarinda kollajen liflerin (K) varlig1 izlenmektedir.

Sekil 4.51. 4 haftalik Ezilme+PMA grubundan elde edilen sural sinir demetlerinin elektron
mikroskobik goriiniimii. Miyelinli sinir liflerinin (a) sitopldzmalarinda biiziismeler (b)
izlenmektedir. Schwann hiicreleri (Sh) sinir liflerini sarmaktadir. Schwann hiicre
cekirdeklerinde (C) heterokromatin artis1 belirgindir. Bazi alanlarda makrofajlarin (M)
sitoplazmalarinda lipid damlaciklari (L) goriillmektedir.

Sekil 4.52. 2 haftalik Ezilme+LEC uygulamasi yapilan grupta tibial sinirde miyelinli sinir
liflerinin (a) tamamen dejeneratif degisiklikler gosterdigi ve miyelin kilif (mk) lamellar
yapisinin bozulmus oldugu izlenmektedir.

Sekil 4.53. 4 haftalik Ezilme+LEC uygulamasina maruz birakilan tibial sinir demetinin elektron
mikroskobik goriiniimii. Miyelinli sinir liflerinde (a) fokal miyelin kilif degisiklikleri
izlenmektedir. Miyelinsiz sinir lifleri (ma) normal histolojik yapilarin1 korumaktadir.

Sekil 4.54. 4 haftalik Ezilme+LEC uygulamasina maruz birakilan sural sinir demetinin elektron
mikroskobik goriiniimii. Miyelinli (a) ve miyelinsiz (ma) sinir lifleri izlenmektedir. Schwann
hiicresinin (Sh) tek bir miyelinli sinir lifini (a) sarmis oldugu izlenmektedir. Sinir liflerinin
aralarinda interstisyumda bulunan kollajen lifler (K) ayirt edilmektedir.

Sekil 4.55. 2 haftalik Ezilme+Kombine grubu tibial sinir demetlerinin elektron mikroskobik
goriinlimil. Miyelinli sinir liflerinin (a) dejenerasyona ugradiklari ve miyelin kilif (mk) lamellar
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yapisiin biitiinliigiiniin bozuldugu izlenmektedir. Sinir liflerinin aralarinda kollajen lifler (K)
goriilmektedir.

Sekil 4.56. 4 haftalik Ezilme+Kombine grubu tibial sinir demetlerinin elektron mikroskobik
goriinlimii. Schwann hiicresinin (Sh) tek bir miyelinli sinir lifini (a) sararken, birden fazla
miyelinsiz sinir lifini (ma) sarmis oldugu izlenmektedir. Miyelinli sinir liflerinin (a) bazilarinda
miyelin kilif (mk) evaginasyonlar1 goriilmektedir (*)

Sekil 4.57. Kontrol, 2 hafta ve 4 hafta gruplarda histo-morfometrik yontemlerle degerlendirilen
ortalama myelinli lif sayilar1 verilmektedir. 4. haftada PMA grubu LEC grubuna goére anlaml
olarak daha fazla miyelinli lif igermekteydi (*) (p<0,05)

Sekil 4.58. Kontrol, 2 hafta ve 4 hafta gruplarda histo-morfometrik yontemlerle degerlendirilen
ortalama miyelinli lif ¢aplar1 verilmektedir.

Sekil 4.59. Makrofajlara 6zgii CD68 isaretlemesi yapilmasi i¢in Pozitif ve Negatif kontrol
olarak sican dalak dokusu kullanildi. A) Pozitif kontrol; sar1 ok baslar1 ile gdsterilen kirmiziya
boyanmis makrofajlardir. B) Negatif kontrol oldugundan CD68 immiinreaksiyon gézlenmedi.

Sekil 4.60. Tibial sinirde kontrol ve ezilme gruplarina ait makrofajlara 6zgii CD68 isaretlemesi
yapildiktan sonra ¢ekilen mikrograflar goriilmektedir. A ve B; Kontrol grubu tibial ve sural
sinire ait sart ok baglar1 ile gosterilen kirmiziya boyanmis makrofajlardir. C; 2 hafta
Ezilme+PMA grubu; artmis CD68 immiinreaksiyon dikkati ¢ekmektedir. D; 2 hafta Ezilme
+LEC grubu, E; 4 hafta Ezilme+PMA grubunda daha az sayida makrofaj yani daha az pozitif
immiinreaktivite goriilmektedir. F; 4 hafta Ezilme+tLEC grubuna ait gecikmis
immiinreaksiyona ait makrofajlar siklikla goriilmektedir.

Sekil 5.1. Saglam ve hasarli sinirde myelin kilif ve hizli kinetik gdsteren K' kanallarinin
muhtemel lokalizasyonu ve hasarlanmaya kars1 verdigi yanit sematize edilmistir.
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CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 3.1. Deney gruplari. Elektrofizyolojik deneylerde 66 adet sican kullanildi. Histolojik
caligmalarda ise 45 adet sigan kullanildi. Fonksiyon testleri (FT), elektrofizyoloji ve histoloji
deneylerinde kullanilan hayvanlarda yapildig: i¢in ek hayvan kullanilmadi. Tim deneylerde
toplam 111 adet sican kullanildi.

Cizelge 4.1. Tibial ve sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi 2. hafta (2hf) ve 4. hafta (4hf) ya ait
BAP degerleri verilmektedir. Degerler ortalama + SEM olarak verildi. A) Tibial sinirde
kontrollere gore 2 ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimii p<0,05 diizeyinde anlamlidir. B) Sural
sinirde de 2 ve 4. haftalardaki tim BAP parametrelerindeki degisimler p<0,05 diizeyinde
anlamlidir.

Cizelge 4.2. Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi 2. ve 4. hafta (hf) Ezilme+PMA
grubuna ait BAP degerleri verilmektedir. Degerler ortalama + SEM olarak verildi. A) Tibial
sinirde kontrollere gore 2. ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimii p<0,05 diizeyinde anlamlidir. B)
Sural sinirde de 2. ve 4. haftalardaki tiim BAP parametrelerindeki degisimler p<0,05 diizeyinde
anlamlidir.

Cizelge 4.3. Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi 2. ve 4. haftalarda (hf) Ezilme+LEC
gruplarina ait BAP degerleri verilmektedir. Degerler ortalama = SEM olarak verildi. A) Tibial
sinirde kontrollere gore 2. ve 4. hf degisimlerin tiimi p<0,05 diizeyinde anlamlidir. B) Sural
sinirde de 2. ve 4. haftalardaki tiim BAP parametrelerindeki degisimler p<0,05 diizeyinde
anlamlidir.

Cizelge 4.4. Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi 2 ve 4 hafta (hf) Ezilme+Kombine
grubuna ait BAP degerleri verilmektedir. Degerler ortalama = SEM olarak verildi. A) Tibial
sinirde kontrollere gore 2. ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimii p<0,05 diizeyinde anlamlidir. B)
Sural sinirde de 2. ve 4. haftalardaki tiim BAP parametrelerindeki degisimler p<0,05 diizeyinde
anlamlidir.

Cizelge 4.5. Tibial sinir demetinde ezilme sonrast 4 hafta boyunca PMA uygulamasina maruz
birakilan siganlarin diger gruplarla istatistiksel agidan karsilagtirilmasi verilmektedir. Asagida
verilen BAP parametrelerindeki degisimlerin tiimii p<0,05 diizeyinde anlamlidir. Diger BAP
parametreleri agisindan diger gruplarla Ezilme+PMA grubu arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmadi (p>0,05).

Cizelge 4.6. Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme (E) sonrasi 2. ve 4. haftalara (hf) ait HAP
40 ve 100 Hz degerleri verilmektedir. Degerler ortalama = SEM olarak verildi.

Cizelge 4.7. 2mM 4-Ap sonrasi tibial ve sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi 2. ve 4. haftalara
(hf) ait BAP degerleri verilmektedir. Degerler ortalama+SEM olarak verildi. A) Tibial sinirde
kontrollere gore 2. ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimii p<0,05 diizeyinde anlamlidir. B) Sural
sinirde de 2. ve 4. haftalardaki tim BAP parametrelerindeki degisimler kontrollere gére p<0,05
diizeyinde anlamlidir.

Cizelge 4.8. 2mM 4-Ap sonrasi Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonras1 2. ve 4. haftalara
(hf) ait BAP degerleri verilmektedir. Degerler ortalama+SEM olarak verildi. A) Tibial sinirde
kontrollere gore 2. ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimii p<0,05 diizeyinde anlamlidir. B) Sural
sinirde de 2. ve 4. haftalardaki tiim BAP parametrelerindeki degisimler kontrollere gore p<0,05
diizeyinde anlamlidir.

Cizelge 4.9. Tibial sinir demetinde ezilme sonrasi 4 hafta boyunca PMA uygulamasina maruz
birakilan siganlarin 2mM 4-Ap uygulamasi sonrasi diger gruplarla istatistiksel acidan
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karsilagtirilmas1 verilmektedir. Asagida verilen BAP parametrelerindeki degisimlerin tiimii
p<0,05 diizeyinde anlamlidir. Diger BAP parametreleri agisindan diger gruplarla Ezilme+PMA
grubu arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0,05). V-dd/BAP oram1 PMA etkisiyle
anlamli diizeyde diisiik bulundu.

Cizelge 4.10. 2mM 4-Ap sonrast Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi 2. ve 4.
haftalara (hf) ait BAP degerleri verilmektedir. Degerler ortalama+SEM olarak verildi. A) Tibial
sinirde kontrollere gore 2 ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimii p<0,05 diizeyinde anlamlidir. B)
Sural sinirde de 2 ve 4. haftalardaki tiim BAP parametrelerindeki degisimler kontrollere gore
p<0,05 diizeyinde anlamlidir.

Cizelge 4.11. 2mM 4-Ap sonras1 Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi 2. ve 4.
haftalara (hf) ait BAP degerleri verilmektedir. Degerler ortalama + SEM olarak verildi. A)
Tibial sinirde kontrollere gore 2 ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimii p<0,05 diizeyinde
anlamlidir. B) Sural sinirde de 2 ve 4. haftalardaki tiim BAP parametrelerindeki degisimler
kontrollere gore p<0,05 diizeyinde anlamlidir.

Cizelge 4.12. Tibial ve Sural sinirde 2mM 4-Ap sonrasi; kontrol, ezilme (E) sonrasi 2 ve 4.
haftalara (hf) ait HAP 40 ve 100 Hz degerleri verilmektedir. Degerler ortalama + SEM olarak
verildi.

Cizelge 4.13. 10 mM TEA sonrasi Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi Ezilme
grubunda 2 ve 4. haftalara (hf) ait BAP degerleri verilmektedir. Degerler ortalama + SEM
olarak verildi. A) Tibial sinirde kontrollere gore 2 ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimii p<0,05
diizeyinde anlamlidir. B) Sural sinirde de 2 ve 4. haftalardaki tiim BAP parametrelerindeki
degisimler kontrollere gére p<0,05 diizeyinde anlamlidir.

Cizelge 4.14. 10 mM TEA sonras1 Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi Ezilme+PMA
grubunda 2 ve 4. haftalara (hf) ait BAP degerleri verilmektedir. Degerler ortalama+SEM olarak
verildi. A) Tibial sinirde kontrollere gore 2. ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimii p<0,05
diizeyinde anlamlidir. B) Sural sinirde de 2. ve 4. haftalardaki tiim BAP parametrelerindeki
degisimler kontrollere gore p<0,05 diizeyinde anlamlidir.

Cizelge 4.15. 10 mM TEA sonras1 Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi Ezilme+LEC
grubunda 2. ve 4. haftalara (hf) ait BAP degerleri verilmektedir. Degerler ortalama + SEM
olarak verildi. A) Tibial sinirde kontrollere gore 2 ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimii p<0,05
diizeyinde anlamlidir. B) Sural sinirde de 2 ve 4. haftalardaki tiim BAP parametrelerindeki
degisimler kontrollere gore p<0,05 diizeyinde anlamlidir.

Cizelge 4.16. 10 mM TEA sonrast Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi
Ezilme+Kombine grubunda 2 ve 4. haftalara (hf) ait BAP degerleri verilmektedir. Degerler
ortalama = SEM olarak verildi. A) Tibial sinirde kontrollere gore 2 ve 4. haftalardaki
degisimlerin tiimii p<0,05 diizeyinde anlamlidir. B) Sural sinirde de 2 ve 4. haftalardaki tiim
BAP parametrelerindeki degisimler kontrollere gore p<0,05 diizeyinde anlamlidir.

Cizelge 4.17. Tibial ve Sural sinirde 10 mM TEA sonrast; kontrol, ezilme (E) sonrasi 2 ve 4.

haftalara (hf) ait HAP 40 ve 100 Hz degerleri verilmektedir. Degerler ortalama + SEM olarak
verildi.
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AC
Ag/AgCl

m/s

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Alternatif Akim

Giimiis/Glimiis-kloriir

Aksiyon Potansiyeli

4-Aminopridin

Bilesik Aksiyon Potansiyeli

Beyin kokenli sinir biiylime faktorii
Makrofajlara 6zgii progenitor kok hiicre antijeni
Cholodranate/chlodronik asit
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OZET

“Sican Siyatik Sinir Rejenerasyonuna Pulslu Manyetik Alanin Makrofaj Aracil
Etkisinin Lokal Clodranate Uygulamasiyla Arastirilmasi”

Periferik sinir yaralanmalari, mekanik travma, termal, kimyasal, dogussal veya
patolojik etiyolojilerden kaynaklanabilir. Hasar gormiis sinirlerin restorasyonu
saglanmazsa, kas fonksiyonlarinin kaybina, duysal bozukluklara ve agril noropatilere
neden olabilir. Periferik Sinir Sisteminde (PNS) yaralanma sonrasinda, yerlesik ve
sistemik dolasimdaki monositler hizhi bir sekilde yaralanma bélgesine infiltre olurlar,
bir siire sonra, yaralanmamn distalinde kalan hasarh kisim Wallerian Dejenerasyona
(WD) ugrar. WD sirasinda makrofajlarin rolii bir¢cok deneysel c¢alismaya konu
olmustur. Aksonal rejenerasyon sirasinda, makrofajlarin sitokinler, biiyiime faktorleri
ve proteolitik enzimler gibi 100 den fazla faktorii sekrete ettigi bilinmektedir. Bu
faktorlerin dokularin biiyiimesini, yara iyilesmesini ve fagositozu modiile edebilecegi
ileri siiriilmektedir.

Calismamizda, wistar tiirii sicanlarin sag siyatik sinirleri ezilerek travmatik
mononoropati modeli olusturuldu ve Pulslu Manyetik Alanin (PMA) sinir iyilesmesine
etkileri incelendi. Ayrica, bu ¢alismada PMA uygulamasinin makrofaj aracih etkileri
belirlendi ve diger gruplarla karsilastirildi.

Deneylerden elde edilen veriler siyatik sinirin distal dallar1 olan tibial (yiiksek
oranda motor) ve sural (duysal) sinirlerden elde edildi. Yerlesik ve sistemik
makrofajlar1 baskilamak icin lipozomla kaplanmis clodronate (LEC) kullamldi.
Travmatik mononoropati deneylerinde Ezilme, PMA, LEC ve Kombine gruplara ait
veri elde etmek icin, in vitro elektrofizyolojik yontem (sukroz-gap), fonksiyon test,
elektron ve 151k mikroskobik, histomorfometrik incelemeler yapildi. Yaralanma sonrasi
yeniden miyelin olusmasinda hizh ve yavas K' kanal gelisimini ve lokalizasyonunu
belirlemek icin 4-Aminopiridin (4-Ap) ve Tetraetilamonyum (TEA) kullanildi. Siyatik
sinir hasar1 sonrasi sicanlar 5 farkh gruba ayrilarak PMA’ya maruz birakildilar (1
saat/giin, siddeti; 1,5 mT, puls frekansi; 1-10-20-40 Hz).

Bulgularimiz, PMA’nin periferik sinir hasar1 sonras1 yeniden miyelin olusmasi
siirecinde fonksiyonel iyilestirici etkisi olabilecegini gostermektedir. Makrofajlar
wallerian dejenerasyon siirecinin en oOnemli elemanlarindan biridir. Makrofajlarin
onemli iki temel fonksiyonu vardir: dejenerasyona ugramis myelin yapiyr fagosite
etmek, norotropik faktorleri ve sitokinleri iiretmektir. PMA makrofajlar1 stimiile
ederek miyelin yapimimi ve aksonal biiyiimeyi destekleyen bir faktor salgilanmasini
saglayabilir. Bu bilinmeyen faktorde, sinir iyilesmesini hizlandirip rejenerasyon siirecini
hizlandirabilir. Sonug¢ olarak elde ettigimiz bulgulara gore PMA periferik sinir hasari
sonrasi fonksiyonel iyilesme icin potansiyel tedavi edici etkisi olabilir.

Anahtar Sozciikler: Pulslu Elektromanyetik Alan, Periferik sinir hasarn ve
rejenerasyonu, Makrofajlar, Lipozomla kaplanmis clodronate, K™ kanallari.
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ABSTRACT

The Investigation Of Macrophage-Mediated Effect Of Pulsed Magnetic Field On Rat
Sciatic Nerve Regeneration By Local Clodronate Administration.

Peripheral nerve injuries can result from mechanical trauma, thermal, chemical,
congenital, or pathological etiologies. Failure to restore these damaged nerves can lead
to the loss of muscle function, impared sensation, and painful neuropathies. Following
nerve injury in the Peripheral Nervous System (PNS), resident and systemic monocytes
rapidly invade the site of injury and, after a delay, the distal portion of injured nerve
undergoing Wallerian Degeneration (WD). The role of macrophages during WD has
been studied using different experimental approaches. During the axonal regenerating
macrophages are known to produce and secrete over 100 different factors which include
cytokines, growth factors, and proteolytic enzymes. These factors may act in manner to
modulate tissue growth, wound repair, and phagocytosis.

In our study, to create traumatic mononeuropathy model, right sciatic nerve of
the wistar rats were crushed and the effects of Pulsed Magnetic Field (PMF) were
determined on nerve recovery. Moreover, the aim of this study was to identify
macrophage-mediated effects of PMF treatment on the mechanism underlying
traumatic mononeuropathy model in rats and compared with experimental other
groups.

In our experiments all data were obtained in both the tibial (largely motor) and
sural (sensor) distal sciatic branches of rats. In this study we used liposome encapsulated
clodronate (LEC) to selectively deplete or reduce resident and systemic macrophages
population during the degeneration-regeneration cycle. In traumatic mononeuropathy
experiments, to obtain data about the effects of PMF, Crush, LEC and the combination
of PMF and LEC groups in vitro electrophysiological methods (sucrose-gap), functional
test, electron and light microscobic histomorphometric experiment were carried out. 4-
Aminophyridine (4-Ap) and Tetraethylammonium (TEA) were used to determine fast
and slow K’ channel development and localization after remyelination. After crush
injury of the sciatic nerves, rats divided into five groups and exposed to PMF (1 h/day,
intensity; 1,5 mT, consecutive frequency; 1-10-20-40 Hz).

Our data show that the PMF may be a critical functional recovery effect on
remyelination after peripheral nerve injury. Macrophages have been proven to be
important effector cells during WD. They provide at least two basic functions:
phagocytosis of degenerating myelin and production of cytokines and neurotrophic
factors. PMF may stimulate macrophages to secret a factor that promotes axonal growth
and myelin restoration. A unknown factor that initiates the regenerating processes a
candidate for enhancing nerve recovery, and PMF seems to be one of the triggers of
nerve regeneration. In addition, our results indicate that PMF application may be an
effective therapeutic treatment of peripheral nerve injuries.

Key words: Pulsed Electromagnetic Field, Peripheral nerve injury and regeneration,
Macrophages, Liposome encapsulated clodronate, K channels.
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1- GIRIS

Periferik sinir yaralanmalar1 kompleks bir siire¢ olup sadece periferal diizeyde
lokal olarak gergeklesen bir olgu olmayip ayni zamanda hastanin tutma-kavrama-basma gibi
bir ¢ok manipulatif fonksiyonunu ve kisisel giinliik yasamini olumsuz etkileyebilen genel bir
stirectir. Bu ylizden periferik sinir hasarinin daha iyi anlasilmasi ve yeni tedavi stratejilerinin
belirlenebilmesi i¢in bir¢ok arastirmaya konu olmaya artarak devam etmektedir.

Periferik sinirlerin mekanik etkilere karsi1 belirgin bir direnci vardir. Bu 6zellik, farkl
dokulardan olusan dis kilifin diizgiin ve hassas bir sekilde kendisini ¢evrelemesinden ve sinir
liflerinin bu dokular i¢ine gomiilmesinden dolayidir. Mekanik diren¢ olmasaydi, eklemler ve
viicut yiizeyi ile topografik iligkisi olan sinirlerin giinliik yiiklenmelerde fonksiyonlarini zarar
gormeden yapabilmeleri miimkiin olmazdi. Periferik sinirler gilinlilk yasam igerisinde
ekstiremitelerin hareketleri sonucu olusan pozisyon degisikliklerine sinir yatagi icerisinde
kayma hareketi yaparak uyarlar. Fakat ¢cok siddetli bir mekanik etki siniri ¢gevreleyen dokunun
direncini gecerse Oncelikle cevreleyen dokuda ve sonra da sinir liflerinde hasar olugmasi
sonucu fonksiyon bozukluklarini ya da néropati denen olgulari ortaya ¢ikarir.

Travma periferik sinirleri veya kdklerini dogrudan veya dolayli etkileyebilir. Onemli
olan bu travmatik etkinin ¢esidi, stiresi ve siddetidir. Akson devamliliginin kesintiye ugradigi
noktadan itibaren, sinir liflerinin bu hasarlanmalara verecegi yanit goreceli olarak tek tiptir,
lezyonun distalinde wallerian dejenerasyon denen bir olgu ortaya c¢ikar. Akson distalinde
kalan par¢a ve onu saran miyelin yap1 proelitik enzim aktivitesi ile parcalara ayrilip
makrofajlar ve diger fagositik hiicreler tarafindan 2-3 hafta i¢inde fagosite edilir.
Dejenerasyonun ge¢ donemlerinde, Schwann hiicreleri biiyliyen akson filizlerine rehberlik
eden Biingner bandlarini olusturur. Rejenerasyon; aksonun saglam kalan proksimal ucundan
akson filizlerinin uzamasi ve bunlarin biingner bantlar1 i¢inde glinde ortalama 1-5 mm
ilerleyerek distal hedef organlarina ulagmasi ile amacina ulasmis olur. Morfolojik ve
fonksiyonel olarak rejenerasyonun basarisi rejenere olan aksonun sayisi, capt ve
myelinizasyonun derecesine baglidir. Her ne kadar basarili bir dejenerasyon-rejenerasyon
stirecinden sonra distal hedef organla tekrar baglant1 saglanabilmis olsa da rejenere olmus
myelinli sinirler uzun silire anormal oOzelliklerini devam ettirirler. Basarili  bir

reinnervasyondan sonra akson tekrar normal kalinligina yaklasir; fakat biiyiik sinir liflerindeki



myelin kiliflar1 akson ¢aplarina gore rolatif olarak ince kalir ve yeni olusan internodal
araliklar kisadir.

Gilinlimiizde mikrocerrahi tekniklerinin gelismesi ve yaygin olarak kullanilmaya
baglamasi, biyokimyasal, histolojik ve immiinohistokimyasal yontemlerin gelismesi gibi
etmenlerle periferik sinir yaralanmalarinda, sinir onariminin basarisi biiyiik oranda artmustir.
Periferik sinir yaralanmalarinin tedavisinde bugiine kadar; c¢esitli siitur teknikleri,
anastomozlar, sinir greftleri, non-néronal doku greftleri, kombine greftler, sinir konduitleri ve
silikon-sentetik tlipler gibi pek ¢ok yontem uygulanmis ve bunlarin sinir iyilesmesine olan
muhtemel etkileri genis olarak literatiirde yerini almistir. Sinir rejenerasyonunun
arttirilmasinda eksojen olarak uygulanan baslica ndrotropik faktorler ise (NGF, TGF-beta gibi),
steroidler, hormonlar, c¢esitli kimyasal maddelerin de etkinligi yapilan calismalarda rapor
edilmistir. Bu yontemlerin hepsi invasif cerrahi gerektiren tekniklerdir.

Rejenerasyon siirecini hizlandirmak i¢in uygulanan non-invasif bir alternatif tedavi
teknigi de puls seklinde, ¢ok diisiik frekansli, pulslu manyetik alan (PMA) uygulamalaridir.
Pozitif etkinligi literatiirde bir¢ok c¢alismada rapor edilmistir. PMA’nin, canli
metabolizmasinda kan akisini artirarak gerek oksijen, gerekse iyon aligverisini kolaylastirip
hiicre homeostazisini diizenleyebilecegi ileri siiriilmektedir. PMA uygulamasi ile yapilan
calismalarda bu uygulamanin, viicuttaki yapisal harabiyeti durdurabilecegi, rejenerasyon
siirecini  baglatabilecegi ya da hizlandirabilecegi gosterilmistir. Ancak PMA'nin etki
mekanizmas1 agik olmamakla birlikte makrofaj aracili etki gosterebilecegi, makrofaj
aktivasyonunun artmasinin da rejenerasyonda rol alan bazi norotrofik faktorleri aktive ettigi
one stirilmistir.

Sistemik olarak uygulanan PMA’nin etki mekanizmasimi aciklamak i¢in yapilan
yorumlarda; PMA’nin tiroid ve bobrekiistii bezini etkileyerek, immun sistemi modiile ederek
anti-inflamatuar aktivite etkisine sahip olabilecegi ve PMA’nin analjezi ve anti-6demoz
aktivite etkilerinin ortaya ¢ikmasina neden olarak iyilesmenin hizlanmasina katkida
bulunabilecegi ifade edilmektedir.

Canli organizmalarda meydana gelebilecek yerel hasar (bir sinir ezilmesi) durumunda
hasar gormiis doku ile yerlesik makrofajlar ve kan yoluyla gelen makrofajlar arasinda aktif
iletisim icin inflamatuar reaksiyon gerekli olan dnemli bir parcadir. Ik uyarilan bagisiklik
sistemi hiicresi, makrofajdir. Makrofajlar, periferik sinir sisteminde aksonal iyilesme icin
anahtar rol oynar. Sinirlerde yerlesik makrofaj popiilasyonu c¢ok azdir (sigan siyatik
sinirlerinde, tim hiicre popiilasyonunun yaklasik %2-9). Bu makrofaj miktar1 yaralanma

sonras1 miyelin kilifin temizlenmesi icin yeterli olmadig1 i¢in, periferik sinir hasarlarinda,



dolasim sistemiyle bolgeye gelen makrofajlar, miyelin kilif ve dejenere olmus akson
artiklarin1 ortadan kaldirmakla iyilesme siirecine 6nemli katkida bulunur. Makrofajlar artiklari
temizlemenin disinda, rejenerasyonun hizini arttiran faktorlerin sekresyonunu da hizlandirir.

Canli organizma patolojik sonuglar dogurabilecek bir etkiye maruz kaldiginda,
patolojik bozuklugun baslangi¢ ve gelisiminin tetiklenmesinde ilk basamak olarak immun
sistemin yer aldig1 net olarak ortaya konmustur. Ozelikle immun yanitin en &nemli yapi
taglarindan makrofajlarin rolii 6ne cikmaktadir. Periferal makrofajlarin (kan monositleri,
karaciger ve dalak kaynakli makrofajlar) yogunlugunu azaltmak i¢in etkinligi literatlirde ¢cok
acik olarak gosterilmis bifosfonat tiirevi olan lipozom ile kaplanmig clodronate (Liposom
encapsulated clodronate (clodronik asit); LEC) kullanilmaktadir. Makrofajlara 6zgiil bir ajan
olan LEC periferal makrofajlarin sayisin1 azaltirken diger hiicreleri etkilememektedir.

Bu projedeki amacimiz sican siyatik sinirinde ezilme ile olusturulan yaralanma
sonrasinda ve rejenerasyon silirecinde, LEC araciligi ile lokal olarak gergeklestirilecek
makrofaj baskilamasi sonrasinda PMA nin makrofaj aracili etkisinin olup olmadigimn siyatik
sinirin distal dallar1 olan sural ve tibial sinirlerde arastirmak, olusan elektrofizyolojik ve
morfolojik degisikliklerini gostermek ve voltaj kapili iyon kanallarinin islevsel 6zelliklerinde
meydana gelen degisiklikleri spesifik kanal blokdrleri (4-AP, TEA) kullanarak belirlemektir.
Noropatide tedavi edici etkinliklerinden faydalanmay1 planladigimiz PMA ve makrofaj
baskilanmasi1 ayr1 ayr1 ve kombine etkilerini gostermek ve etki mekanizmalarini agiklamaya
yonelik yeni verilerin elde edilmesi bu alanlarda yapilan veya yapilmasi diisiiniilen
calismalara yenilikler ve farkli yaklasimlar kazandirabilecektir.

Bu arastirmada ayrica duyusal ve motor sinir rejenerasyonlarinin ayri ayri arastirilmasi
da amaglanmistir. Bilindigi gibi sural sinir duyusal bir sinir olup %971 duyusal (sensor)
liflerden, buna karsin tibial sinir %49 motor liflerden olusmaktadir. Rejenerasyon sirasinda
motor ve duyusal sinir rejenerasyon hizlari elektrofizyolojik yontem yaninda fonksiyon testi
ile de takip edildi ve korelasyon arandi. Ayrica rejenerasyonun gelisimi elektrofizyolojik

yontemin yani sira, histolojik, immunohistokimyasal testler kullanarak ta incelendi.



2. GENEL BILGIi

insan viicudun da 100 trilyona (10'*) yakin ¢ok cesitli tiirde hiicre bulunur. Sinir
Sistemi (SS)’nde yaklasik 1 trilyon (10'%), Merkezi Sinir Sistemi (MSS)’nde ise 100 milyar
dolayinda noéron ve bu saymnin 10-50 kat1 kadar noro-glial destek hiicreleri bulunmaktadir.
Sinir sistemi, beyin ve omuriligi iceren MSS ve bunlarin gangliyonlarini igeren Periferik Sinir
Sistemi (PSS) seklinde, 2 ana boliimden olusur. PSS gelisimi sonrasinda somatik ve otonom
boliimlere ayrilir. Somatik boliim duysal-motordur, bilingli duysal uyarimlar1 beyne iletirken,

motor uyarimlar da ¢izgili kaslara tagir'™®.

2.1 Periferik Sinirlerin Anatomi ve Histolojisi

Periferik sinir sistemi gelisimi sonrasinda somatik ve otonom bdliimlere ayrilir.
Somatik boliim duyusal-motordur, bilingli duyusal uyarimlart beyne iletirken, motor
uyarimlar1 da ¢izgili kaslara tasir. Otonom Sinir Sisteminin tamamina yakini motordur.
Uyarimlart MSS’den kalp ve ter bezleri gibi istemsiz etkinlik gdsteren organlara tagir '~
Periferik sinirler farkl biiyiikliikteki fasikiillerin bir araya gelerek olusturdugu kablo seklinde
bir yapr gosterirler. Bunlar pleksus seklindeki uzun seyirlerinde birbirine bagli olarak

bulunurlar ve her birinin etrafi en dista epinéryum adi verilen bir bag dokusu zari ile

cevrelenmistir (Sekil 2.1). Ornegin, bilimsel arastirmalarda model olarak siklikla kullanilan
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Sekil 2.1 (A) Ep; Epinéryum, Pe; Perinéryum ve En; Endonéryum. Periferik bir sinir lifinin histolojik

enine kesiti, (B) Tipik bir periferik sinir demeti goriilmektedir.



siyatik sinir gibi tipik, karmasik bir periferik sinirde yaklasik 27 bin akson bulunur ve bunlar
80 kadar fasikiil seklinde distale ilerler*’. Siyatik sinir hem afferent (duyusal) hem de efferent
(motor) lifler igerir; ayak ve bacaklarin duyu ve hareket sinirlerinin bir araya gelmesi ile

olusan, viicuttaki en kalin sinirdir®'*"!

. Epindryum kapal1 bir zar sistemi degildir; gevsek,
lipid icerigi yliksek, kollejen liflerle kuvvetlendirilmis bir bag dokusudur. Siyatik sinirin kalga
eklemi diizeyinde transvers bir kesiti alindiginda, %85’ini epindryumun, kalanimi da sinir
iletim elamanlar1 olan fasikiillerin olusturdugu s6ylenebilir®*®7-'%,

Her bir sinir fasikiilii perinéryum denen ¢ok tabakali gevsek bag dokusu tarafindan
cevrelenmigtir. Perindryum elastik lifler ve tabakalari arasinda sirkiiler veya uzun olarak
yerlesen kollajen liflerle giiclendirilmistir. Bu yapinin perinéryum agisindan 6zel bir anlami
vardir. Bu yapt mekanik olarak gercek bir sinir kilifi vazifesi goriir*.

Endondryum miyelinli ve miyelinsiz sinir lifleri, fibroblastlar ve nadir olarak mast
hiicreleri bulundurur. Her fasikiil kesitinde 2-6 kapiller bu fasikiile paralel seyreder. Kollajen
fibriller sinir lifleri g¢evresinde daha yogun olarak toplanirlar. Onceden bu fibrillerin

fonksiyonel sinir kilifi oldugu diisiiniildiiyse de giinlimiizde schwann hiicresi ve bazal

laminast ile ayni anlama gelen norilemma (endondral tiib) ad verilmistir*”'*.
|, V9§ ‘Dendritik gikintilar
' -‘L_“‘\_ I
_ ‘ . l‘:fi'jr"-(‘
ﬁ = ,Q: Dendrit
Lizozom
.—-@.‘ ')
- D0z ER
- Mikrotblller
Dendrit :

Sekil 2.2 Sematik bir néron hiicresi gdévdesi. Soma ¢ok gelismis bir biyosentez aygiti gibi is goriir.

2.1.1 Tipik Bir Noronun Yapisi
Noronlar sinir dokusunun yapisal ve islevsel hiicreleridir. Hem MSS hem de PSS de

iletisim etkinligi yoniinden islevsel birim néron’dur. Baska bir deyisle sinir sistemi, Aksiyon



Potansiyeli (AP) olusturma ve iletme yetenegi olan néronlardan olugsmustur. Noronlar farkli
bigim ve yapida olmalarina ragmen genel bir yapida tarif edilirler. Her noron bir hiicre
govdesi (soma-perikaryon), cok sayida dendrit ve tek bir akson igerir. Soma, sitoplazmanin
icerdigi cok sayida organel, bir cekirdek ve bir cekirdekcikten olusur. Iyi gelismis
biyosentetik aygita sahiptir (Sekil 2.2). Bu aygit graniillii endoplazmik retikulumun (gER),
yapraklar1 olan nissl cisimcikleri ve golgi aygitindan olusur. Cok sayida mitokondri,
nérofilaman ve mikrotiibiiler iskelet bulunur'™*"*,

Somadan dendrit olarak adlandirilan ¢ok sayida sitoplazmik uzantilar ¢ikar, proksimal
dendritler nissl ve golgi icermesine ragmen temel stoplazmik bilesenleri mikrotiibuller ve

mikroflamanlardir. Bu uzantilar diger dendritler, aksonlar ve ndronlardan bilgi almak iizere

zellesmistir (Sekil 2.3)".
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Sekil 2.3 Bir periferik sinir (sinir demeti) merkezden ¢evreye ve ¢evreden merkez bilgi tasiyan ¢ok
sayida motor ve duyusal sinir lifini (aksonu) i¢ermektedir.

Somadan koni seklinde ¢ikan, herhangi bir kesintiye ugramadan hedef organa kadar
giden ve diger hiicrelere sinir impulsu iletimini (Aksiyon Potansiyeli-AP) saglayan ana uzanti
aksondur. Uzunlugu ve ¢ap1 ndron tipine gore degisir, bazi aksonlar dendritten bile kii¢iikken
(1-2 mm), bazilar 1 metreyi gegebilir, caplart ise 50 nm ile 20 pm arasinda degisir. Aksonlar

diiz-graniillii ER, serbest ribozom, golgi aygiti tasimazlar, bu yonleri ile soma ve proksimal



dendritlerden farklidir. Bu nedenle aksonlar somadan ayrildiklarinda dejenerasyona ugrarlar,

¢linkli metabolik gereksinimleri agisindan somaya muhtactir' 2.

2.1.2 Aksonal Transport

Somada sentezlenen iiriinlerin akson devamlilig1 i¢in tasinmasi gereklidir. Bu nedenle
soma aksonun fonksiyonel ve anatomik entegrasyonunu saglar, eger akson kesilir veya
hasarlanirsa, distal akson pargasi dejenere olur®™'®'*'® 1851 yilinda August Waller baz1 sinir
lif ve koklerini kesip sonugta periferde hangi sinirlerin dejenere oldugunu incelemistir.
Dejenerasyonun seklinden Dorsal Root Ganglion’larinda bulunan (DRG) somalarinin
aksonlar i¢in hayati oldugu sonucuna varmustir. Aksonal tasinimda asil mekanizmay1
aciklayan aragtirmacilar Ramon Cajal (1906) ve Paul Weiss (1948), siyatik siniri baglamis ve
aksoplazmanin baglanan yerin proksimalinde toplandigin1 gérmiistiir. Aksoplazmanin yavasca
hiicre govdesinden terminale dogru hareket ettii sonucuna varilmig ve bu siirece de

aksoplazmik akim adini1 vermiglerdir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Soma da sentezlenen materyal hiicre iskelet elamanlari olan mikrotubiiler ray sistemi ile
terminale tasinmak zorundadir. Anterograd tasimimin hizli bileseni 100-400 mm/giin iken, retrograd
tasimim hizi 100-200 mm/giin’diir. Retrograd transport bozulursa sinir hiicresine periferden gelen bilgi
akis1 bozulabilecegi i¢in hiicre bilgisiz kalip metabolize edilebilecek impulslar iiretemez. Bu bilgi akisi
¢ok onemlidir, eger bir aksonal travma mevcutsa sinir govdesi oradan gelecek olan bu impulslara goére
rejenerasyonu diizenleyecek olan metabolizmayi ayarlar *°.

Aksonlarin ¢ogu, sentezlenen materyalin diffiizyonla somadan terminale hizli bir
sekilde tasinmasina izin vermeyecek kadar uzundur. Aksonal tagima i¢in Kinezin ve Dinein
gibi motor proteinler gereklidir. Kinezin anterograd (Somadan distale dogru) tasimadan

sorumlu iken, Dinein retrograd (Distalden somaya dogru) tasimadan sorumludur'”'*"°.



2.1.3 Miyelinli Lifler

Schwann hiicreleri periferik sinir sisteminin destekleyici hiicreleri olup morfolojik
acidan aksonlar1 veya sinir liflerini miyelin varligina veya yokluguna goére miyelinli ve
miyelinsiz olarak ikiye ayirir™®’. PSS’de miyelin kilifi schwann hiicrelerinin bir iiriini
olmasina karsin MSS’de oligodentrositlerce yapilir. Schwann hiicrelerinin sitoplazmalarinin
aksonu spiral sekilde tamamen sarmasi ile i¢ ve dis mezakson olusur ve birbiri iizerine 10-120
kez sarilarak sikisir ve tipik kompakt-konsantrik yapili miyelin ortaya ¢ikar (Sekil 2.5). Bu
kompakt yapili miyelin lamelleri arasinda kalan plazma adaciklarina “Schmidt-Lanterman”
yariklar1 denir. Bu yapilarin aksonun beslenmesinde rol aldigi diisiiniilmektedir. Boyuna
kesitle bakildigin zaman miyelin kilifin siireklilik gosteren bir yap1 olmadigi, 0,25-1,5 mm
uzunlugunda pargalara boliindiigli gdzlenmistir. Her bir miyelin segmenti bir schwann hiicresi
tarafindan olusturulmustur. iki segmentin baglandig1 yerde “Ranvier Diigiimleri” (RD) denen
1,0-4,2 um genisliginde 6zel bir yap1 bulunur. Bir aksonun ¢ap1 ile miyelinizasyonun derecesi

ve internodal aksonun uzunlugu arasinda pozitif bir iligkinin oldugu bilinmektedir. Yani

kﬁ(;ﬁk gaph
aksonlarin gt N
miyelinleri ince, - 4

bliyik ¢apli olan
aksonlarinki ise
kalindir”.

Miyelin
katmanlar1 aksonun

elektriksel direncini

yiikseltirken

Schwann hiicreleri
arasinda kalan
bosluklar olan

RD’ler ise yogun
iyon degisimine
aciktir. Bu

nedenlerle miyelinli

sinirlerde, Sekil 2.5 Miyelinli sinirlerde bir Schwann hiicresi tek bir aksona adanmigtir
o ve onu defalarca sararak kompakt miyelin yapiy1 olusturur. Miyelinsiz lifler
'saltatorik' iletim ad1  sadece schwann hiicresi tarafindan sarilmustir.



verilen sigramal1 hizli aksiyon potansiyeli iletim 6zelligi vardir. Saltatorik iletim, iletim hizim

ayni capl miyelinsiz sinirlere gore yaklasik 10-50 kat artirmaktadir'*'>1¢

2.1.4 Miyelinsiz Lifler

Miyelinizasyonda, miyelin kilifin kalinli§i Schwann hiicreleri tarafindan degil, akson
¢ap1 tarafindan belirlenir’. Tek bir Schwann hiicresi, eger aksonun ¢apt 1 pm den kiigiikse
birden fazla aksonu sararak miyelinsiz lifleri yaparlar. Ancak aksonun c¢apir 1-2 um den
biiyiikse bir tek aksonu defalarca sararak miyelinli lifleri yaparlar. Memelilerin sinir
demetlerindeki miyelinsiz sinir lifleri, ince ve ¢aplart 0,1-1,3 um arasindadir. Miyelinli sinir
lifleri ise daha kalindir ve c¢aplar1 1-20 um arasinda degismektedir. Schwann hiicre
stoplazmast miyelinli liflerde aksonu 1:1 oraninda sararken bu oran miyelinsiz liflerde 1:1-
1:18 olup c¢ok miktarda aksonu sarar (Sekil 2.5). Miyelinli ve miyelinsiz akson
aksoplazmalarinin yapisal Ozellikleri birbirinden c¢ok farkli degildir. Miyelinsiz aksonlar
miyelinlilere gore daha fazla mikrotiibiil ihtiva eder”’. Miyelinsiz lifler karisik, otonomik ve
duyu seklinde olabilir, duyu sinirlerinin %75’ini ve motor sinirlerin de %50’sini

olustururlar'.

2.1.5 Periferik Sinirlerin Siiflandirilmasi

Noronlar morfolojik yapilarina gére unipolar-pseudounipolar, bipolar ya da multipolar
olarak siniflandirilmiglardir. PSS’ de bulunan néronlar ise afferent (duyusal), internéron (ara
ndron ve efferent (motor) olarak ayrilirlar. Bu iki siniflandirmanin yani sira islev, ¢ap, hiz ve
miyelinizasyon durumuna gére yapilms degisik simiflandirmalar vardir (Sekil 2.6)'>""°.

Erlanger ve Gasser adl1 aragtirmacilar sinir liflerini A, B, C gruplarina, A grubunu a,
B, vy ve 9 alt gruplarina, C grubunu da arka kok (drC) ve sempatik (sC) olarak ikiye ayirmistir.
Yapilan ileri arastirmalar harflerle tanimlanan lif unsurlarinin homojen olmadigini géstermis
ve sayisal bir sistem de (Ia, Ib, II, IIL, IV) duyusal sinirleri tanimlamak i¢in kullamlmigtir".
A lifleri 2,5-22 pm ¢aplar1 arasinda, B lifleri ise ortalama 3 pm ¢apindadir. C lifleri ise 0,2-
1,6 um arasinda capa sahip olup miyelinli degildir. A liflerinde iletim en hizli olup 100
m/s’lere ulasabilmektedir. B lifleri miyelinli olmasina ragmen iletim hizt A liflerine gére ¢cok
daha yavas olup genelde 3-5 m/s araligindadir. A liflerine genelde somatik afferent ve efferent
yollarda rastlanirken, B liflerine preganglionik otonomik yollarda rastlanir. C liflerinde ise
ileti en yavas olup bu tip liflere somatik afferent ve otonomik postganglionik efferent yollarda

rastlanir'>?!,
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Sekil 2.6 Sinir hiicresi tipleri. Unipolar néronlar genelde periferik sinir sisteminde duyusal sinirler
olarak ig gérmesine karsin multipolar néronlar motor yanitlari tagiyan uzun sinirlerdir.

2.2 Periferik Sinir Yaralanmalar1 ve Siniflandiriimasi
Periferik sinirler mekanik bir travmadan (basi, gerim, siddet) etkilenebilecekleri gibi
termal, iskemik ve kimyasal etkenler gibi ¢ok farkli nedenler ile hasarlanirlar. Bu tip
yaralanmalarda hayati tehlike pek olmasa da sonugta kisinin fonksiyonlarini ileri derecede
kisitlayabilmesi, sosyoekonomik ve psikolojik durumunu etkileyebilmesi agisindan birgok
arastirmaya konu olmaktadir. Periferik sinir hasar1 sonrasi beklenen, iyilesmenin (fonksiyonel
geri doniis) en kisa siirede saglanmasi ve iyilesme dénemi siiresinin kisaltilmasidir***%.
Periferik sinirler, kendilerini saran bag dokularindan dolay1 elastiktir ayrica her bir lif 6nemli
gerilme direnci olan uzunlamasina yerlesmis kollajen fibrillerle g¢evrelenmistir. Sinire
uygulanan ¢ekme veya basi gerilme direncinin iizerine ¢ikarsa yaralanma meydana gelir ve
devamlilik ortadan kalkabilir ama lifin devamlilifi ¢ogu zaman korunur. Yaygin olarak
goriilen yaralanma tiirii, gerilme ve ezilme (crush) tipi yaralanmalardir. Sonucunda travmatik
monondropati gelisir™**>*°.
Hiicrenin iyilesmesi veya ortadan kaldirilmasi etkenin siddet ve siiresine
baghdir. Kisa ve odaksal olarak uygulanan bir miktar basing aksoplazmanin hiicre

elemanlarin sikistirir ve akson c¢apini azaltir. Bu hemen geri doniilebilen degisikliktir distal

akson dejenerasyonu ile ilgili degildir. Wallerian dejenerasyon olmaksizin iletim blogu olan
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bu tip sinir yaralanmasi neurapraxia olarak adlandirilir. Daha fazla basingla akson ve miyelin
kilifin kesilerek lezyon bolgesinden ayrilmasina ragmen, siniri ¢evreleyen bazal lamina ve
kollajenin devamlilig: siirebilir. Bu tip yaralanmalara axonotmesis denir, lezyon distalinde
wallerian dejenerasyon geligir. Neurotmesis tipi yaralanma ise sinirin baglantilarinin kesildigi
ve tam bir fonksiyonel kaybin oldugu yaralanma tipidir. Bu tip yaralanmalarda aksonda
biliyiimeyi yonlendirecek yapilar kaybolur ve skar dokusu gelisir. Cerrahi girisim yapilmadan

genelde iyilesme meydana gelmez (Sekil 2.7)'%!>1¢%,

2.2.1 Wallerian Dejenerasyon

Sinir lifinin hasarlanmasindan sonra (II-III-IV. derece yaralanma) aksonun distal
kisminda diizenli bir anterograd dejenerasyon olugmaya baglar. Bu ilkeler 1850 yilinda
fizyolog Agust Waller tarafindan, kedinin fasial sinirini kestikten sonra ortaya konmus ve ona
izafeten “Wallerian Dejenerasyon” (WD) olarak ifade edilmektedir. Noron ve liflerin
organizasyonunda yeni ufuklar acan Waller’in gézlemlerinden somanin aksona “trofik” ya da
besleyici destek sagladigr goriisti ¢ikmustir. Dejenerasyonun seyri liflerin tipine, cinsine, yasa
ve lezyonun somaya uzakligina gore degisir. WD’nin baslama siiresi liflerin tipine gore
farklilik gosterir. Akson ¢ap1 biiylik ve kalin miyelinli liflerde 24 saat i¢cinde baglar ve distale

ilerleme hiz1 250 mm/giin, ince miyelinli liflerde 45 saat sonra 46 mm/giin hiz1 ile baslar,

Sunderland Seddon Tanimlama lyilesme | Iyilesme Hiz1 | Cerrahi
I Meurapraksi Wallerian dejenerasyon olmaksizin TAM Hizlh YOK
P gecici iletim blogu
Akson devamhlig yok. Wallerian YEVE_@
n dejenerasyon var. Endonéryum TAM 3 cmiay YOR
saglam 1-2 mm/giin
Wallerian dejenerasyon var. Yavas
[} Aksonotmesis Akson ve endondryum kesik Degigken 3 cmiay Degigken
fakat perindryum saglam 1-2 mm/gln

Wallerian dejenerasyon var.

v Akson, endondryum ve perindryum || YOK YOK VAR
kesik. Epindryum saglam.

Tam sinir kesisi Tim bag doku
V' Meurotmesis elernanlanmin devamlilig YOK YOK VAR
ortadan kalkar

Sekil 2.7 Sunderland ve Seddon adli arastiricilarin yapmis oldugu periferik sinir hasarlarinin
isimlendirilmesi ve derecelendirilmeleri. Ezilme (Crush) tipi yaralanmalar Aksonotmesis tipidir.
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baska bir deyisle yavas aksonal tasima hizi ile uyumludur®'

. Biitiin bunlar motor sinirlerin
dejenerasyon-rejenerasyon silirecinin, duyusal sinirlere goére daha hizli oldugunu
diisiindiirmektedir. (Erken WD = Hizl1 rejenerasyon)

WD bircok sinir yaralanmasi ve hastaliginda sinir lifi yikimi1 ve kaybinin son ortak
yoludur. WD periferik sinir sisteminde sonraki rejenerasyon donemini hazirlamasi agisindan

onemlidir'?.

2.2.2 Hasarin Distalinde Meydana Gelen Dejenerasyon

Hasar1 takiben distal akson pargasinda hiicre iskeletinin graniiler par¢alanmasi ilk
yapisal degisikliklerden biridir. Hiicre aksoplazmasin1 olusturan ndérofilamentler ve
mikrotiibiiller 24 saat i¢inde graniiler ve amorf yikintilara doniisiir. Bunun sebebi aksonun
trofik ya da besleyici kaynagi olan somadan ayrilmasidir. Soma noronda protein sentezinin
tek kaynagidir ve akson, kendisine aksonal tasinim sistemleri ile iletilen materyallerle
yasatilir. Aksonun hizli bozunmasi ayni zamanda bunun aktif bir olay oldugunu gosterir.
Graniiler parcalanma, aksonun kendi i¢inde endojen nétral proteazlarin Ca™ konsantrasyonun
artmasiyla aktive olmasi sonucu tetiklenir. Ca™ daki bu artis ekstraselliiler kaynakli ya da
akson i¢inde tutulan kalsiyum salinimindan kaynaklanabilir.

Hasardan ilk 12 saat sonra distal akson boyunca uzanan schwann hiicrelerinin miyelin
sentezinde belirgin bir azalma ve iki giin icerisinde ana miyelin proteinlerine ait mRNA
iceriginde belirgin bir diisiis goriiliir. Aksonda yikimin baglamasiyla birlikte miyelin kilifinda
da bir parcalanma ve dagilma ortaya ¢ikar. Miyelin kilif internodal bolgeden baglamak iizere
6 ile 10 kisa segmente ayrilir ve yaklagik 2-3 hafta icerisinde tamamen temizlenir. Schwann
hiicreleri mitoz ile boliinerek proliferasyona ugrar. Prolifere schwann hiicreleri, parcalanan
sinir liflerinin ndrilemmas1 icinde kalir bu da aksonal rejenerasyon ve biiylime i¢in uygun bir
yer olan uzun schwann hiicre bandi (Hanken-Biingner bandi) ile sonuglanir. Ayn1 zamanda
band igerisindeki yeni schwann hiicreleri noronal bir trofik etken olan NGF salmaya baslarlar

(Sekil 2.8)*!#2827,

2.2.3 Proksimalde ve Somada Meydana Gelen Dejenerasyon

Hasarlanmaya bagli olarak, somada ve lezyonun proksimalinde meydana gelen
degisiklikler, yaralanmanin siddeti ve yarali bolgenin somaya yakin veya uzak olmasi ile
iligkilidir. Distal uctan anterograd olarak ilerleyen WD ile ayn1 zamanda, aksonun proksimal

kisminda da retrograd dejenerasyon denen ve az bir segmentle (1. ranvier bogumuna kadar)
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sinirlt olan degisimler gozlenir (Sekil 2.8). Proksimal kisimdaki akson ¢apinda ve miyelin
kalinliginda bir azalma, schwann hiicrelerinde ise yapisal degisiklikler gorilir* >*27.
Hasaralanmayla  beraber

noron somasit ve cekirdek siser Biiyiimeyi tegvik edici

. Retrograd e :
yuvarlaklagir, c¢ekirdek 6 saat ot ‘molakillerin’sentazi
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boyalarla ~ boyanma  ozelligi
ortadan kalkar, rengi acilir ve

)
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noroplazmaya dagilir. Meydana

gelen bu reaktif degisim olayina

“retrograd chromatolysis” denir !
(Sekil 2.8). Somanin siserek !E
]

b
ot e

belirginlesmesi noronal

metabolizmada  artmis  sentez

hizinin bir gostergesidir. Bunun

Mormal  Wallerian  Schwann hiicre Rejenerasyon
dlslnda, noéronun sinaptik Dejenerasyon  holiinmesi Remyelinasyon
baglantilari da genellikle  gekil 2.8 Periferik sinirde wallerian dejenerasyon ve
bozulur>*671216.26,31,32 rejenerasyon siiregleri gosterilmektedir.

2.2.4 Makrofaj ve Diger Fagositik Hiicrelerin Rolii

Makrofajlar, WD ve aksonal rejenerasyonun bir¢ok sathasinda olayin yakin bir sekilde
icindedir. Beuche ve Friede '® adli arastirmacilarin yapmus oldugu 6nemli deneyde, sinir
segmentleri, biliyiikliikkleri makrofaj gegisine izin vermeyecek kadar kiigiik milipor bolmeler
icine dejenere olmaya birakildiginda, miyelin kalintilarinin haftalarca kaldigini1 gosterdiler.
Makrofaj gecisine izin veren biiyiikliikte milipor bolmeler kullandiklarinda ise ani miyelin
temizlenmesi ile sonuglandi’”"®.

Periferik sinirlerin ¢ogu endondryum tabakasinda bulunan damarlarin bazal laminasi
icinde ya da hemen diginda uzanan yerlesik bir makrofaj grubu icerir (tim hiicre
populasyonunun %2-9’u kadar). Yerlesik makrofajlar, schwann hiicreleri ve diger fagositik
hiicreler (Monosit ve Mast hiicreleri gibi) hasarlanma sonrast miyelin kilifin kaldirilmasina ne

miktarlart ne de fagositik 6zellikleri yeter. Hasarlanma sonrasi ilk 2 giin igerisinde, kan

dolasimi yolu ile dalak ve karaciger kaynakli makrofajlar spesifik olarak dejenere olan liflere
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infiltre olurlar (Sekil 2.9). Asil miyelin yikimindan sorumlu makrofaj populasyonu dolagim

yolu ile lezyon bdlgesine go¢ eden sistemik makrofajlardir'>?’,

Infiltre olan

Kan damani Endotel

makrofajlarin
fonksiyonu sadece

miyelin kalintilarim

fagosite etmek Makm\fjj
degildir, ayni ()
) & = <
zamanda norotrofik - o
onem tastyan birgok /
Hasarli Akson o < S—
sitokin ~ ve  diger =\ \
maddeleri de /-’ Mast hiicresi
tiretirler (Sekil 2.9). Makrofaj ve mast hiicrelerinden Schwann Hiicrelerinden
- Prostaglandinler - Ndrotrofik Faktérler
o 51 > i - Sitokinler salinir - Prostaglandinler
Ornegin, WD’deki i _ Sitokinler
. . TNE IL-1
makrofajlar bir TGFBeta #ll‘ljF
sitokin olan TGF-Beta

interleukin-1 (IL-1)  Sekil 2.9 Hasarlanmig bir sinirde makrofaj, schwann ve diger fagositik
hiicrelerin fonksiyonlar1 sematize edilmistir. Makrofaj ve diger hiicrelerden

lerl IL- . ) ..
sentezleriet, bliyiimeyi tesvik edici molekiiller salinmaktadir.

I’inde schwann

hiicrelerinde NGF {iretimini uyardigi gosterilmistir’. NGF, ilk ve en iyi tammlanan sinir
kokenli biliylime faktoriidiir. NGF iretildiginde, spesifik reseptorlerine baglanarak sinir
terminalleri tarafindan alinir ve sinir hiicre govdesine retrograd aksonal transport yoluyla
iletilir. NGF’nin embriyonik dorsal gangliyon noronlarinin, sempatik ve duyu néronlarinin

gelisim ve yasamim destekledigi rapor edilmistir**>’.

2.2.5 Norotropik Faktorlerin Rolleri

Norotropik faktorler, ndéron ve aksonlarin yasamini devam ettirmesi icin ihtiyag
duydugu bir polipeptid ailesidir. Embiryonik yasam boyunca néronlarin gelisim ve
olgunlagmalarina katkida bulunduklar1 ve sinir yaralanmalarindan sonra da rejenerasyonu
hizlandirdiklar1 bildirilmistir. Norotropik faktorler 3 ana gruba ayrilir. Birinci grup, NGF,
BDNF, NT-3 ve NT-4/5’1 igeren norotropinlerdir. Bunlar trk ailesinin (trk A,B,C) tirozin
kinaz reseptdrlerine etki eden kiigiik temel polipeptidlerdir. ikinci grup, CNTF ve LIF’i igeren
norokinlerdir. Ugiincii grup ise, TGF-B1, TGF-p2, TGF-B3 ve GDNF’yi de iceren TGF-B

siiper ailesidir”. Ornegin reinnervasyonun erken déneminde, 14 giinden sonra TGF-p siiper
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ailesinin etkisi gosterilmis, fakat bu etki 6 haftadan sonra goriilmemektedir. Bilinen yararl
etkileri ile birlikte, bugiine kadar yapilan calismalarda NGF ve diger norotropik maddelerin
periferal  sinir  rejenerasyonundaki  etki  mekanizmalar1  henliz  tam  olarak

aydinlatilamamugtir®>*.

2.2.6 Periferik Sinirlerde Rejenerasyon

Rejenerasyon siireci aksonun proksimaldeki saglam kalan kismindan baglar, proksimal
akson ucu hasarlanmadan birkag¢ giin i¢inde kalinlasmaya baglar, bunlar akson tomurcuklari
olarak isimlendirilir. Bu tomurcuklardan daha sonra akson kolleteral filizcikleri gelisir. Akson
uglart distale ulastiklarinda biingner bandlarinin igine girerler. Bu band yolagi filizlenen
aksonlara rejenerasyonda yol gosterici olarak hizmet eder. Akson filizleri bu yolaklar i¢inde
perifere dogru ilerleyerek distal hedef organlarina ulasirlar (Sekil 2.10c). Elbette ki bu olay
her zaman boyle basarili bir sekilde sonuglanamayabilir. Yanlig yolaga girip, bandlarin disina
cikan aksonlar dejenerasyona ugrar yerlerini fibréz bir doku alir. Aksonlar distal hedeflerine
vardiklarinda ise remiyelinizasyon siireci, schwann hiicreleri tarafindan lezyon bolgesinden

baslamak iizere hedef organa dogru tamamlanir (Sekil 2.10d)*'%16-31:4041:42,
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Endoneurium —-n"i-| - B ’ /‘\nlugiuru:lar
ﬂﬁg; 1 ‘--M;son| . ; ; : Yeni akson [ - - ._._.
| | Hamenti = g v
7 | Y ' | §‘ | =
' Schwann fl Sinirin : .
~ | hucreler hasarh tarafi | | | Endoneurium
|
| (a) l L gehwann (€} l
Schwann :
hucresi ; : hiicres: " . L
Sch Makrofaj | Schwann - Yeni miyelin
hlj::::in? i hucresi ] i kilifinin
[ Yeni akson [ / ) ;l?:‘:llgll
Schwann hilcresi 7 - - flamenti — i - L,I
ol . J | I :Bilyu'ya nl
. il | |hir akson 1
1 flamenti 2 |
Makrofaj (b) l L gchwann (d)
hiicresi

Sekil 2.10 Periferik sinir yaralanmasindan sonra gelisen siirecler. (a) Endondral kilif saglam. Miyelin
parcalanmis. (b) Makrofajlar miyelin artiklarini sindirirlerken Schwann hiicreleri yeni hiicreleri yapar
ve bunlar siralanarak Biingner bandini olusturmaya baslarlar. (¢) Yeni akson dalciklar1 uzayip Schwann
hiicreleri tarafindan olusturulan rejenerasyon tiibiinde ilerlerler. (d) Uzayan ve kalinlasan akson dalcigi
etrafinda miyelin kilifi olusmaya baglar.
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Degisik arastirmalara gore aksonal rejenerasyonun hizi farkli sinirlerde 1-5 mm/giin
araliginda bildirilmektedir. Sinirlerin proksimal ucunda rejenerasyonun hizi distale gére daha
hizlidir ¢iinkii lezyon bolgesi somaya ne kadar uzak mesafede ise, rejenerasyon hizi da o
kadar diigiik olmaktadir. Rejenerasyon hizini sinir liflerinin tipi, biiylikliigl, sinir kokleri ve
yas gibi bagka nedenlerde etkilemektedir.

Gilinlimiiz  imkanlarnt  ile rejenerasyonun  basarisinin  degerlendirilmesinde,
reinervasyonun Olciilmesi ve fonksiyonlarin geriye donmesine goére karar verilir. Morfolojik
ve fonksiyonel olarak rejenerasyonun basarisi rejenere-reinnerve olan aksonun sayisi, ¢api ve
miyelinizasyonun derecesine baghdir. Her ne kadar basarili bir dejenerasyon-rejenerasyon
stirecinden sonra distal hedef organla tekrar baglanti1 saglanabilmis olsa da rejenere olmus
miyelinli sinirler uzun siire anormal Ozelliklerini devam ettirirler. Bagarili  bir
reinnervasyondan sonra akson tekrar normal kalinligina yaklasir; fakat biiytik sinir liflerindeki
miyelin kiliflar1 akson c¢aplarma gore rolatif olarak ince kalir ve yeni olusan internodal

araliklar kisadir®'>%%

2.2.7 Travmatik Noropati ve Agri

Deneysel olarak olusturulan travmatik sinir hasari sonrasindaki dejenerasyon-
rejenerasyon siirecinde motor ve duyusal (miyelinli, miyelinsiz) sinirlerin gelisiminin
degerlendirilmesi amaciyla ¢esitli testler kullanilmaktadir. Miyelinsiz duyusal sinirlerdeki (C
lifleri) islev degisiklikleri termal plantar test ile degerlendirilebilmektedir. Uluslararast Agri
Arastirmalar1 Dernegi (IASP) Taksonomi Komitesi tarafindan yapilan tanimlamaya gore agri,
“Viicudun belli bir bolgesinden kaynaklanan, doku harabiyetine bagli olan veya olmayan,
kisinin gecmisteki deneyimleriyle de ilgili, hos olmayan emosyonel bir durumdur, davranig
seklidir”. Nosisepsiyon ise; doku hasar1 olusturabilen stimiiliislar ile 6zellikle agrili uyaranlara
kars1 duyarli, sinir sisteminde nosiseptdr denilen reseptorlerde olusturulan bir aktivitedir.
Agr1, nosisepsiyonun algilanmasidir

Nosiseptorlerin ¢ogu 1s1, mekanik ve kimyasal doku hasarini algilayan serbest sinir
uclaridir. Sinir uglart miyelinsiz C lifleri ile miyelinli A-delta liflerinin son uglarindan olusur.
Miyelinli A-delta lifleri hizli ileten liflerdir (20 m/s). Ince uglu forseps ve igne gibi alet
uyarilarina hassastirlar, mekanik uyaranin yani sira az da olsa termal uyaranlara da yanit verir
(Sekil 2.11). C liflerinin iletim hiz1 ise yaklagik 2 m/s' dir. C lifleri polimodal 6zellik

gosterirler, yani sadece asirt sicak ve soguk uyaranlara degil, kimyasal uyaranlara da
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duyarhdirlar. Bu yavas iletimli lifler kiint, yaygin bir agr1 ve hiperestezi (duysal liflerin agrili

uyarana kars1 asir1 duyarliligi) olustururlar.

Adnl olmayan
Mekanik uyan

to higher
canlers

AB fiber
e dorsal
Afdnh i
Wlekanik uyar
Al fiber
S
r
dorsal rool
Adrh Terrmal _ projection
ve kimyasal uyan C fiber neurons
{ gray matter

/ white matter

Sekil 2.11 Agn algilanmasinda rol alan duysal lifler.

Agr1 ve reseptor iliskisi yalnizca uyar1 ve algilama diizeyinde kalmamakta, bir¢cok
cevresel etken isin icine girmektedir. Inflamatuar siirecin bir pargasi olarak, tahrip olan
bolgelerde makrofaj, lenfosit ve mast hiicrelerinden ¢esitli intraselliiler maddeler salgilanir.
Nosiseptif uyarinin kendisi de norojenik bir inflamasyon cevabi olusturarak sinir uclarindan P
maddesi, norokinin A salgilanmasina yol agar. Bu peptidlerin salgilanmasi duyusal ve
sempatik sinir liflerinde uyarilmada degisiklik, vazodilatason, plazma proteinlerinin
ekstravazasyonu ve inflamatuar hiicrelerin ¢esitli kimyasal mediatdrler salgilamasina yol agar.
Bu sekilde potasyum, serotonin, nitrik oksit, siklooksijenaz ve lipoksijenaz yollarindaki
inflamatuar mediatorlerin salgilanmasi yiiksek esik degerdeki nosiseptorleri uyararak periferik
sensitizasyon denen olayr meydana getirirler. Sensitizasyondan sonra diisiik siddetteki
mekanik uyaranlar normalde agriya yol agmazken, agrili olarak algilanmaya baslarlar
(Mekanik allodini). Ayni bicimde hasar bolgesinde termal uyaranlara karst yanitta da artig

meydana gelir (Primer Hiperaljezi).
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2.3 Periferik Sinirlerin Elektriksel Ozellikleri
2.3.1 Uyarilabilirlik ve Aksiyon Potansiyeli

Her hiicre i¢in dinlenim zar potansiyelinin (DZP) kritik bir degeri vardir. Sinir
hiicreleri ¢evresel degisikliklere, hiicre zarlarinin i¢ ve dis yiizeyleri arasinda mevcut olan
elektriksel potansiyel farklarini degistirerek yanit verirler. Bu 6zellige sahip olan hiicreler
(noronlar, kas hiicreleri ve bazi bez hiicreleri gibi) uyarilabilir olarak adlandirilirlar. Sinir ve
kas hiicreleri uygun bir uyaranla uyarildiklarinda DZP de gegici ani bir degisiklik olur. Bu
degisim belirli bir esik degeri asarsa, zar boyunca yayilabilen bu potansiyel degisikligi ile
organlar arasinda hizli bir enformasyon iletimi saglanir. Sinir lifi boyunca iletilen
enformasyonun temel lisan1 olan ve tek bir aksonda kayitlanan bu potansiyel degisikligine
Aksiyon Potansiyeli (AP) adi verilir. Farkli uyarilabilir hiicrelerde, DZP -60 ile -90 mV
arasinda, AP tepe degeri de +20 ile +50 mV arasinda, AP siiresi ise 0,5 ms ile 500 ms
arasinda degisir. Tipik bir periferik sinir aksonunda DZP -70 mV ve AP tepe degeri +30 mV
diizeyindedir' "1,

Akson zari iizerinde bulunan Na'/K' ATPaz pompasi ile pasif (sizint1) kanallari
DZP’ni -70 mV diizeyinde tutarlar. Bagka bir deyisle hiicre i¢i disina gore negatiftir, yani
polarize durumdadir. Negatif dinlenim potansiyelinin; pozitif tepe degerine dogru artmasina
de-polarizasyon, tepe degerinden yeniden negatif potansiyele donmesine re-polarizasyon

denir. Hiperpolarizasyon ise

zar potansiyelinin DZP’den

-+30 o o
daha da negatif degere @Dlnlemm zar potansiyeli
@Stimulus artifakt
diismesidir. (3)Latans
Soma ve dendritlerde - 0 (4)Depolarizasyon
. . s @Repo\arizasyon
olusan postsmaptlk %’ 4 @Hiperpolarizasyon
potansiyellerin toplami; voltaj = (TMutiak refraktsr peryod
o + w g Rb\atif refraktor peryod
bagimli Na  kanallarin yogun 2
j=1
oldugu akson tetikleme (trigger 5 @
zone) bolgesinde, AP’nin 70 l J
. 1
depolarizasyon fazim 3) : 1
baslatacak kadar biiyiik ise, —(D——®
. . Z : ! !
Na’ kanallar1 hizli bir sekilde aman (ms) 2 3 4 5

acilir ve hiicre zarinda Na'  Sekil 2.12 Periferik bir sinirden kayitlanan Aksiyon Potansiyeli
ve evreleri gosterilmistir.
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gecirgenligi artar. Na' elektrokimyasal gradiyentinden dolay1 hiicre igine girer. Bu siireg
kendi kendini besleyen rejeneratif bir siirectir (pozitif geribesleme: agilan Na" kanallarindan
daha fazla Na' hiicre igine girer, zar daha fazla depolarize olur ve bunun sonucunda daha
fazla Na" kanalimin agilir). Bu olay biitin Na’ kanallar1 agilincaya kadar devam eder.
Depolarizasyon fazinda gelisen bu pozitif geri-beslemeli siire¢; Na" kanallarinin inaktivasyon
kapilarmin kapanmasi ve voltaj bagimli K' kanallarinin agilmasi ile engellenir. Na"
kanallarmin inaktive olmasi hiicre icine Na™ girisini durdururken, K~ kanallar1 da K*
iyonlarint hiicre digina atarak hiicre i¢i potansiyeli dinlenim seviyesine dogru ¢eker. Bu
evreye repolarizasyon evresi denir. Inaktive olan Na™ kanallari, dinlenim potansiyeline yakin
bir degere kadar, yeniden agilacak kapali pozisyonlarina gelemezler. K kanallarmin geg
kapanmas1 veya K" ¢ikisinin Na~ girisine gore daha uzun siirmesi nedeni ile zar potansiyeli
dinlenim degerinin de altina diiser. Hiperpolarizasyon olarak adlandirilan bu durum Na'/K"
ATPaz pompasi tarafindan yavas bir sekilde tekrar diizeltilir (Sekil 2.12).

[k AP’nin olusmasindan sonra ikinci bir AP’nin en kuvvetli bir uyaranla bile
olusturulamadigi, evreye mutlak refraktor donem denir. Uygulanan voltaj ne olursa olsun
halen birgok Na' kanali inaktif durumda oldugundan agilamazlar ve AP olusmaz. Bu
donemden hemen sonra ancak ilk uyarandan daha siddetli ikinci bir uyaranla AP olusabilir.
Bu evreye de rélatif refraktor dénem denir (Sekil 2.12)' 134647,

Bir siniri olusturan lifler, gerek cap gerek miyelin kalinlig1 agisindan biiyiik dlgiide
farklilik gosterirler. Tim liflerde iletim mekanizmalar1 birbirine benzese de, yapisal
farkliliklar1 nedeni ile iletim hizi, esik potansiyel gibi iletimle ilgili islevsel parametreler
acisindan birbirinden farklidir. Bir sinir demetinde binlerce miyelinli ve miyelinsiz akson
bulunmaktadir. Sinir demetini olusturan her bir aksonun bireysel AP’ nin katkilar1 ile ortaya

¢ikan elektriksel aktiviteye “Bilesik Aksiyon Potansiyeli” denir (BAP)".

2.3.2 iyon Kanallan

Sinir hiicresi, hiicre i¢in yapisal biitiinliik saglayan ve hiicre-i¢i ve hiicre-dis1 iyonik
ortami diizenleyen hiicre zar1 ile sirlanmustir. Iyon kanallariin hepsi zar1 her iki yonde asan
icsel (integral) proteinlerdir. Sinir hiicre zarlari, diger hiicrelerde oldugu gibi ¢ok sayida
birbirinden farkli iyon kanali tipi icerir. Bunlardan bazilar pasiftir, yani hep agik olan sizinti
kanallaridir buna karsin digerleri aktif kanallar olup voltaj-kapili ve ligand-kapilidirlar. Bu
kanallarin, ve &zellikle voltaj-kapili Na” ve K™ kanallarinin davranisi sinirlerdeki elektriksel

1,2,5,13

olaylar1 agiklar . Periferik sinir sisteminde AP lerin iletilmesinde miyelin yapr oldukga
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onemlidir ve bugiine kadar uygun isaretleyicilerle yapilan ¢aligmalarda AP olusumuna katilan

cok cesitli tipte ve farkli bolgelerde lokalize iyon kanallari ortaya ¢ikarilmistir.

2.3.2.1 Voltaj-kapih Na* Kanallar

Voltaj-kapili Na" kanallar1 bircok uyarilabilir hiicrede AP’ nin baslatilmasindan ve
yayillmasindan sorumludur. Bu kanallar paralitik ve oldiirticii etkileri olan tetrodoksin (TTX)
ve saksitoksin (STX) ile spesifik olarak bloklanabilmekte ve bu iki toksik maddenin
molekiilleri  radyoaktif izotoplarla isaretlenerek birim alandaki Na®  kanallari
sayilabilmektedir. STX baglama yontemi ile daha Once yapilan caligmalarda ranvier
digiimlerinde ki Na* kanal yogunlugu 12000 /um? internodal bélgede ise <25 /um?® olarak
belirtilmis olsa da daha sonra yapilan patch-clamp, voltaj-klamp ve immunohistolojik
¢alismalarda voltaj-kapili Na™ kanallar1 ranvier diigiimlerinde yiiksek yogunlukta 1300 /um?,
miyelin kilif altindaki internodal bolgede ¢ok diisiik yogunlukta bulundugu gozlenmistir (75-
150 /um?®). Miyelinsiz liflerde ise akson zarinda Na® kanallar1 az sayida ve homojen
dagilmustir (110/pm?)>'%134750,

Molekiiler ve genetik arastirmalarda memelilerde en az 10 farkli gen tarafindan
kodlanan voltaj-kapil1 Na' kanali oldugu bildirilmektedir. Bu kanallarin hepsinde bir alfa
iinitesi (4 ayr polipeptid zinciri ve her zincirde 6 transmembran protein bulunur) ve 2 beta
initesinden olugmustur. Alfa iinitesini olusturan aminoasit dizilimi farklilik gosterdiginden
Na' kanallar1 da farklihk gostermektedir. Giiniimiizde Na® kanallart “Nay,x” formati temel
aliarak isimlendirilirler ve simdiye kadar 17 izoformu belirlenmis bu kanallar Na,1 ile Na,9
arasinda adlandirilmistir ™2,

Voltaj-kapili Na" kanal alt tipleri dokularda homojen dagilmamustir. Bazi dokularda alt
tiplerden bazilar1 baskin olarak bulunurken bazi alt tipleri o dokuda hi¢ bulunmamaktadir. Bu
dagilim dokunun elektrofizyolojik ozelliklerini degistirerek dokular, hatta ayni hiicrenin
bolgeleri arasinda farkliliklara yol agmaktadir. Na,1.1, 1.2, 1.3, 1.6 baskin olarak MSS’de
bulunmasina karsin, Na,1.4, 1.5 kalp ve iskelet kaslar1 disinda bulunmamaktadir’'. Gelisimin
erken evrelerinde ve sinir rejenerasyonu sirasinda normal zamanda baskin olarak bulunan
kanal tiplerinin yaninda bagka tip kanallarda ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin Na,1.6 hem PSS
hem de MSS’de ranvier digiimlerinde baskin bulunan kanallardir. Gelisimin erken
donemlerinde ranvier diiglimlerinde baskin bulunan kanal tipi Na,l1.2 olup maturasyonla
yerini Na,1.6 ya birakir, ayn1 sekilde miyelin hasar1 sonrasinda Na,1.2 tipi baskin hale gecer
ve rejenerasyonun ilerlemesi ile Na,1.6 tekrar baskin hale ge¢meye baglar. Ayrica

dejenerasyon-rejenerasyon siirecinde ranvier diigiimlerindeki Na' kanal yogunlugu azalarak
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(25 /um®) akson boyunca dagilmaktadir. Miyelin kilifin tam olarak tekrar olusmasi ile tekrar

diigiimlerdeki yerini almaktadirlar™.

2.3.2.2 Yavas Na* Akimlar1 ve Gecikmis Depolarizasyon

DRG ve kutandz duyusal sinir liflerinde (sural sinir) yapilan ¢aligmalarda farmakolojik
ve kinetik olarak birbirinden farkli olan en az 3 tip Na' kanal akimlar1 (hizli ve yavas)
gosterilmistir.  4-Ap hizli  kinetikli
voltaj-kapili K* kanallarin1 bloklamak
icin kullanilmaktadir ve 4-Ap etkisinde 10 mv
birakilan  bazi  sinirlerde  aksiyon
potansiyelini takiben bazi 1ome
depolarizasyonlar ortaya ¢ikmaktadir | —

(Sekil  2.13). Buna  gecikmis U o+ T —

depolarizasyon adi verilmistir. Bu [
20 mV

durum ilk defa sural sinirde miyelinli ’
kutandz afferent ndronlarin goévde ve [

. .. i 10 ms
aksonlarinda  belirlenmistir,  ancak I

ventral rotlarda, motor aksonlarda ve ‘

kas  afferent  liflerde  gecikmis J \/I___:“ —_—
depolarizasyonlar gorilmemektedir. Sekil 2.13 Saglam sinirlerden kayitlanan aksiyon

Daha sonraki calismalarda gecikmis potansiyelleri ve gecikmis depolarizasyonlar. A) 4-Ap
. o sonrast  Sural sinirden, B) Tibial sinirden
depolarizasyonlarin nedeninin yavas kaydedilmistir (¢ift yonlii ok).

kinetikli Na® kanallaridan

360 Yavas kinetikli Na® kanal akimlarindan kaynaklanan

kaynaklandig1r anlagilmistir
gecikmis depolarizasyon (delayed depolarization: del-dep), sinir rejenerasyonunun ilerlemesi
ile genliginde bir diisme gozlenir. Del-dep genliginin BAP genligine orani (Del-dep/BAP)

miyelinizasyonun bir gdstergesi olarak kabul edilir.

2.3.2.3 Voltaj-kapih K" Kanallar

Memeli miyelinli aksonlarin K kanal organizasyonunu belirlemek icin ligand ve
morfolojik isaretleyicilerle yapilan bir dizi elektrofizyolojik calismalar ile gesitli tipte K'
kanalinin varlig1 gosterilmistir. Hizli aktive olan K' kanallarmi bloklayan 4-Ap ve yavas

kinetikli K kanallarim bloklayan TEA adli farmakolojik ajanlar bu calismalarda oldukga
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yararlt olmustur. Daha Onceki calismalarda AP’nin repolarizasyon evresinde rol alan ve
sadece TEA tarafindan bloklanan tek tip K kanalinin varlig: kabul edilirdi*’.

Kinetik olarak hizli olan 4-Ap duyarli K’ kanallar1 internodal (juxtraparanodal)
dagilim gosterirler. Deneysel olarak demiyelinize veya rejenerasyonunu tam olarak heniiz
tamamlamamis aksonlar {izerine 4-Ap ile yapilan deneyler; 4-Ap’nin AP’nin siiresi iizerine
etkisinin miyelin tabakanin tekrar olusmasindan sonraki etkisinden ¢ok daha biiyiik oldugunu
gostermistir’’. Bu bulgu 4-Ap duyarli ve hizli kinetik gdsteren K* kanallarimin internodal
lokalizasyon gosterdigi veya miyelin kilif tarafindan Ortiildiigiiniin 6nemli bir kaniti
saytlmustir (Sekil 2.13). Ozetle sdylemek gerekirse, miyelin tabaka olustuk¢a 4-Ap’ ye olan

duyarlilik azalmaktadir bu da miyelinizasyonun gelistiginin bir gostergesidir.

KCNQ (Kv.7)

4 JPN 4t en M RD t

Sekil 2.14 Miyelinli bir aksonda Na“ ve K" kanallarinin lokalizasyonu sematize edilmistir.
RD: Ranvier Diigiimii, PN: Paranod, JPN: Jukstraparanod.

Yavas kinetik gosteren, TEA duyarli K kanallar ise ranvier diigiimlerinde yogun
olarak bulunurlar. Bu kanallar tek bir AP sonrasinda sadece repolarizasyona katkida
bulunmakla kalmaz uzamis depolarizasyonla da aktive olurlar. Miyelinli sinir liflerindeki
yavas K kanallariin sorumlu oldugu AP sonrasinda ortaya ¢ikan hiperpolarize edici ard
potansiyeller (HAP) TEA duyarlidir. Sinir liflerinin yiiksek frekansli uyarimlarinda TEA
duyarli K kanallar1 aktive olur. Bu kanallarin bloklanmasi, bazi liflerin yiiksek frekansl
uyarimlar sonrasinda repetitif atesleme egilimlerinin artigini gostermistir. Sonug olarak yavas
K" kanallarinin, yiiksek frekansli iletimin diizenlenmesinde katki sagladigi goriisii ileri
stiriilmiistiir™’.

Sinir demetlerinin yiiksek uyarim frekanslar1 ile uyarilmasinin (100 Hz gibi)
HAP’larin ortaya ¢ikmasina neden oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir. HAP 1n yiiksek
frekanshi uyarimlara karsi sinirin kendisini koruma veya uyum i¢in gelistirdigi bir olusum

oldugu diisiiniilmekte, fakat altinda yatan mekanizma i¢in farkli goriisler ortaya
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siiriilmektedir. HAP olusumuna Na’/K™ ATPaz pompasinin katkis1 gz ardi edilmezken,
yavas K~ kanallarinin, Na™-bagimli K iletiminin ve Ca™ aktive olan K kanallarmin da bu

olusuma katki saglayabilecegi ileri siiriilmektedir*-*+*5¢.

2.4 Manyetik Alan

2.4.1 Genel Bilgi

Icerisinden elektrik akimi gecen bir iletkenin etrafinda elektromanyetik alan (EMA)
meydana gelir. Glinlimiizde EMA olusturan kaynaklar arasinda radarlar, mobil telefonlar,
radyo ve televizyon vericileri, tibbi ve endiistriyel uygulamalarda kullanilan gesitli aletler,
yliksek gerilim hatlari, mikrodalga firinlar, elektrikli ev aletleri bulunmaktadir. EMA’lar
madde i¢ine niifuz edip cismi olusturan atom ya da molekiillerden elektron koparabilme
yeteneklerine gore iyonlastiric1 ve iyonlastirici olmayan veya siddeti zamanla degismiyorsa
DC manyetik alan, degisiyorsa AC manyetik alan olarak tanimlanabilir. EMA’ nin birimi
gauss (G) veya tesladir (T). EMA’lar 0 Hz ile 10** Hz arasinda ¢ok genis bir frekans araligina
sahiptir. Bu genis spektrum araligindaki EMA’mn sadece 0 ile 300 Hz arasindaki ¢ok diisiik
siddetteki (ELF: Extremely Low Frequiences) EMA’lar tedavi amacl kullanilmaktadir. Bu tiir
calismalarda genellikle puls trenleri seklinde (akimin siddeti ve siiresi ayarlanmak suretiyle)
EMA uygulanmaktadir (t-PEMA). Bu 6zelliklere sahip PEMA’lar i¢inde demir ¢ekirdek olan
bobinler, selonoidler veya bir ¢ift Heltmoltz halkasindan AC akim gegirilerek deneysel olarak

meydana getirilir.

2.4.2 PEMA’nmn Sinir Rejenerasyonuna Olasi Etkileri

Cok diisiik frekanslh elektromanyetik alanlarin biyolojik sistemler iizerindeki etkileri
son yillarda ilizerinde olduk¢a durulan bir konu olmustur. Buna ragmen tartigsmalarin devam
etmesinin en dnemli nedeni bu alanlarin canli organizmalarla olan etkilesiminin hiicre ve

doku diizeyindeki mekanizmasmin heniiz tam belirlenememis olmasidir®"-®*

. Bir¢ok temel
calismada PEMA’nin; endokrin ve immiin sistemi etkileyerek sinir rejenerasyonunu
arttirabilecegi goriisii ileri siirlilmiistiir. PEMA’in bu tedavi edici etkisinin altinda yatan
mekanizmay1 da su sekilde acgiklamaya c¢alismiglardir: PEMA uygulamasi; 16kosit, sitokin,
bliyime faktorleri, osteoblastlar gibi hiicre ve molekiillerin performansini etkileyerek
yaptigini, diger bir goriise gore de PEMA’nin  hiicre endotel duvarinda
vazokonstriksiyon/vazodilatasyon yaparak, fagositik aktiviteyi, hiicre proliferasyonunu ve

hiicresel iletisimi etkileyerek iyilesmeyi hizlandirdigini ileri stirmiislerdir® %,
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Literatiirde sicanlarda yapilan ezilme tipi yaralanma sonrasinda PEMA uygulamasinin
siyatik sinir rejenerasyonunu ve fonksiyonel geri doniisii %22 oraninda hizlandirdig1 gésteren

65.66,68
calismalar vardir’ ™™

. Bir diger ¢alismada ise siyatik sinir kesisi yapilan siganlara, PEMA
uygulamasi sonucu ilk 6-72 saat iginde NGF ve benzeri tropik faktorlerin seviyesinin arttig

boylelikle rejenerasyonu hizlandirabilecegi ileri stiriilmiistiir®’.

2.5 Clodronate ve Spesifik Makrofaj Baskilanmasi

Yaralanma sonrasi (sinir ezilmesi-crush, diyabet, basi-travma vb) hasar gormiis sinir
demeti ile yerlesik makrofajlar ve kan yoluyla gelen sistemik makrofajlar arasinda aktif
iletisim meydana gelir. Makrofajlar ve schwann hiicreleri dejenere olan aksonlar1 ve miyelin
tabakasini 1-2 hafta igerisinde fagosite ederek ortadan kaldirirlar. Daha 6nce yapilan bir¢ok
calismada PEMA’nin rejenerasyonu hizlandirmasinin altinda yatan olasi sebebin immiin
sistemi aktive ederek makrofaj aktivitesini arttirmasi oldugu goriisii ileri siiriilmiistiir. Bu
hipotezi test edebilmek i¢in calismamizda makrofajlara 6zgii baskilayici bir ajan olan lipozom
ile kaplanmis Clodronate’in (LEC: Liposome Encapsulated Clodronate) periferik sinir hasari
sonrasi rejenerasyon siirecine etkisinin aragtirtlmasi amaglandi. LEC periferal makrofajlarin

sayisini azaltirken diger hiicreleri etkilememektedir (Sekil 2.1 5)%.

Hidrofilik ug

Hidrofobik ug

Lipozom Kapsiil

Sekil 2.15 A) Fosfolipidlerden Lipozomun olusumu. B) Clodronate’in lipozom kapsiile hapsedilmesi
ve  makrofaj tarafindan  fagosite  edilmesi  sonucu  hiicre  apoptozisi.  Cizimler
http://www.clodronateliposomes.org/ adresinden alintidir. N: Makrofajin ¢ekirdegi; L: Lizozom.

2.5.1 Clodranate’in Lipozomla Kaplanmasi (LEC)
Lipozomlar, iki sirali (bilayer) fosfolipit (6r. Phosphatidylcholine) molekiillerinden

yapay olarak olusturulan tek veya ¢ok katmanli, c¢aplar1 1-10 um arasinda degisen
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kiireciklerdir. Lipozom kiireciklerinin i¢ ve dig ortamlart su molekiilleri tarafindan sarili
durumdadir (Sekil 2.15). Hidrofilik molekiillerin (6r Clodranate gibi) sulu ¢ozeltileri ve
fosfolipit molekiilleri aym1 ortamda bulundugunda olusan lipozom kesecikleri i¢inde ilgili
molekiil de hapsolur (enkapsulasyon). Lipozom kesecikleri hiicre i¢ine endositoz yolu ile
aliir ve lizozomal fosfolipazlar tarafindan pargalanir. Bu sirada lipozom kesecikleri i¢indeki
molekiiller de hiicre i¢ine salinir. Bu sekilde, hiicre zarindan gecemeyen veya hiicreler
tarafindan alinmayan molekiiller lipozomlar araciligi ile hiicre i¢ine taginmis olur (Sekil

2.15)%7,
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Deney Hayvanlar: ve Deney Gruplari

Calismalarimizda, Cukurova Universitesi Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve
Uygulama Merkezi tarafindan (TIBDAM) iiretilen ve 8 haftaliktan biiyiik, agirliklar1 220-260
gram arasinda olan 111 adet Wistar tiirii erkek sican kullanildi. Sicanlar standart kafeslerde
serbestce beslendi, gece-giindiiz ritmi, ortam 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik olacak
sekilde aydinlatilarak saglandi ve ortam sicakligi 22-25 °C, rolatif nemi % 40-60 olacak
sekilde tutuldu.

Cizelge 3.1 Deney gruplari. Elektrofizyolojik deneylerde 66 adet sigan kullanildi. Histolojik
caligmalarda ise 45 adet sigan kullanildi. Fonksiyon testleri (FT), elektrofizyoloji ve histoloji deneylerinde
kullanilan hayvanlarda yapildigi i¢in ek hayvan kullanilmadi. Tiim deneylerde toplam 111 adet sigan

kullanildi.

Elektrofizyoloji FT Histoloji
Tibial Sural Tibial Sural Siyatik
Saglam | Ezilme | Saglam Ezilme Saglam | Ezilme | Saglam | Ezilme | Saglam | Ezilme
[
kS 10 - 10* - 4 - 4* - 2
2
Ezilme T* 7 T* 7 4* 4 4* 4 2
&£ | PMA 7* 7 7* 7 4 4 4 4 2
= LEC T* 7 T* 7 4* 4 4* 4 2
KOM T* 7 T* 7 4* 4 4* 4 2
Ezilme T* 7 T* 7 4* 4 4* 4 2
£ | PMA 7* 7 7* 7 4+ 4 4 4 2
S | LEC 7 7 7* 7 4 4 4 4 2
KOM T* 7 T* 7 4* 4 4* 4 2

Deney hayvanlar1 6ncelikle kontrol, 2. ve 4. hafta grubu olmak iizere 3 ana gruba
ayrildi. Kontrol grubu hayvanlarina hi¢bir uygulama yapilmadi. 2. ve 4. hafta grubu olan
sicanlar kendi iginde 4 farkli gruba (Ezilme, PMA, LEC ve Kombine grup) ayrilarak sag
siyatik sinirleri standart bir fine forceps yardimiyla ezilerek ezilme tipi (crush) travmatik
monondropati modeli olusturuldu (Cizelge 3.1). Sol bacak siyatik sinirlerinde higbir cerrahi
girisim yapilmadan kontrol amacl birakildi. Tiim gruplardaki sigcanlar i{izerinde belirlenen
deney giinlerinde elektrofizyolojik, fonksiyon, ve histolojik testler yapildi. Sukroz-gap
yontemi ile sag siyatik sinirleri ezilmis si¢anlarin tibial ve sural sinirlerinde tonik ve fazik
BAP kayitlar1 alindiktan sonra, dnce 4-Ap (2 mM) sonra TEA (10 mM) uygulamasi yapilip
BAP kayitlar1 tekrar ayni protokolle alindi.
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3.2 Cerrahi Yontemler
3.2.1 Travmatik Noropati olusturma yontemi (Ezilme-Crush)

Deney hayvanlarinin sag bacak siyatik sinirlerinde cerrahi islemler aseptik sartlarda
gerceklestirildi. Siganlar, intraperitonal olarak Ketamin (60 mg/kg), Xylazine (7,5 mg/kg)
verilerek anestezi edildikten sonra, siyatik sinir orta uyluk diizeyinde (popliteal fossa)
yaklagik 1 cm lik bir kesi ile ortaya ¢ikarildi ve siyatik sinir, standart bir fine forseps
kullanilarak 30 saniye siire ile ezildi (Sekil 3.1). Daha sonra, kesi 4,0 propilen siitur
kullanilarak kapatildi. Cerrahi operasyon sonrasi deney gruplar1 2-4 hafta siire i¢in iyilesmeye

birakildi.

Siyatik sinir

Cerrahi
inzisyon

Sekil 3.1 Travmatik deneysel néropati olusturma yontemi. Yaklasik 1 cm’lik cerrahi inzisyon ile
ortaya cikarilan siyatik sinir, standart bir fine forseps kullanilarak 30 saniye siire ile
ezilmektedir. Operasyon sonrast Post-operasyon odasina alinan hayvanlar deney giinlerine
kadar klimatize edilmis uygun yasam ortaminda birakildi.
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3.2.2 Lokal Clodronate (LEC) Uygulamasi Icin Cerrahi Girisim
Ezilme sonrasi yara bdlgesi

kapatilmadan kiint diseksiyonla deri

Siliken
Rzzerwarl

altina (subkutan) hacmi 150 pl olan
silikon rezervuar yerlestirildi ve
medikal tip (Medical Adhesive Type

A) silikon yapistirict kullanilarak ~ Peronedl
Silik
Katefer
5, Mikro delikler

kateter monte edildi. Rezervuara Sural

Tibial

4
&
* 2
a
-
o 2o
- -
LI
.®
-ty
“m
]
| Siitur ile kasa
| sabitleme

Siyatik

monte edilmis bu kateter, tam olarak

ezilme bolgesi iizerine, absorbe

Crush (ezilme)
balgesi

edilen cerrahi ipliklerle (10,0 veya

9,0) sabitlendi. En sonunda yara
bolgesi 4.0 propilen cerrahi iplikle

kapatild1 (Sekil 3.2). Sekil 3.2 Lokal lipozom kapli clodranate (LEC) uygulamasi
icin cerrahi girisim yontemi. Rezervuar kiint diseksiyonla
subkutan olarak yerlestirilmektedir

3.3 Elektrofizyolojik Kayitlarin Alinmasi

3.3.1 Sukroz-gap Yontemi ile BAP kayitlarinin Alinmasi

Deneylerde, bilesik sinir aksiyon potansiyellerinin (BAP) o6l¢limiinde bir in-vitro
elektrofizyolojik teknik olan sukroz-gap teknigi ve sistemi kullanildi. Bu sistem preperatin
konuldugu sukroz-gap kutusu, perflizyon sistemi, agar kopriiliic Ag/AgCl elektrotlar, ytliksek
giris empedansli amplifikator, stimiilator, stimulus izolasyon finitesi (SIU), stimiilator
programmer, osiloskoptan olusturulmustur (Sekil 3.4). Sukroz-gap kutusunda, perfiizyon
yapilabilen dort havuzcuk bulunmaktadir. Uyar1 havuzcugunda normal Krebs iginde bir ¢ift
platin uyari elektrodu, test havuzcugunda Krebs veya test ¢ozeltisi, sukroz havuzcugunda
izotonik sukroz ve KCl havuzcugunda ise izotonik KCI bulunmaktadir. Cozeltiler dakikada 1-
2 mL hizla perfiize edildiler. Si¢an siyatik siniri, sukroz-gap aparatinin tiim havuzcuklarindan
gececek ve sinirin ezilmis kismi test havuzcuguna gelecek sekilde yerlestirildikten sonra
havuzcuklar vazelin-silikon karigimi ile birbirinden izole edildiler. Test ve KCl havuzcuklari
arasindaki potansiyel farki bu havuzcuklara daldirilmis agar-jel kopriilii Ag/AgCl elektrotlarla
olctldii (Sekil 3.3).

(Calismalarda agirliklart 220-260 gram arasinda olan Wistar tiirli erkek sicanlardan

cikarilan siyatik sinir demetlerinin distal dallar1 olan Sural ve Tibial sinirler kullanildi.
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Sinirlerin dig kiliflar1 (epineurium) %95 O, + %5 CO, gaz karisimi ile gazlandirilan
krebs i¢inde desheat edildi ve Kreb’s igerisinde 30 dak bekletildi ve daha sonra sukroz-gap
kutusuna yerlestirilerek, 30 dak siiresince sinirlerin dengeye gelmesi beklendi. Ilag

uygulamasi ve kayitlarin alinmasi sinirlerin dengeye gelmesinden sonra yapildi.

Kaytlayic
AgragCl Stimulatar
Elek-truﬂar Programlayici
Amplifikator
||=’
=l ﬁ
I I I ] |stimulatsr
EN
\—‘ !
4
e\ ;
— . l,r"r S Uyarici
Bilgizayar Iy N Platin
A * Elektrotlar

=</ TP

maddesi * !
a J,-’ l l| % Ezime bilgesi
lelal_r-f KCl Sukroz Krebs Krebs
& &
Sural sinir iIEH;

Sekil 3.3 Sukroz-gap kayit sistemi: Sukroz-gap kutusu, programlayici-stimiilator-stimulus yalitma
birimi, uyarici ve kayitlayici elektrotlar ile veri toplama sistemi ve bilgisayardan olugmaktadir.
Sukroz-gap kutusundaki dort havuzcuk birbirinden yalitilmistir ve KCl, Sukroz ve Test ¢ozeltilerinin
bulundugu havuzcuklar perfiize edilmektedir.

Sinirler, 0,05 ms siireli supramaksimal elektriksel pulslar ile uyarilarak bilesik sinir
aksiyon potansiyelleri (BAP) kayitlandi. Tonik uyarilar dakikada 1 uyar1 (1 uyari/dak.) ve
fazik uyarilar (10, 40 ve 100 Hz frekansli, 20 pulstan olusan puls trenleri) ile yapildi. BAP
larin  bilgisayara aktarilmasinda Biopac MP150 data acqusition sistemi, kayitlarin

Olciilmesinde ise AcqKnowledge 3.8.2 yazilimi kullanildi (Sekil 3.4 ve 5).

Tonik uyanlar Fazik uyanlar
1idak. 10 Hz 40 Hz 100 Hz
30 dak.

Sekil 3.4 Tonik ve Fazik uyar1 protokolii.
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3.3.1.1 Tonik Ol¢iim ve Degerlendirilen Parametreler

Tonik 6l¢iimlerde BAP genligi (mV), Latans (ms), YS; Yiikselme Siiresi (ms), /2 DS;

Yari-Diisme Siiresi (ms) ve 4-Ap uygulamasi sonrasi ortaya ¢ikan gecikmis depolarizasyon

genligi V-dd (mV) 6l¢iilen parametrelerdir (Sekil 3.5).

&

Genlik

4-Ap uygulamasimdan sonra olusan
‘ gecikmis depolarizasyon

Kontrol

Vi

r

1/2 Y-Gen

¢ Latans

Yiilcselme siiresi

...........................................

—l

=Eh Sy

Sekil 3.5 BAP genlik, Yiikselme siiresi, /2 Yari-siire ve gecikmis depolarizasyonlarin genligi 6l¢iildii.

3.3.1.2 Fazik Ol¢iim ve

Degerlendirilen Parametreler

4-Ap ve TEA uygulamasi Oncesinde
alinan tonik ve fazik BAP kayitlar1 kontrol
olarak kabul edildi. Ilag uygulamasi
sonrasinda ayni protokolle kayitlanan BAP’
lar, ilag Oncesinde kayitlanan kontrol
kayitlarina gore degerlendirildi. Genellikle
yliksek uyarim frekanslarinda (6zellikle 40
ve 100 Hz) goriilen Hiperpolarize edici Ard
Potansiyellerin (HAP) genlik (V-pap) ve

stireleri (T-gap) degerlendirildi (Sekil 3.5, 6).

30

5 mv

|— 500 ms

RN
40 Hz

1 V-nap

100 Hz

T-HAP
Sekil 3.6 Ozellikle yiiksek uyar1 frekanslarinda (40

ve 100 Hz’lerde) ortaya ¢ikan HAP aktivitesi ve
Olciilen parametreleri.



J _ _

Kontrol-tanik 4-Ap sonrasi-tonik TEA sonrasi-tonik

10 mV

250 ms

i

L WK

Keontrol-100 Hz 4-Ap sonrasi-100 Hz TEA sonrasi-100 Hz

Sekil 3.7 Tonik ve fazik uyarim frekanslarinin BAP genligi lizerine etkisini tanimlamak amaciyla
kullanilan 6rnek kayitlar. 4-Ap ve TEA oncesi kayitlanan tonik ve fazik BAP’lar kontrol olarak kabul
edildi. Ilag uygulamasindan sonra kayitlanan BAP’lar ile karsilagtirilarak BAP genliklerinde kontrollere
gore % diisme tonik blok (iist resimdeki oklar), fazik uyarmalar sirasinda BAP genliklerindeki diisme
ise fazik blok olarak tanimland (alt resimdeki oklar).

3.3.1.3 Ilaclar ve Cozeltiler

Deneylerde kullanilan ¢ozeltiler (mM olarak): Krebs; 124,0 NaCl, 3,0 KCI, 1,3
NaH,POs, 2,0 MgCl,, 2,0 CaCl,, 26,0 NaHCOs ve 10,0 dekstroz. KCI ¢ozeltisi; 120,0 KCl,
7,0 NaCl, 1,3 NaH,POy, 2,0 MgCl,, 26,0 NaHCOs ve 10,0 dekstroz. izotonik sukroz; 320 mM
sukroz. Cozeltilerin hazirlanmasinda deiyonize-bidistile su kullanildi ve gerektiginde
¢ozeltiler pH 7,4 olacak sekilde ayarlandi. Ayrica, hizli kinetik gosteren K kanallarinin
bloklanmasi amaciyla 2mM 4-Aminopyridine (4-Ap) ile yavas kinetik gosteren kanallar i¢in
10 mM TEA (2 mM 4-Ap ile beraber kiimiilatif uygulandi) kullanildi. Cozeltiler %95 O, ve
%35 CO; ile gazlandirildi ve 1-2 ml/dak hizla sukroz-gap kutusunda perfiize edildi. Deneyler
22-25 °C sicaklikta yiiriitiildii.
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3.4 Manyetik Alan Uygulama Sistemi

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dalinda bulunan “Pulslu

Manyetik Alan (PMA) Uygulama Sistemi”nin fotografi Sekil 3.8’da goriilmektedir. Manyetik

alan sistemi “ILFA elektronik Sanayi ve Ticaret Ltd Sti-Adana/Tirkiye” tarafindan 6zel

olarak tasarimlandi ve imal edildi. Sistem,
sinyal jeneratorii, puls

Helmbholtz

programmer ve

halkalarindan  olugmaktadir.
Sinyal jeneratorii, genisligi ve yiiksekligi
ayarlanabilen, yliksek siddette dikdortgen
seklinde, tek yonlii-pozitif voltaj pulslar
verebilmektedir. Puls

jeneratorii, “puls

programmer” ile kontrol edilmekte ve puls

jeneratoriinden  belirlenen  silirelerde  ve
frekanslarda puls trenleri elde
edilebilmektedir. Helmholtz halkalarindan

gecen akimin siddeti, puls jeneratOriiniin

cikisina  seri  baglanmis R=0,1 ohm

biiytikliigiinde bir direng iizerinde diisen
voltajdan hesaplanmaktadir. Akimin sekli ve
ile bu direngten

stiresi  osiloskop

gbzlenebilmekte ve dlciilebilmektedir.

Sekil 3.8 Pulslu manyetik alan uygulama kabini
ve sistemi

Helmholtz halkalari, kalinligr d=1,3 mm (18 gauge) olan bakir telden yapildi. Her bir

halkanin ¢ap1 2r = 60 cm ve sarim sayis1t N=100 diir; halkalar, merkezler ayn1 ¢izgi lizerinde

olacak sekilde bir birinden yarigap (r = 30 cm) kadar uzaga yerlestirildi. Helmholtz halkalar

icindeki manyetik alanin yonii dikey-yukari olacak sekilde devreden akim gegirildi ve

topraklanmis bir Faraday kafesi i¢ine yerlestirildi.
Hall effect problu (Sypris-F.W.Bell Model 6010 Hall Effect Gauss/Tesla Meter)

Gaussmetre ve search coil ile Helmholtz halkalar1 arasindaki manyetik alanin, iki halka

arasindaki orta noktadan itibaren + r/4 = £ 15 cm uzaklhigindaki bir bolgede uzaysal olarak

%95 oraninda sabit oldugu belirlendi. Bu bdlgeye boyutlar1t W:30xD:30xH:20 c¢cm olan sigan

kab1 (rat restrainer) yerlestirildi. Bu nedenle si¢anlar yukari-dikey yonlii diizgiin bir manyetik

alan etkisinde birakildilar.
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3.4.1 Manyetik Alan Uygulama Protokolii

Deney hayvanlar1 uygulama siiresince, diizenli olarak her giin, ayni1 saatte, ayni kisi
tarafindan ayni kosullarda 60 dakika siiresince genisligi 0,5 ms ve siddeti 1,5 mT olan puls
trenleri seklindeki manyetik alan (trenlenmis-pulslu elektromanyetik alan, t-PEMA) etkisinde
birakildilar. Uygulama her biri 12 dakika siiren puls tren setinin ardisik 3 kez tekrarlanmasi
seklinde yapildi. Her puls treni setinde ardisik 4 adet farkli frekanshi alt puls treni (1 Hz, 10
Hz, 20 Hz ve 40 Hz) bulunmaktadir, her bir alt puls treninin siiresi 4 dakikadir ve alt puls
trenleri arasinda 1 dakikalik susma siiresi bulunmaktadir.

Sicanlar deney siiresince her giin ayni saatlerde pleksiglas bir kutu igerisine, en fazla 4
adet olacak sekilde, Helmholtz halkalarinin orta yerine konularak PEMA uygulamasi yapildi
(Sekil 3.10).

| t— & dakika—m! |— 4 dakika—ml | e— & dakika —»! | — 4 dakika—ml

I | | ‘ | Susma saresi= | dakika i u U | Swsma sdresi= 1 dakika U U | Susma siresi= | dakika | IJ |J I Susma simesi= | dakika
b

IREH 1 IREN 2 IREN3 TIRENA
Puls soresi =05 ms Puly siresi =05 ms Puly steesi =05 ms Puls sgresi =05 ms
Fuls kekansi= 1 He Puls Trekansi= 10 He Puls frekans:= 20 Hz Fuls bekany = &0 Hz
Puls sayisi = 240 Puls sayisi = 2400 Puls saymi = 4800 Puls sayiss = 9600
< DONGD SAYIS =3 “

Sekil 3.9 Pulslu manyetik alan uygulama protokolii. PMA gii¢ kaynagindan dikdortgen seklinde voltaj
pulslar1 ¢ikmaktadir.

Helmholiz cift hobinleri

giic kaynag1
Faraday
kafesi

Sekil 3.10 PMA uygulama sistemi sematize olarak gosterilmektedir. PMA faraday kafesi
icerisinde bulunan (60 cm ¢ap, 100 sarim, 18 gauge bakir tel) bir ¢ift helmholtz bobininden
elde edildi. 4 adet sican helmholtz halkalarinin orta yerine konularak deney siirecinde PMA
uygulamasi yapildi.
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3.5 Termal Plantar Testi

Bu yontem ile herhangi bir kisitlama olmadan serbestge hareket edebilen siganlarin
arka pengelerine, deride herhangi bir hasar olusturmadan agr1 hissi olusturan termal bir uyari
verildi. Verilen (uygulanan) termal bir uyar1 sonrasinda hayvanin (refleks yanit), pengesini
uyarandan geri ¢ekme stiresi olgiildii (PWL: Paw Withdrawal Latency). Cerrahi operasyon
oncesi deney hayvanlar1 2 hafta 6nceden post operasyon odasina aligmalari i¢in alindi. Ayrica
deneylere baslamadan Once ortama uyum saglamalart i¢in siganlar yaklasik 15 dakika,
sicakligir 30°C’de sabitlenmis cam tabanli plastik odaciklarda bekletildi (Sekil 3.11).

Sicanlar, “Ugo Basile Thermal Plantar™ Analgesia Instrument” firmasina ait sistem
ile, arka pengelerinin tabanindan termal olarak (bir kizil6tesi 151k kaynagi ile) uyarildi. Cam
tabakanin altinda bulunan hareketli tutucudaki radyan 1s1 kaynagi (8 V- 50 W halojen ampul),
hayvanin arka pengesinin plantar bolgesinin orta kismina termal uyariyr vermek {iizere
yerlestirildi (Sekil 3.11). Sican agriy1 hissedip ayagini ¢ektiginde, bir fotosel yansiyan 1sik
demetindeki kesintiyi dedekte ederek I.R. jeneratoriin otomatik olarak kapanmasini ve zaman
sayacint durdurarak gecikme zamaninin (latans) belirlenmesini saglar. Bu yontemde, gecikme
zamani 0,1 s kesinlikte Olciilebilmektedir. Maksimum uyarim siiresi (cut off time) hayvanin
ayak tabaninda bir hasara yol agmamasi igin 25 s olarak tutulmaktadir. Ardigik uyarilar arasi

en az 3 dakika beklendi.

Termal

Sekil 3.11 Termal plantar test sistemi. Govde, si¢anlarin kondugu cam tabaka ve bunun altinda bir
kolla istenen konuma hareket ettirilebilen termal radyan kaynagindan olusur. Zaman Slgme sistemi
radyant enerjinin uygulanmaya baglamasi ve sicanin pengesini ¢ekmesi arasindaki siireyi olger. Isitic
sicanlarin bulundugu cam plakanin ayarlanan sicaklikta kalmasini saglar.

3.6 Clodronate’nin Lipozomla Kaplanmasi (LEC Hazirlanmasi)
Makrofajlar1 spesifik olarak baskilamak amaciyla kullanilan mannozlu (p-amino-

phenyl-a-mannopyranoside) lipozom ve lipozom kesecikleri icine enkapsiile edilen
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dichloramethylene-bisphosphanate (CLLMBP veya diger adiyla chlodronate/chlodronic acid)
hazirlanmasi, Van Roojen ve Sanders (1994) ve Umezawa (1988) tarafindan gelistirilmis olan
protokollere gére yapildi. LEC, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Su
Uriinleri Fakiiltesi laboratuvarlarinda hazirlandi. Her iki arastirmacinin yontemleri esas
alinarak lipozom enkapsiile chlodronate (LEC) hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar, stok
sollisyonlar, sarf malzemeleri ve izlenen yontem asagida verildi (laboratuar kosullarina gore

gerektigi yerlerde uygulamalar kismen degistirildi):

3.6.1 LEC Hazirlanmasinda Kullanilan Kimyasallar ve Malzemeler

Phosphatidylcholine (egg lecitin) (Sigma), kloroform iginde 100 mg/ml olacak
sekilde hazirlandi ve —20° C’de sakland.

Cholesterol (Sigma), kloroform i¢inde 0,5 mg/ml olacak sekilde hazirland1 ve —20°
C’de saklandu.

Chlodronate (CI,MBP) (Sigma), bidistile su i¢inde 0,3 gr/ml olacak sekilde hazirland1
ve —20° C’de saklandi.

Mannopyranoside (Sigma), methanol i¢inde 2 mg/ml olacak sekilde hazirlandi ve —
20° C’de saklandi.

Chloroform (Merck)

Methanol (Merck)

PBS (Phosphate Buffer Solution) pH 7,4 (Sigma)

Yuvarlak tabanli 500 ml’lik flasklar

Pastor pipeti (pamuk tikaglt ve firinlanmais)

50 ml’lik steril tiipler

15 mD’lik steril tlipler

Enjektorler (2, 5 ve 10 m1’lik)

Steril Filtre, S1v1 azot

3.6.2 LEC Hazirlama Yontemi

1. Yuvarlak tabanli 500 ml’lik bir flask i¢ine, stok soliisyonundan; 10 ml
phosphatidylcholine, 1 ml cholesterol ve 38 ml mannopyranoside ilave edilerek oda
sicakliginda yaklasik 10 dakika karistirildi.

2. Bos lipozom olarak (kontrol) kullanilacak miktar baska bir flaska ayrildi (bu
calismada sollisyonun 10 ml’si bos lipozom, 39 ml’si ise chlodronate enkapsiilasyonu i¢in

ayrildi).
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3. Her iki flaskda rotary evaporatore takilarak kloroform fazi uguruldu (oda
sicakliginda, 150 rpm’de). Islem sonunda flasklarin yiizeyinde siit beyaz1 renginde fosfolipit
tabakasi olustugu goézlendi.

4. Kontrol olarak kullanilacak olan flasktaki Fosfolipit tabakasi {izerine 10 ml PBS,
digerine ise 10 ml chlodronate soliisyonu ilave edildi ve oda sicakliginda 10 dakika siireyle
yavas bir sekilde dondiiriilerek ¢6ziinmesi saglandi.

5. Soliisyonlar steril pastor pipeti kullanilarak flasklardan alindi, 50 ml’lik tiiplerde
topland1 ve azot gazi ortaminda 1,5 saat bekletildi (lipit tabakasi ilave edilen sivilar iginde
stispansiyon olusturdugu icin bekleme siirelerinde soliisyonda sivi ve lipit fazlarin ayrildigi
gozlenir).

6. Tiiplerdeki siispansiyon dikkatli bir sekilde homojenize edildikten sonra buzlu su
iceren bir kap icine alinarak 50 Hz’de 3 dakika siireyle sonikasyona tabi tutuldu.

7. Tiiplerin kapaklar1 azot gazi ortaminda kapatilarak lipozomlarin sigsmesi i¢in 4° C’de
bir gece bekletildi. (bekleme sonunda bos lipozomun dibe ¢oktiigii ve chlodronate’li
lipozomun ylizeyde kaldig1 gozlenir).

8. Siispansiyonlar dikkatli bir sekilde homojenize edilerek pastor pipeti yardimiyla 15
ml’lik steril tiiplere paylastirilir ve 5000 rpm, 4°C’de 30 dakika santrifiijlendi.

9. Tiplerdeki siv1 fazlar uzaklastirildi (chlodronate’in tamami lipozom kesecikleri
icinde enkapsiile olmadig1 i¢in ilk santrifiijjde chlodronate igeren sivi fazlar temiz tliplerde
toplandiginda ve filtre edilerek tekrar kullanilabilir).

10. Pelletler tizerine 5 kat1 kadar steril PBS soliisyonu ilave edilerek pastor pipeti
yardimiyla homojenize edildi ve tekrar santrifiijlenerek sivi faz atildi. Bu islem 3 defa tekrar
edildi.

11. Peletler iizerine 5 ml PBS ilave edilerek pastor pipeti yardimiyla dikkatli bir
sekilde iyice homojenize edildi ve 50 ml’lik tiiplerde toplandi. PBS ilavesiyle, bos lipozom
soliisyonu 22 ml’ye chlodronate’li lipozom ise 85 ml’ye tamamlandi.

12. Ginlik kullanim kolayhigi ve sterilite icin 50 ml’lik tiiplerdeki soliisyonlar
homojenize edilerek 15 ml’lik tiiplere (her bir tiipe 13 ml) paylastirildi ve azot gazi ortaminda

10 dakika tutulduktan sonra kapaklari kapatildi.

3.6.3 LEC’in Lokal olarak uygulanmasi
Bu c¢alismada immiin sisteminin en 6nemli parcalarindan olan makrofajlara spesifik
olarak baglanarak baskilayan bir ajan olan LEC Sekil 3.3’te gosterildigi gibi, bir rezervuar ve

ona monte edilmis silikon kateter (PortexR Fine Bore Polythene Tubing, id:0,58 mm, 0d:0,95
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mm) yardimiyla lokal olarak uygulandi (X.Santos et al. 1998). Lokal olarak uygulanmasinin
nedeni; hazirlanan LEC’in homojenize olmamasi, sistemik verildiginde dezavantajlarinin tam
olarak bilinememesi, giinliik ve taze homojenize ila¢ uygulanabilmesi, sistemik olarak verilen
dozun azaltilmasi ve literatlirde boyle bir LEC uygulamasinin bulunmamasidir.

Hacmi 150 pL olan silikon rezervuar subkutan olarak deney hayvaninin sirtina
yerlestirildi, silikon kateter ise ezilen siyatik sinir iizerine 9-10.0 siiturla sabitlendi.
Rezervuardaki 6lii bosluk ilagla doldurulduktan sonra her giin giinliik doz olan 150 mikrolitre

LEC ilk 15 giin boyunca rezervuar araciligi ile sinirin ezilmis bdlgesine uygulandi.

3.7 Histolojik Islemler

3.7.1 Elektron Mikroskobisi Yontemi

Elektron mikroskobik incelemeler i¢in kontrol ve deney gruplarindan elde edilen
siyatik, sural ve tibial sinir doku parcalart hemen Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmis %
5’lik glutaraldehit soliisyonunda 1 saat bekletildikten sonra iizerinde birkag damla %5’lik
glutaraldehit bulunan, dis¢i mumu ile kaplanmis petri kutularina alindi ve jilet yardimiyla
yaklasik 1 mm?® biiylikliglinde pargalara ayrildi. Doku parcalar1 tekrar %5°lik glutaraldehit
soliisyonuna alinarak 3 saat kadar daha tespit edildi. Boylece dokular bu soliisyonda toplam 4
saat tespit edilmis oldu. Tespit isleminden sonra, dokular Millonig fosfat tampon
soliisyonunda 10 dakika siireyle ¢alkalandi. Dokular ikinci kez Millonig fosfat tamponuna
alindiktan sonra ayni tampon igerisinde bir gece bekletildi. Ertesi giin dokular Millonig fosfat
tamponu ile hazirlanmis %]1’°lik osmium tetraoksit soliisyonuna alinarak 2 saat siireyle ikinci
kez tesbit edildi ve ardindan Millonig fosfat tampon soliisyonu ile iki kez 10’ar dakika
yikandi. Dokular daha sonra derecesi asagidaki siraya gore artan alkol serilerinden gecirilip

dehidrate edildi:

e % 50 Etil alkolde +4°C’de 15 dakika
e % 70 Etil alkolde +4°C’de 15 dakika
o % 86 Etil alkolde +4°C’de 15 dakika
o % 96 Etil alkolde +4°C’de 15 dakika
e % 100 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
e % 100 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
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Buraya kadar olan islemler buzdolabinda +4° C’de gergeklestirildi. Daha sonra asagidaki
islemler oda 1s1sinda gergeklestirildi

e % 100 Etil alkolde 15 dakika

e Propilen oksitte 15 dakika

e Propilen oksitte 15 dakika

Dehidrate edilen doku parcgalar1 daha sonra asagidaki soliisyonlar igerisinde immerse
edildi :
e Propilen oksit + gdmme materyali 30 dakika

e Propilen oksit + gdmme materyali 30 dakika

Bu islemden sonra doku parcalari igerisinde yeni hazirlanmig gdmme materyali (rezin)
bulunan tiiplere alind1 ve bir gece siireyle rotatorda karigtirildi.

GOomme materyali :

e Araldit CY 212 20 ml
o Sertlestiricic HY 964 20 ml
e Hizlandirici DY 064 0.6 ml

Plastiklestirici — Dibiitil Fitalat 1 ml

Ertesi giin doku pargalar1 taze hazirlanmis gdmme materyali kullanilarak 00 polietilen
kapsiillere gomiildii ve 60° C’de etiivde 48 saat siireyle polimerize edildi. Daha sonra elde
edilen bloklar etiivden c¢ikarilarak sogumaya birakildi. Bloklardan Reichert Ultracut S
ultramikrotomu ile 500 A° kalinliginda kesitler alindi. Kesitler 200-300 gozenekli bakir
gridlere toplandi ve % 70’lik etil alkolde doymus uranil asetat ve Reynolds’un kursun sitrat
soliisyonlar1 ile boyandi. Boyanan kesitler Jeol JEM 1400 Transmisyon Elektron Mikroskobu

(Japon) ile incelendi ve mikrograflar elde edildi.

3.7.2 Histomorfometrik Yontemler

Sican tibial, sural ve siyatik sinir doku bloklarindan, elektron mikroskopik inceleme
oncesinde, 1um kalinliginda yar1 ince kesitler alindi. Kesitler toluidin mavisi ile boyand1 ve
Olympus BX50 (Tokyo-Japonya) 151k mikroskobunda incelendi. Mikroskoba bagli Bioquant
Omega II software analiz programi kullanilarak, ortalama miyelinli sinir liflerinin sayilar1 ve

miyelinli sinirlerin ¢aplar 6l¢iildii.
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3.7.3 Makrofaj Sayim icin immiinohistokimyasal islemler

1) Dokular kasetlendikten sonra %10’luk formaldehitete bekletilir. Ayni giin aksam
ototeknikon cihazinda fiksasyon islemi tamamlanir. Ertesi giin sabah parafin blok yapilir.

2) Parafin bloktan 4-5 mikrometre kalinliginda kesitler hazirlanir.

3) Oda sicakliginda alkol ve ksilol serisinden gegirilerek deparafinizasyon islemi
yapilir.

4) %0,3 w/v H,0, indistile suda 5-7 dakika bekletilir.

5) Saf sudan gegirilir

6) 20 dakika mikrodalga firinda antigen retrival islemi uygulanir (Citrat buffer pH
6)’nin yaklasik 45 dakika oda sicakligina gelmesi beklenir. Saf su ve PBS (fofat tamponlu
cozelti)den gegirilir.

7) Normal blocking serum damlatilir, 8-10 dakika inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda
doku iizerindeki soliisyon dokiiliir. Dokunun etrafi kurulanir. Tekrar yikama yapilmadan.

8) 1/250 CD68 damlatilir (DAKO MO0876 Denmark) Oda sicakliginda nemli ortamda
2 saat inkiibe edilir.

9) 3-5 dakika PBS’de yikanir.

10) Biotin damlatilir. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilir. (DAKO K0690)

11) 3-5 dakika PBS’de yikanir.

12) Strept avidin damlatilir. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilir (DAKO K0690)

13) 3-5 dakika PBS’de yikanur.

14) AEC choromogen damlatilir, 15-20 dakika inkiibasyona birakilir. Bu zaman
araliginda mikroskop altinda kontrol edilerek AEC’den ¢ikarilir.

15) Cesme suyunda yikanir, saf sudan gegcirilir.

16) Mayer Hematoxylende 5-7 dakika bekletilerek zit boyama yapilir. Cesme suyuna
alinarak mavilestirilir.

17) Dokunun etrafi kurulanip su bazli sivi kaplama maddesi ile kapatilir.

3.8 Istatistiksel Degerlendirme

Biitiin veriler ortalama =+ standart hata (SEM) olarak ifade edildi. Tek ve ¢ok
degiskene gore ¢oklu karsilagtirmalar One Way ANOVA, Two Way ANOVA veya repeated
measure of ANOVA ile yapildi. Her gruptaki veri sayis1 8-10 arasinda degistiginden, her
gruptaki verilerin normal dagilima uyup uymadiklart Kolmogorov-Simirnov testi ile kontrol

edildi. Ayrica ¢oklu karsilagtirmalar1 yapmadan Once gruplarin homojenliklerine bakildi

(Dawson, 2001).
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada sican siyatik sinirinde hemostatik forseps ile sikarak olusturulan ezilme
sonrasinda ve rejenerasyon siirecinde, LEC araciligi ile lokal olarak gergeklestirilen makrofaj
baskilamas1 sonrasinda PMA’nin makrofaj aracili etkisinin olup olmadig1 siyatik sinirin distal
dallar1 olan sural ve tibial sinirlerde arastirildi, olusan elektrofizyolojik ve morfolojik
degisiklikler ve wvoltaj kapili iyon kanallarmin islevsel oOzelliklerinde meydana gelen
degisiklikler spesifik kanal blokorleri (4-Ap, TEA) kullanilarak belirlendi.

Bu aragtirmada ayrica duyusal ve motor sinir rejenerasyonlar1 ayr1 ayri arastirildi.
Bilindigi gibi sural sinir duyusal bir sinir olup %97 duyusal liflerden, buna karsin tibial sinir
%49 motor liflerden olugmaktadir. Rejenerasyon sirasinda motor ve duyusal sinir
rejenerasyon hizlar1 elektrofizyoloji yaninda fonksiyon testleri ile de takip edildi ve
korelasyon arandi. Elde edilen bulgular elektrofizyoloji, fonksiyon testleri ve histoloji sirasi
ile verildi.

Akson zarinda iyon kanali diizeyindeki degismeler aksiyon potansiyeline (AP),
dolayistyla Birlesik Aksiyon Potansiyeline (BAP) etki etmekte, miyelin kiliftaki degisimler de
miyelinli aksonun AP’yi iletme hizina yansimaktadir. Bu nedenle travmatik ndropati
olusturulan sican siyatik sinirlerinde BAP parametrelerini ve iletim hizindaki degisimleri

belirlemede sukroz-gap yontemi kullanildi.

4.1 Sukroz-gap Bulgulari

4.1.1 Ezilme gruplarina ait Tibial ve Sural sinir BAP bulgular:

Calismalarda agirliklart 220-260 gram arasinda olan Wistar tiirii erkek siganlardan
c¢ikarilan siyatik sinir demetlerinin distal dallar1 olan sural ve tibial sinirler kullanildi. Kontrol
grubu sicanlar, lizerinde higbir cerrahi uygulama yapilmayan saglam sicanlardan olusturuldu.
Deneylerde, bilesik sinir aksiyon potansiyellerinin (BAP) Ol¢iimiinde bir in-vitro
elektrofizyolojik teknik olan sukroz-gap teknigi ve sistemi kullanildi.

Tonik uyarilarda kontrol grubuna ait ortalama BAP genligi tibial sinirde 68,5+1,2 mV,
BAP yiikselme siiresi (YS) 0,50+0,02 ms ve yari-diisme stiresi (2DS) 0,54+0,02 ms olarak
Ol¢iildii. Sural sinirde ise ortalama BAP genligi 35,3+3,1 mV, BAP YS, 0,80+0,03 ms ve
¥%DS, 0,76+0,02 ms ol¢iildii.

40



Cizelge 4.1. Tibial ve sural sinirde; kontrol, ezilme sonras1 2. hafta (2hf) ve 4. hafta (4hf) ya ait BAP
parametreleri verilmektedir. Degerler ortalama = SEM olarak verildi. A) Tibial sinirde kontrollere

gore 2 ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimii p<0,05 diizeyinde anlamlidir. B) Sural sinirde de 2 ve 4.
haftalardaki tiim BAP parametrelerindeki degisimler p<0,05 diizeyinde anlamlidir.

A Ezilme grubu Tibial sinire ait BAP parametreleri
Gruplarn=7 | BAP (mV) YS (ms)

Kontrol 685+12 0,50 +0,02
2hf+Ezilme 62+11

2DS (ms) | Latans (ms)
054+0,02 | 0,22+0,07

228+030 | 411+050 | 195+0,10
1,17+0,10 | 12,7+0,30 | 0,76+0,03

4hf+Ezilme 238+21

B Ezilme grubu Sural sinire ait BAP parametreleri

Gruplar n=7 | BAP (mV) YS (ms)

"2DS (ms) Latans (ms)

Kontrol 353+31 0,80+0,03 0,76 £ 0,02 0,41+0,02

2hf+Ezilme 39+05 2,65+0,20 1,89+ 0,20 2,24+0,10

4hf+Ezilme 9,7+0,7

1,54 0,40 1,64 0,40 1,10+0,10

Travmatik monondropatinin olusturulmasindan itibaren 2 ve 4 haftalik iyilesme
stirecini post-operasyon odasinda geciren deney hayvanlarinin, tibial ve sural sinirlerinden
oOlgiilen BAP parametrelerinin, kontrol degerlerine gore her iki sinirde de anlaml bir sekilde

distigii goriildii (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1). Deney gruplarinda latans degerleri de kontrollere
gore oldukca diistik bulundu (p<0,05).

§ Kontrol
| A 10 ms
l 4hf Ezilme

2hf Ezilme

0 mV

Sekil 4.1 Kontrol grubu, 2 ve 4 hf ezilme gruplarina ait tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni

zaman ve genlik Ol¢egine sahip bilesik aksiyon potansiyeli (BAP) kayitlar1 goriilmektedir. A) Tibial
sinirden kayitlanan, B) Sural sinirden kayitlanan BAP kayitlaridir
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4.1.2 Ezilme+PMA gruplarina ait Tibial ve Sural sinir BAP bulgular

Ezilme+PMA grubunda bulunan deney hayvanlari cerrahi operasyon sonrasi 2-4 hafta
stiresince, diizenli olarak her giin, aynm saatte, ayni1 kisi tarafindan ayni kosullarda 60 dakika
stiresince genisligi 0,5 ms ve siddeti 1,5 mT olan puls trenleri seklindeki manyetik alana
maruz birakildilar, daha sonra bu deneklerin 2. ve 4. haftalarda ezilmis sinirleri ¢ikarilarak

sukroz-gap yontemi ile BAP kayitlar1 alindi.

Cizelge 4.2. Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi 2. ve 4. hafta (hf) Ezilme+PMA grubuna ait
BAP parametreleri verilmektedir. Degerler ortalama + SEM olarak verildi. A) Tibial sinirde kontrollere
gore 2. ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimii p<0,05 diizeyinde anlamlidir. B) Sural sinirde de 2. ve 4.
haftalardaki tiim BAP parametrelerindeki degisimler p<0,05 diizeyinde anlamlidir.

A Ezilme+PMA grubu Tibial sinire ait BAP parametreleri
Gruplarn=7 | BAP (mV) YS (ms) .DS (ms) | Latans (ms)
Kontrol 659+17 048+002 | 054+0,02 | 021006
2hf+E+PMA 64+11 228+0,30 | 3,99+0,40 1,92 +0,09
4hf+E+PMA 328+22 1,01+ 0,05 1,18 + 0,04 0,51+0,03

B Ezilme+PMA grubu Sural sinire ait BAP parametreleri
Gruplar n=7 | BAP (mV) YS (ms) DS (ms) | Latans (ms)
Kontrol 342+31 080+0,03 | 0,76+0,02 | 042+0,02
2hf+E+PMA 40+0,5 2,63+0,20 1,86+ 0,20 2,22 +0,09
4hf+E+PMA 134+172 1,57+ 0,05 1,56 + 0,05 1,06 + 0,04

4. haftada tonik uyarilarda Ezilme+PMA grubuna ait ortalama BAP genligi tibial
sinirde 32,8+2,2 mV, BAP YS 1,01+0,05 ms ve 2DS 1,18+0,04 ms olarak ol¢iildii. Sural
sinirde ise ortalama BAP genligi 13,4+1,2 mV, BAP YS 1,57+0,05 ms ve 2DS 1,56+0,05 ms
olgtildii.

Travmatik noropati sonrasit uygun ortamda 2 ve 4 haftalik iyilesme donemine ek
olarak PMA’ya maruz birakilan deney hayvanlarindan, tibial ve sural sinirden 6lgiillen BAP
parametrelerinin kontrol degerlerine gore her iki sinirde de anlamli bir sekilde diistiigi
goriildi (p<0,05) (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2). Latans degerleride kontrol degerlerine gore
oldukga diistiktii. Sirasiyla latans tibial sinirde 0,51+0,03 ms iken sural sinirde 1,06+0,04 ms

olarak Olctildii. Ayrintili istatistiksel analizler Cizelge 4.5’te gosterilmistir.
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Kontrol 10 ms
ll 4hf Exilme +PMA
[ 2hf Exilme +PMA
|
B 30 mV

Sekil 4.2. Kontrol grubu, 2 ve 4 hafta (hf) Ezilme+PMA gruplarina ait tek puls ile tonik olarak

uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6l¢egine sahip BAP kayitlar1 goriilmektedir. A) Tibial sinirden
kayitlanan, B) Sural sinirden kayitlanan BAP kayitlaridir.

4.1.3 Ezilme+LEC gruplarina ait Tibial ve Sural sinir BAP bulgulari

Ezilme+LEC grubunda bulunan deney hayvanlarinin cerrahi operasyonla Once sag
siyatik sinirleri ezildi ve subkutan olarak rezervuar yerlestirildi.

Cizelge 4.3. Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi 2. ve 4. haftalarda (hf) Ezilme+LEC
gruplarina ait BAP parametreleri verilmektedir. Degerler ortalama = SEM olarak verildi. A) Tibial

sinirde kontrollere gore 2. ve 4. hf degisimlerin tiimii p<0,05 diizeyinde anlamlidir. B) Sural sinirde de
2. ve 4. haftalardaki tim BAP parametrelerindeki degisimler p<0,05 diizeyinde anlamlidir.

A Ezilme+LEC grubu Tibial sinire ait BAP parametreleri
Gruplarn=7 | BAP(mV) | YS(ms) | %DS(ms) | Latans (ms)
Kontrol 674+17 | 049£0,02 | 055+0,03 | 0,23+0,01
2hf+E+LEC 62+11 231+030 | 411+050 | 197+0,10
4hf+E+LEC 216+14 120+0,05 | 1,24+0,06 | 0,73+0,03
B Ezilme+LEC grubu Sural sinire ait BAP parametreleri
Gruplarn=7 | BAP (mV) YS (ms) DS (ms) | Latans (ms)
Kontrol 338+31 | 081+0,03 | 0,76+0,02 | 0,42+0,02
2hf+E+LEC 39+05 2,70£020 | 1,89+020 | 2,26+0,10
4hf+E+LEC | 95+14 | 164+006 | 1,67+007 | 1,15+0,03
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[k 2 hafta diizenli olarak her giin, ayni saatte, aym kisi tarafindan 150 pl LEC enjekte
edildikten sonra 2. ve 4. haftalarda tibial ve sural sinirleri ¢ikarilarak BAP kayitlar1 alindi.

4. haftada tonik uyarilarda Ezilme+LEC grubuna ait ortalama BAP genligi tibial
sinirde 21,6+2,4 mV, BAP YS 1,20+0,05 ms ve DS 1,24+0,06 ms olarak Olgiildii. Sural
sinirde ise ortalama BAP genligi 9,5£1,4 mV, BAP YS 1,64+0,06 ms ve 2DS 1,67+0,07 ms
olciildi (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3). Latans, kontrol degerlerine gore oldukea diisiiktii. Sirasiyla
latans tibial sinirde 0,73+0,03 ms iken sural sinirde 1,15+0,03 ms olarak olgiildii

Kontrol

4hf Ezilme +LEC
2hf Ezilme +LEC

10 ms

B 30 mV

Sekil 4.3. Kontrol grubu, 2 ve 4 hafta (hf) Ezilme+LEC gruplarina ait tek puls ile tonik olarak
uyarilan ve ayni zaman ve genlik Olcegine sahip BAP kayitlar1 goriilmektedir. A) Tibial sinirden

kayitlanan, B) Sural sinirden kayitlanan BAP kayitlaridir. 2. ve 4. haftaya ait BAP’larin diger gruplara
gore repolarizasyon fazinin belirgin uzadig: goriilmektedir.

4.1.4 Ezilme+Kombine gruplarina ait Tibial ve Sural sinir BAP bulgular
Ezilme+Kombine grubunda bulunan deney hayvanlarinin cerrahi operasyonla dnce sag
siyatik sinirleri ezildi ve subkutan olarak rezervuar yerlestirildi. Ilk 2 hafta diizenli olarak her

giin, ayn1 saatte, aynm kisi tarafindan 150 pl LEC enjekte edildikten sonra, giinde 1 saat
PMA'’ya maruz birakildilar.
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Cizelge 4.4. Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi 2 ve 4 hafta (hf) Ezilme+Kombine grubuna
ait BAP parametreleri verilmektedir. Degerler ortalama + SEM olarak verildi. A) Tibial sinirde
kontrollere gore 2. ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimii p<0,05 diizeyinde anlamlidir. B) Sural sinirde de
2. ve 4. haftalardaki tim BAP parametrelerindeki degisimler p<0,05 diizeyinde anlamlidir.

A Ezilme+Kombine grubu Tibial sinire ait BAP parametreleri
Gruplar n=7 BAP (mV) YS (ms) DS (ms) Latans (ms)
Kontrol 674+17 0,49 £ 0,02 0,55+ 0,03 0,23+0,01
2hf+E+KOM 6113 2,41+0,30 4,24+0,40 1,98+0,10
4hf+E+KOM 204+13 1,21+0,04 1,31+0,04 0,74 +0,02
B Ezilme+Kombine grubu Sural sinire ait BAP parametreleri
Gruplar n=7 BAP (mV) YS (ms) %DS (ms) | Latans (ms)
Kontrol 338+£31 0,81+0,03 0,76 £ 0,02 0,42 0,02
2hf+E+KOM 38+05 2,74+0,20 2,02+ 0,20 2,30+0,10
4hf+E+KOM 91+07 1,72 £0,05 1,66 £ 0,09 1,19+£0,04

Bu deneklerin 2. ve 4. haftalarda tibial ve sural sinirleri ¢ikarilarak BAP kayitlari

alindi. 4. haftada tonik uyarilarda Ezilme+Kombine grubuna ait ortalama BAP genligi tibial

sinirde 20,4+1,3 mV, BAP YS 1,21£0,04 ms ve 2DS 1,31+0,04 ms 0lgiildii. Sural sinirde ise

ortalama BAP genligi 9,1+0,7 mV, BAP YS 1,72+0,05 ms ve »2DS 1,66+0,09 ms o6l¢iildii

(Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4). Ayrintil istatistiksel analizler Cizelge 4.5’te gdsterilmistir.

EKontral

10 ms

4hf Ezilme + KOM
2hf Ezilme + KOM

B 30 mV

Sekil 4.4. Kontrol grubu, 2 ve 4 hafta (hf) Ezilmet+Kombine gruplarina ait tek puls ile

tonik olarak uyarilan ve aym1 zaman ve genlik dlgegine sahip BAP kayitlar1 goriilmektedir. A)
Tibial sinirden kayitlanan, B) Sural sinirden kayitlanan BAP kayitlaridir.
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4.1.5 Tibial sinir demetinin tiim ezilme gruplarinda karsilastirilmasi
Tibial Sinir

i \ 2 ms

\ 25 mV

S
Sekil.4.5 Tibial sinire ait Kontrol grubu ve 4 haftalik tiim ezilme gruplarina ait tek puls ile tonik
olarak uyarilan ve ayni1 zaman ve genlik dl¢egine sahip BAP kayitlar birlikte goriilmektedir. (*
PMA grubunun diger gruplara gore p<0,05 diizeyinde anlamli oldugu BAP parametreleridir.)

Cizelge 4.5 Tibial sinir demetinde ezilme sonrasi 4 hafta boyunca PMA uygulamasina maruz birakilan
siganlarin diger gruplarla istatistiksel acidan karsilagtirilmasi verilmektedir. Asagida verilen BAP
parametrelerindeki degisimlerin timii p<0,05 diizeyinde anlamlidir. Diger BAP parametreleri
acisindan diger gruplarla Ezilme+PMA grubu arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0,05).

1 Ezilme grubu
2 Ezilme+PMA grubu
3 Ezilme+LEC grubu
4 Ezilme+Kombine grubu temsil etmektedir.
BAP (mV) F Sig. Latans ( ms) F Sig.
Anova 7,747 0,001 Anova 19177 0,000
1 2 (1,024 1 2 0,000
oSt 3 0.004 st 3 0,000
4 0,001 4 0,000
YS (ms) F Sig.
Anova 5,580 0,005
1 2 0,040
s 3 0.010
4 0,009
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Ezilme sonras1 post-operasyon odasina alinan, normal iyilesme siirecine birakilan ve
bu siirecte periyodik olarak PMA uygulamasina maruz birakilan si¢anlarin tibial sinirleri 2. ve
4. haftalarda ¢ikarilarak BAP kayitlar1 alindi. 2 haftalik tiim gruplarda istatistiksel olarak fark
olmadigindan sekil olarak verilmedi. 2 haftalik BAP degerleri Cizelge 4.1-4’te rakamsal
olarak + SEM ifade edildi.

Tibial sinir demeti 4. hafta Ezilme+PMA grubunda diger ii¢ gruba goére BAP genligi
anlamli olarak (p<0,05) artarak 32,84+2,2 mV seviyesine geldi. Diger ezilme gruplarinda ise
sirastyla 23,842,1, 21,6+1,4 ve 20,4+1,3 olarak bulundu. PMA grubunda BAP genligi disinda
YS, latans ve hiz parametrelerinde de anlamli farklar bulundu (Cizelge 4.5). Bu gruptan elde
edilen ve anlamli olan BAP degerleri diger gruplara gore tamamen intak olan gruplardan elde

edilen degerlere daha yakindi.

4.1.6 Sural sinir demetinin tiim ezilme gruplarinda karsilastirilmasi

4. hafta Ezilme+PMA grubunda sural sinir demetinden kayitlanan BAP parametreleri
diger lic gruba gore daha iyi durumda olmasina ragmen fark anlamsizdi (p>0,05). PMA
grubunda BAP genligi 13,4+1,2 mV olarak bulundu bu deger diger gruplara goére kontrol
degerlerine daha yakindi. Ezilme grubunda BAP genligi 9,7+0,7 mV, LEC grubunda 9,5+1,4
mV ve Kombine grupta 9,1+0,7 mV olarak bulundu (Sekil4.6).

/ 2 ms

/ Y 10 mv

63 ms

Sekil 4.6 Sural sinire ait Kontrol grubu ve 4 haftalik tiim ezilme gruplarina ait tek puls ile
tonik olarak uyarilan ve ayn1 zaman ve genlik Olceginde olan BAP kayitlar birlikte
goriilmektedir.
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4.1.7 Tibial ve Sural sinir demetinde BAP Genlik-Frekans iliskisi

Tonik uyarilarda dakikada bir uyar1, fazik uyarimlar da ise 10, 40 ve 100 Hz frekansl,
20 pulstan olusan uyar1 puls trenleri uygulandi. Tibial sinirde genlik-frekans iliskisi 6zellikle
40 ve 100 Hz’lik uyarimlardan kaydedilen en son BAP’larin arasindaki degisimlerden elde
edildi. Fazik uyarimlar sirasinda BAP genliklerindeki diismeler fazik blok olarak tanimlandi.

Uyarim frekansinin artirilmasi ile (6zellikle 40-100 Hz) dejenerasyon-rejenerasyon
stirecinin ilk 2 haftasinda tibial sinir demetinde ¢ok yiiksek fazik inhibisyon meydana geldigi
Sekil 4.7°de acikc¢a goriilmektedir. 2. haftada 40 ve 100 Hz uyarim frekans: sirasiyla genligi
ortalama %90,2+0,9 ve %065,4+1,4 degerine kadar inhibe ederken, bu durum kontrol
grubunda ortalama %98,3+0,9 ve %95,0+1,1 iken 4hf+Ezilme+PMA grubunda %93,7+0,9 ve
%84,1+1,1 olarak bulundu. PMA, LEC ve diger ezilme gruplarn arasindaki frekansa bagli
fazik genlik inhibisyon degerleri, ayn1 haftalara ve uyar frekansina gore karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig: goriildi (p>0,05).

100 -
90 -
E
= ]
%> 80 -
S ] —e— Kontrol
= —m— 2hf+Ezilme
X 50 —A— 4hf+Ezilme
S : —v— 4hf+PMA
o —o— 4hf+LEC
. —&— 4hf+KOM
60
50 16§ N —
01 1 10 100

Frekans (log Hz)

Sekil 4.7 Tibial sinir demetinde kontrol, 2 hafta (hf) grubu ve 4 haftalik Ezilme,
Ezilme+PMA, Ezilme+LEC ve Ezilme+Kombine gruplarina ait uyari frekansina
bagh % genlik degisimleri.
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Sural sinirde ise, o0zellikle 40-100 Hz uyan frekanslarinda, 2. haftada tibial sinirden

daha fazla fazik inhibisyon meydana geldigi Sekil 4.8’de acik¢a goriilmektedir.

100 A @
90 i
E
= |
o 80 -
< 1 Kontrol
§ —m— 2hf+Ezilme
X 70_‘ —aA— 4hf+Ezilme
g | —v— 4hf+PMA
L) —o— 4hf+LEC
. —&— 4hf+KOM
60
50 14— ————— ———————
01 1 10 100

Frekans (log Hz)

Sekil 4.8 Sural sinir demetinde kontrol, 2 hafta (hf) grubu ve 4 haftalik Ezilme,
Ezilme+PMA, Ezilme+LEC ve Ezilme+Kombine gruplarina ait uyar1 frekansina
bagh % genlik degigimleri.

Ikinci haftada 40 ve 100 Hz uyarim frekansi sirastyla genligi ortalama %78,4+1,2 ve
%62,6+1,9 degerine kadar inhibe ederken, bu durum kontrol grubunda ortalama %96,5+0,9
ve %90,9£1,0, 4hf+Ezilme+PMA grubunda %93,8+1,2 ve %74,1+1,9 olarak bulundu. PMA,
LEC ve diger ezilme gruplar1 arasindaki frekansa bagl fazik genlik inhibisyon degerleri, aym
haftalara ve uyar1 frekansina gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farkin
olmadig gorildii (p>0,05).

Fakat tibial sinir demetinde de kontrole gore 2-4 hafta arasinda yapilan iki yonli
varyans analizlerinde 100 Hz deki tiim degisimler ve sural sinirde ise 40-100 Hz degisimler

istatistiksel acidan anlamli bulundu (p<0,05).
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4.1.8 Tibial ve Sural sinirde Hiperpolarize Edici Ard Potansiyeller

Kontrol ve Ezilme gruplarinda tonik ve 10 Hz gibi diisiik fazik uyarimlarda pek
goriilmeyen HAP’lar o6zellikle 40 ve 100 Hz uyarim frekansinda ¢cok daha belirgin halde
ortaya c¢ikmaktadir (Sekil 4.9-10). Tibial sinirde 40 ve 100 Hz uyarim frekansinda HAP
genligi kontrol grubunda sirastyla 0,27+0,08 ve 0,62+0,08 mV, 2 hafta grubunda 1,00+0,05
ve 1,55+0,18 mV, 4 hafta Ezilme+PMA grubunda ise 0,76+0,12 ve 1,46+0,13 mV olarak
bulundu. 2 ve 4 haftalik deney gruplarinda Vyap genliginin kontrole gore daha yiiksek bir
deger almaktadir ve uyar1 frekansinin artmasiyla (40—100 Hz) bu farkin daha da arttig
goriildi (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.9).

Kontrol 2 hf

4 hf + Ezilme
— I kl k‘!1:__'——_.—_.—--=-=-4‘-—'-=~

4 hf + E +PMA

250 ms —‘

SmV LAY kt;;.—————-m

4hf+ E+LEC

4 hf + E +KOM
) L L\L Lk—-r——— L I“I N et B AT LTI

Sekil 4.9 Tibial sinir demetinde kontrol, 2. ve 4. haftalara (hf) ait 40 Hz’lik
uyarim frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir.
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Kontrol 2 hf

4 hf + Ezilme

4 hi+ E+LEC

4 hf + E +KOM

il

Sekil 4.10 Tibial sinir demetinde kontrol, 2. ve 4. haftalara ( hf) ait 100
Hz’lik uyarim frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir.
Uyarn frekansinin artmasiyla HAP genligi artmakta, siiresi ise
kisalmaktadir.

Tibial sinirde 40 ve 100 Hz uyarim frekansinda HAP’1n siiresi Tuap kontrol grubunda
sirastyla 345423 ms ve 275421 ms, 4 hafta PMA grubunda 360+27 ms ve 317+22 ms, 4 hafta
Ezilme+LEC grubunda ise 419+44 ms ve 324428 ms olarak bulundu. 40 ve 100 Hz uyarim
frekansinda 2 haftalik deney gruplarinda Tyap kontrole gore yaklasik iki kat uzarken, 40
Hz’de 4 haftalik Ezilme ve PMA gruplarinda fazla degismedi fakat 40 Hz’ de LEC ve
Kombine gruplarinda Tyap’in bir miktar uzadigi ve bu uzamanin 100 Hz’de ortadan kalktig1
goriildii (Cizelge 4.6). Tibial sinirde 40 ve 100 Hz uyarim frekansinda 2 ve 4 haftalik
gruplarda Vygap genlik degerinin kontrole gore anlamli diizeyde yiikseldigi goriiliirken, bu
fark 2. ve 4. hafta gruplar arasinda anlamsizdi (p>0,05). 40 ve 100 Hz’te 2. haftada goriilen
Tuap stiresinin yaklasik iki kat uzamasi kontrol ve 4 haftalik deney gruplarina gére anlamli
bulunurken, 4 haftalik gruplardaki degisimler ise birbirlerine ve kontrole gore anlamsiz

bulundu (p>0,05) (Sekil 4.9 , Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme (E) sonras1 2. ve 4. haftalara (hf) ait HAP 40 ve

100 Hz degerleri verilmektedir. Degerler ortalama + SEM olarak verildi.

Tibial Sinir
40 Hz 100 Hz
Gruplar
Vhap (V) Tuap (ms) Vhar (mV) Tuap (ms)

Kontrol 0,27 £0,08 345 + 23 0,62 +0,08 275+ 21
2hf+Ezilme 1,00 £ 0,05 611+ 40 155+0,18 653 + 44
4hf+Ezilme 0,80+0,10 334 +£27 151+0,13 317+£22
4hf+E+PMA 0,76 0,12 360 £ 27 1,46 £0,13 320+20
4hf+E+LEC 0,96+0,14 419 + 44 1,53+0,16 324 + 28
4hf+E+KOM 0,88 +0,10 443 + 23 1,56 +£0,19 330+21

Sural Sinir
Kontrol 0,49+0,04 246 + 20 0,94+0,17 235+ 16
2hf+Ezilme 0,27 £0,05 130+ 11 0,76 £ 0,09 324 £25
4hf+Ezilme 0,75%£0,11 639 £43 160+0,19 391£52
4hf+E+PMA 0,72+0,12 581 + 47 1,36 £0,11 339+41
4hf+E+LEC 0,79 + 0,09 621 + 46 1,58 +0,18 376 £ 62
4hf+E+KOM 0,84 + 0,09 645 + 54 1,41+0,15 415+ 30

Sural sinirde ise 40 Hz ve 100 Hz uyarim frekansinda HAP genligi Vyap, kontrol
grubunda sirastyla 0,49+0,04 mV ve 0,9440,17 mV iken, 2 hafta grubunda tibial sinirden
farkli olarak uyar frekansinin artmasiyla Vigap 0,27+£0,05 mV ve 0,76+0,09 mV olarak daha
diistik olgiildi (Sekil 4.10). 4 hafta Ezilme+PMA grubunda ise 0,72+0,12 mV ve 1,36+0,11
mV olarak bulundu. 4 haftalik deney gruplarinda Vyap genligi kontrole gore daha yiiksek bir
deger almaktadir ve uyari frekansinin artmasiyla (40—100 Hz) bu farkin daha da biiytidiigii
goriilmektedir. Sural sinirde HAP’in siiresi (Tyap) tibial sinirden farkli olarak kontrol
degerlerine gore ozellikle 40 Hz’te daha da artmaktadir (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.10).

Sural sinirde ise 40 Hz’te kontrol grubu ile deney gruplar1 arasinda Vyap genlik degeri
acisindan fark anlamsiz iken 2. haftaya ait Vuap degeri 4 haftalik gruplara gore anlamli
diizeyde diistik bulundu. 4 hafta gruplar arasinda ise fark olmadigi goriildi. 100 Hz’te ise 4
hafta Ezilme ve LEC grubu HAP genligi; kontrol ve 2 haftaya gore anlamli olarak daha
yliksek iken bu deger PMA grubunda kontrol degerine yakin oldugundan istatistiksel olarak
anlamsizdi. 40 Hz’de 4 haftalik deney gruplarindan elde edilen Tpap siiresi kontrole gore
anlaml diizeyde uzarken, bu durum 2 hafta grubunda tibial sinirden farkli olarak daha diigiik
bulundu. 100 Hz uyarim frekansinda sadece 4 hafta+tKombine gruptaki Tpyap siiresinin

uzamasi kontrole gore anlamli iken, diger 4 haftalik gruplarda bu fark anlamsizdi (p>0,05).
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2 hf
Kontrol MWMM 110 ms

4 hf Ezilme

250 ms

2mv

I

R - RV s

Sekil 4.11 Sural sinir demetinde kontrol, 2. ve 4. haftalara ait 40 Hz’lik
uyarim frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir.

2 hf

Kontrol

4 hf Ezilme

¥

4 hf E+KOM

U

Sekil 4.12 Sural sinir demetinde kontrol, 2. ve 4. haftalara ait 100
Hz’lik uyarim frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir.
Uyar frekansinin artmasiyla HAP genligi artmakta, siiresi ise
kisalmaktadir.
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4.1.9 Dejenerasyon-Rejenerasyon siirecinde 4-AP’nin BAP’lar iizerine etkisi

4.1.9.1 Ezilme gruplarinda 4-Ap’nin BAP bulgular:

Ezilme sonrasi tibial ve sural sinire sukroz-gap yontemi ile in-vitro kosullarda 2 mM
4-Ap uygulanmasi 2. ve 4. haftalarda genligi ila¢ 6ncesine gore artirirken, kontrol grubunda
aksine bir diisiis meydana getirdi. Deney gruplarinda BAP genligindeki bu artis 2 haftalik
gruplarda daha fazla olurken, 4 haftalik gruplarda daha az bir artis oldugu goriildii. Tiim
gruplarda 4-Ap etkisi ile BAP’lara ait siire parametreleri uzad.

4-Ap hizl kinetikli voltaj-kapili K kanallarim blokladigindan her iki sinirde de farkli
oranlarda yavas Na' akimlarindan kaynaklanan gecikmis depolarizasyonlar (V-dd) meydana
geldi. Kontrol grubuna ait tibial sinirde; V-dd genligi ve bunun BAP’a orani sirasiyla 9,1 +
0,8 mV ve %13,8 + 1,3 iken, sural sinirde 13,9 + 1,4 mV ve %41,2 £+ 3,7 olarak bulundu. 2
haftalik ezilme gruplarinda her iki sinirde de gecikmis depolarizasyon genligi ile normal BAP
genligi birbirinden ayrilamadigi i¢in saglikli dl¢cim yapilamadi bu Cizelge 4.7°de belirsiz
olarak yazildi. 4 hf+Ezilme grubunda tibial sinir de V-dd 25,7 £ 1,4 mV ve %100 £ 2 iken

sural sinirde 12,2 + 1,0 mV ve %112 £ 2 olarak bulundu.

Cizelge 4.7. 2mM 4-Ap sonrasi tibial ve sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi 2. ve 4. haftalara (hf) ait
BAP parametreleri verilmektedir. Degerler ortalama+SEM olarak verildi. A) Tibial sinirde kontrollere
gore 2. ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimii p<0,05 diizeyinde anlamlidir. B) Sural sinirde de 2. ve 4.
haftalardaki tiim BAP parametrelerindeki degisimler kontrollere gore p<0,05 diizeyinde anlamlidir.

A 4-Ap sonrasi Ezilme grubu Tibial sinire ait BAP parametreleri
Gruplar n=7 | BAP (mV) YS (ms) DS (ms) v-dd (mV) | % v-dd/BAP
Kontrol 66,212 052+0,02 | 0,66+0,02 91+08 13,8 1,3
2hf+Ezilme 10,7+£1,7 512+050 | 8,90+1,00 belirsiz belirsiz
4hf+Ezilme 256%16 146+0,06 | 662+080 | 257+14 100+ 2
B 4-Ap sonrasi Ezilme grubu Sural sinire ait BAP parametreleri
Gruplarn=7 | BAP (mV) YS (ms) 2DS (ms) v-dd (mV) | % v-dd/BAP
Kontrol 332%36 0,87+0,03 | 0,91+0,02 139+14 412+ 34
2hf+Ezilme 65+£05 399+040 | 6,32+0,90 belirsiz belirsiz
4hf+Ezilme 109+1,0 195+0,10 | 5,69+0,40 122+1,0 112+2

54




Kontrol

[\

|

4-Ap dncesi
\ -

\\L v-ad
. +

4-Ap sonrasi

e

Sekil 4.13 Tibial sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik Ezilme gruplarina ait 4-Ap uygulamasi

sonrast tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6lcegine sahip BAP kayitlart
goriilmektedir. V-dd genligi BAP genliginin iizerinde bir deger almaktadir.

4-Ap uygulamastyla her iki sinir demetinde de hizli K* kanallarinin bloklanmas: ile
yavas Na' akimlarindan kaynaklanan gecikmis depolarizasyonlar (V-dd) asil BAP genliginin

de iizerinde bir degerde oldugu Sekil 4.13-14"de agikca goriilmektedir. Bu sebepten dolay1 V-
dd/BAP oran1 dogal olarak %100’{in lizerine ¢gikmaktadir.

Kontrol

10 mV

330 ms
4 hi+Ezilme
|

AN B 4-Ap sonrasi
4-Ap incesi -
‘/

Sekil 4. 14 Sural sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik Ezilme gruplarina ait 4-Ap uygulamasi sonrasi

tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik dlgegine sahip BAP kayitlar1 goriilmektedir.
V-dd genligi BAP genliginin iizerinde bir deger almaktadir.
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4.1.9.2 Ezilme+PMA gruplarinda 4-Ap’nin BAP bulgular:

4-Ap sonrast PMA grubunda her iki sinirde de BAP parametreleri diger gruplara gore
daha az uzadi. Tibial sinirde PMA etkisiyle 4-Ap sonrasi genlik LEC ve Kombine gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli bulunurken (p<0,05), Ezilme grubuna goére anlamsizdi

(p>0,05). 4-Ap sonrast BAP’in Yiikselme ve Yari-diisme siireleri PMA grubunda sadece
Kombine grubuna gore anlamli diizeyde diisiik bulundu (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.8. 2mM 4-Ap sonrasi Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi 2. ve 4. haftalara (hf)
ait BAP parametreleri verilmektedir. Degerler ortalama+SEM olarak verildi. A) Tibial sinirde
kontrollere gore 2. ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimii p<0,05 diizeyinde anlamlidir. B) Sural sinirde

de 2. ve 4. haftalardaki tiim BAP parametrelerindeki degisimler kontrollere gére p<0,05 diizeyinde
anlamlidir.

A 4-Ap sonrasi Ezilme+PMA grubu Tibial sinire ait BAP parametreleri
Gruplar n=7 BAP (mV) YS (ms) DS (ms) v-dd (mV) | % v-dd/BAP
Kontrol 65,1+1.2 0,52 £ 0,02 0,67 £0,02 9,3+0,8 14313
2hf+E+PMA 105+1,7 5,02 0,40 8,84 + 1,00 belirsiz belirsiz
4hf+E+PMA 319+21 1,21 +£0,07 5,08 £ 0,40 252+23 789+47
B 4-Ap sonrasi Ezilme+PMA grubu Sural sinire ait BAP parametreleri
Gruplar n=7 | BAP (mV) YS (ms) DS (ms) v-dd (mV) | % v-dd/BAP
Kontrol 354+36 0,87 +0,03 0,90 £ 0,02 139+14 39,3+34
2hf+E+PMA 6,6 +0,5 3,93+0,40 6,31+ 0,90 belirsiz belirsiz
4hf+E+PMA 132+13 191+£0,10 | 441+0,30 134+£13 102+1
Kontrol
- Sms
10 mV
376 ms
L
L[ 4 hf E+PMA
I
l{l Belirsiz
l{ll 270 ms
I L
i 2 hf E+PMA
1
IL‘\\.I"\ 7 4-Ap dncesi 4-Ap sonrasi
1J \‘W 443 ms

e

Sekil 4.15 Tibial sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+PMA grubuna ait 4-Ap uygulamasi
sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve aymi zaman ve genlik Olgegine sahip BAP kayitlar

goriilmektedir. V-dd genligi diger gruplarin aksine PMA etkisi ile BAP genliginin tizerinde bir deger
almaktadir.
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Cizelge 4.9 Tibial sinir demetinde ezilme sonrasi 4 hafta boyunca PMA uygulamasina maruz birakilan
siganlarin 2mM 4-Ap uygulamasi sonrasit diger gruplarla istatistiksel agidan karsilagtiriimasi
verilmektedir. Asagida verilen BAP parametrelerindeki degisimlerin tiimi p<0,05 diizeyinde
anlamhidir. Diger BAP parametreleri agisindan diger gruplarla Ezilme+PMA grubu arasinda
istatistiksel olarak fark bulunmadi (p>0,05). V-dd/BAP orant PMA etkisiyle anlaml diizeyde diisiik

bulundu.
1  Ezilme grubu
2 Ezilme+PMA grubu
3 Ezilme+LEC grubu
4  Ezilme+Kombine grubu temsil etmektedir.
BAP (mV) F Sig. Y2 DS ( ms) F Sig.
Anova 6,636 0,002 Anova 7,986 0,000
Post- 3 0,005 Post-
Hoc 2 4 0,003 Hoc 2 4 0,001
YS (ms) F Sig. % V-dd/BAP F Sig.
Anova 5,382 0,006 Anova 15,366 0,000
1 0,023
Post- | 5 4 0,009 Post- |
Hoc Hoc 3 0,011
4 0,011
Kontrol
|
| Sms
.
10 mV \\351 ms
v
|
ll
l'tl
ll'\ 254 ms
) r
1}
.‘I‘\
- 4-Ap sonrasi
Jl QEML - 420 ms
%

- L
Sekil 4.16 Sural sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik Ezilme+PMA grubuna ait 4-Ap uygulamasi

sonras1 tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik Olgegine sahip BAP kayitlan
gorlilmektedir. V-dd genligi belirgin ve BAP genliginin iizerinde bir deger almaktadir.

Tibial sinirde PMA uygulamasi ile genlikte azda olsa bir artis goriilse de diger gruplara

gore ¢ok daha belirgin bir gecikmis depolarizasyon ortaya ¢ikti (Sekil 4.15). PMA etkisi ile V-
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dd’ nin BAP’a orani da diger gruplara gore ¢ok daha diisiiktii ve bu saglam kontrol degerlerine

daha yakindi (p<0,05). Diger BAP parametreleri agisindan anlamli fark bulunmadi. Sural

sinirde ise PMA grubunda 4-Ap sonrasit genlik bir miktar diisiik bulundu. Tiim BAP

parametreleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

4.1.9.3 Ezilme+LEC gruplarinda 4-Ap’nin BAP bulgular

Kontrol

346 ms
L N
4hf+E+LEC
|
I —
l{ Belirsiz
lll 270 ms
! o
ll|L 2Wf+E+LEC
1
lllll"l
.

X : 4-Ap dncesi 4-Ap sonrasi
\
J \ | Vodd -
|

443 ms

v
Sekil 4.17 Tibial sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+LEC grubuna ait 4-Ap

uygulamasi sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6lgegine sahip BAP
kayitlar1 goriilmektedir. V-dd genligi BAP genliginin {izerinde bir deger almaktadir.

Kontrol

10 mV

4-Ap sonrasi
4-Ap oncesi -
Jl ‘/

420 ms
- L
Sekil 4.18 Sural sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+LEC grubuna ait 4-Ap uygulamas1

sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6l¢eginde olan BAP kayitlari
goriilmektedir. V-dd genligi BAP genliginin iizerinde bir deger almaktadir.
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Cizelge 4.10. 2mM 4-Ap sonrasi Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi 2. ve 4. haftalara (hf)
ait BAP parametreleri verilmektedir. Degerler ortalama+SEM olarak verildi. A) Tibial sinirde
kontrollere gore 2 ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimii p<0,05 diizeyinde anlamlidir. B) Sural sinirde
de 2 ve 4. haftalardaki tim BAP parametrelerindeki degisimler kontrollere gore p<0,05 diizeyinde
anlamhdir.

A 4-Ap sonrasi Ezilme+LEC grubu Tibial sinire ait BAP parametreleri
Gruplarn=7 | BAP (mV) YS (ms) DS (ms) | v-dd (mV) | % v-dd/BAP
Kontrol 651+12 | 052+002 | 067+0,02 | 93+08 142 +13
2hf+E+LEC | 10,8+17 | 509+0,50 | 8,90+ 1,00 belirsiz belirsiz
4hf+E+LEC | 219+3,0 | 1,38+0,09 | 517+0,70 | 228+25 1042
B 4-Ap sonrasi Ezilme+LEC grubu Sural sinire ait BAP parametreleri
Gruplar | pAp(mV) | YS(ms) | %DS(ms) | v-dd(mv) | oV
n=7 dd/BAP
Kontrol 354+36 | 087+0,03 | 090+0,02 | 139+14 39,3+33
2hf+E+LEC 6,605 4,00+040 | 6,40%0,90 belirsiz belirsiz
4hf+E+LEC | 10,3+10 | 1,97+0,10 | 591+0,80 | 113+172 111+5

4.1.9.4 Ezilme+Kombine gruplarinda 4-Ap’nin BAP bulgulari

Cizelge 4.11. 2mM 4-Ap sonras1 Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi 2. ve 4. haftalara (hf)
ait BAP parametreleri verilmektedir. Degerler ortalama + SEM olarak verildi. A) Tibial sinirde
kontrollere gore 2 ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimii p<0,05 diizeyinde anlamlidir. B) Sural sinirde
de 2 ve 4. haftalardaki tiim BAP parametrelerindeki degisimler kontrollere gére p<0,05 diizeyinde
anlamlidir.

A 4-Ap sonrasi Ezilme+Kombine grubu Tibial sinire ait BAP parametreleri

Gruplar n=7 BAP (mV) YS (ms) 2DS (ms) v-dd (mV) | % v-dd/BAP
Kontrol 65,1+ 1,2 0,52 + 0,02 0,67 £ 0,02 9,3+0,8 142 +13

2hf+E+KOM 11,2+19 5,13+ 0,50 9,00£1,20 belirsiz belirsiz

4hf+E+KOM 209+13 1,72 +0,09 6,67 + 2,60 21,9+0,7 105+1

B 4-Ap sonrasi Ezilme+Kombine grubu Sural sinire ait BAP parametreleri

Gruplar n=7 BAP (mV) YS (ms) DS (ms) v-dd (mV) % v-dd/BAP
Kontrol 35,4+3,6 0,87 £ 0,03 0,90 +£ 0,02 139+ 14 393+34

2hf+E+KOM 6,6+0,5 4,15+ 0,40 6,50 + 0,90 belirsiz belirsiz

4hf+E+KOM 113+11 2,07+0,04 | 6,04+0,80 138+11 111+3
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¥
Sekil 4.19 Tibial sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+tKOM grubuna ait 4-Ap

uygulamasi sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik Ol¢egine sahip BAP
kayitlar1 goriilmektedir. V-dd genligi BAP genliginin iizerinde bir deger almaktadir.

Konitrol

10 mV

4
4hf+E+Kom
I

4-Ap sonrasi
4-Ap éncesi -
JJ— /

Sekil 4.20 Sural sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+KOM grubuna ait 4-Ap uygulamasi
sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik Ol¢egine sahip BAP kayitlari

goriilmektedir. V-dd genligi BAP genliginin {lizerinde bir deger almaktadir.
4.1.9.5 Tibial ve Sural sinir demetinde 4-Ap sonras1 BAP Genlik-Frekans iliskisi

Uyarim frekansinin artmasiyla tiim gruplarda meydana gelen fazik blogun daha da

arttign daha once Sekil 4.7 ve 8 gosterilmisti. Hizli K™ kanal blokérii olan 4-Ap’nin 30 dk
boyunca uygulanmasi, zaten var olan inhibisyonlar1 daha da artirdi.

Tibial sinirde 10 Hz uyarim frekansinda anlamli higbir fark bulunmadi fakat sural

sinirde, 4-Ap’nin ezilmis sinirlerde BAP genligini ilag oncesine gore arttirmasi nedeni ile
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meydana gelen fazik inhibisyonlar, kontrol degerlerinin de {izerinde bulundu. Bu artis 2 hafta
grubu ile istatistiksel olarak anlamli bulunurken (p<0,05) diger gruplarla anlamli degildi
(p>0,05).

Tibial sinir demetinde 4-Ap etkisiyle; 40 Hz uyarim frekansinda 4 hafta PMA grubu
harig, tiim deney gruplarinda kontrolere gore anlamli derecede daha fazla blok meydana geldi.
2 ve 4 hafta arasinda ise gruplar aras1 fark anlamsizdi.

Sural sinirde ise 40 Hz’te, 2 hafta ve 4 hafta ezilme+Kombine grupta fazik blok
anlaml diizeyde yiiksek bulundu. 2.haftadaki fazik blok 4 hafta kombine grubu hari¢ diger 4
haftalik gruplara gore de anlamli inhibisyon gosterdi (p<0,05). Ayrica 40 Hz uyarim frekansinda
4 hafta PMA grubu ile Kombine grubu arasindaki fark anlamhidir (p<0,05) (Sekil 4.21 ve 22).

100
20 4
[—d
=1
- #
= ]
£ 60+ Kortrol
= 1 —m— Zhf+Ezilme
= —a— 4hf+Ezilme #
= 1 —— 4hf+HPMA
o 40 —e— 4hf+LEC
1 —p— Ahf+HOM
20 -
0,1 1 10 100

Frekans {log Hz)

Sekil 4.21 Tibial sinir demetinde 4-Ap sonrasi kontrol, 2 hafta (hf) grubu ve 4 haftalik Ezilme,
Ezilme+PMA, Ezilme+LEC ve Ezilme+Kombine gruplarina ait uyari frekansina bagli % genlik
degisimleri. * PMA ile Kombine grup arasinda p<0,05 diizeyinde anlamlilik vardir.

100 Hz uyarim frekansinda tibial sinirde, tim gruplarda kontrollere gore daha fazla
blok meydana geldi. 2. haftada 4 haftalik gruplara gore anlamli diizeyde fazik blok meydana
gelirken bu fark 4 haftalik gruplar arasinda anlamli degildi. 100 Hz Sural sinir demetinde ise 2
ve 4. haftada meydana gelen fazik bloklar, kontroller gore anlamli diizeyde yliksek
gerceklesti. 4 hafta Kombine grupta meydana gelen fazik blok 2. haftadaki blok degerine
yakin olmasina ragmen anlamsiz bulundu. Ayrica Kombine grupta PMA ve LEC grubuna

gore anlamli diizeyde daha fazla inhibisyon meydana geldi (p<0,05).
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Sekil 4.22 Sural sinir demetinde 4-Ap sonras1 kontrol, 2 hafta (hf) grubu ve 4 haftalik Ezilme,
Ezilme+PMA, Ezilme+LEC ve Ezilme+Kombine gruplarina ait uyar1 frekansina bagli % genlik
degisimleri. * PMA ile Kombine grup arasinda p<0,05 diizeyinde anlamlilik vardir.

4.9.1.6 Tibial ve Sural sinirde 4-Ap’nin HAP’lar iizerine etkisi

40 Hz uyarim frekansi tibial sinir demetinde; Vyap genligi kontrole gore tiim gruplarda
anlaml diizeyde daha yiiksek, 2 haftaya gore ise 4 hafta Kombine grubu hari¢ tiim deney
gruplarinda daha diisiik bulundu. 4 haftalik gruplar arasinda sadece PMA grubunda manyetik
alan etkisi ile diislik genlikte HAP meydana geldi. Bu fark diger 4 haftalik gruplarla anlamsiz
iken Kombine grupla anlamli bulundu (p<0,05) (Sekil 4.23 ve 24).
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Sekil 4.23 Tibial sinir demetinde 4-Ap sonrasi kontrol, 2 ve 4. haftalara (hf) ait 40
Hz’lik uyarim frekansinda ortaya c¢ikan HAP’lar gosterilmektedir. * PMA ile
Kombine grup arasinda HAP genligi acisindan p<0,05 diizeyinde anlamlilik vardir.

Kontrol W‘N

250 ms

4 hf+E+LEC
smv WW

4 hi+E+KOM
b w

Sekil 4.24 Tibial sinir demetinde 4-Ap sonrasi kontrol, 2 ve 4. haftalara (hf) ait 100
Hz’lik uyarim frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir.
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Uyarim frekansinin artmasiyla 100 Hz’te kontrole gore tiim deney gruplari anlamli
bulunurken, 2-4 hafta arasinda ve 4 haftanin kendi alt gruplarinda farklar anlamsizda.

40 ve 100 Hz uyarim frekansinda Tyap siiresi kontrole gore sadece 2 hafta grubunda
anlamli diizeyde daha uzundu. 2 hafta grubu ile 4 hafta arasinda sadece Ezilme ve PMA grubu
arasindaki farklar anlamli bulunurken, digerleri anlamsiz bulundu. HAP siiresi bakimindan

PMA ve Ezilme grubu kontrollere daha yakin degerler aldig1 goriildii.

2 hafta

Wi

4 hf Ezilne

il

Kontrol 4 hf E+PNMA

250 ms

=

0 T

Sekil 4.25 Sural sinir demetinde 4-Ap sonrasi kontrol, 2. ve 4. haftalara (hf) ait 40
Hz’lik uyarim frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir.

Sural sinirde ise 40 Hz uyarim frekansinda Vyap genligi; kontrollere gore Kombine
grubu hari¢ diger deney gruplart anlamsiz bulundu. Kombine grupta Vuap diger gruplara gore
daha ytiksekti. Her iki sinir demetinde de PMA grubunda genlik kontrollere yakindi. 2-4 hafta
ve 4 haftanin alt gruplar arasinda anlamlilik yoktu.

40 Hz uyarim frekansinda Tyap siiresi kontrollere gore; PMA grubunda uzamasina
ragmen bu fark anlamsiz fakat diger 4 haftalik gruplardaki siire uzamasi anlamli bulundu. 100
Hz te Vyap genlikleri arasinda anlamlilik bulunmazken Tyap stireleri kontrollere gére LEC ve

Kombine gruplarda anlamli diizeyde uzadi. PMA ve Ezilme grubu kontrollere daha yakindi.
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Sekil 4.26 Sural sinir demetinde 4-Ap sonrasi kontrol, 2. ve 4. haftalara (hf) ait
100 Hz’lik uyarim frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir.

Cizelge 4.12. Tibial ve Sural sinirde 2mM 4-Ap sonrasi; kontrol, ezilme (E) sonrasi 2 ve 4.
(hf) ait HAP 40 ve 100 Hz degerleri verilmektedir. Degerler ortalama + SEM olarak verildi.

haftalara

Tibial Sinir
40 Hz 100 Hz

Gruplar
Vhap (mV) Thap (Ms) Vhap (mV) Thap (ms)
Kontrol 1,05+ 0,03 556 + 18 1,55+ 0,06 486 + 19
2hf+Ezilme 2,67 £0,06 889 £ 32 320+0,24 792 +£29
4hf+Ezilme 2,28 £0,08 635 £ 50 2,66 £0,18 570 + 26
4hf+E+PMA 2,04 £0,09 626 + 46 2,60£0,10 510+ 49
4hf+E+LEC 2,27+£0,10 742 £72 2,94+0,16 680 * 49
4hf+E+KOM 2,50£0,11 742 £ 63 2,90+£0,24 685 * 66

Sural Sinir

Kontrol 1,23+0,08 572 +£50 161+0,11 448 + 26
2hf+Ezilme 1,68 +0,14 670 £ 36 1,86 +£0,15 615 + 43
4hf+Ezilme 152+0,11 897 £41 189+0,11 601 + 49
4hf+E+PMA 153+0,14 732+ 26 172+0,13 574 + 45
4hf+E+LEC 155+0,13 891 + 45 1,86 +0,16 671 +41
4hf+E+KOM 192+0,12 970+ 32 2,02+0,27 686 + 31
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4.1.10 Dejenerasyon-Rejenerasyon siirecinde TEA’nin BAP’lar iizerine etkisi

Ezilme sonrasi tibial ve sural sinire sukroz gap yontemi ile in-vitro kosullarda yavas
kinetikli K* kanallarmi bloklayan 10 mM TEA uygulanmasi 2. ve 4. haftalarda genligi ilag
Oncesine ve 4-Ap’ye gore diisiirdii. Tiim gruplarda TEA etkisi ile BAP’lara ait siire
parametreleri uzadi. Tamamen intak kontrol grubu sinirlerde BAP parametrelerindeki siire
uzamalart ¢ok az iken deney gruplarinda ozellikle 2DS’de oldukc¢a dramatik uzamalar
meydana geldi (Cizelge 4.12). Kontrol gruplarinda 4-Ap sonrasi ortaya cikan gecikmis
depolarizasyon genligi V-dd ve bunun BAP genligine orani, TEA uygulamasi ile bir miktar
diistii.

4.1.10.1 Ezilme gruplarinda TEA’nin BAP bulgular:

10 mM TEA uygulamasi ile Ezilme gruplarinda BAP genligi kontrollere gore diisiik
bulundu. Kontrol grubu BAP genligi herhangi bir ila¢ uygulama dncesi 68,5 + 1,2 mV iken,
4-Ap uygulamasi ile 66,2 + 1,2 mV’a diiserek kontrol degerinin %96,6’sina denk gelmekte,
TEA etkisiyle ise 52,9+1,3 mV olmakta bu da %77,2’ sine denk gelmektedir (Cizelge 4.1, 4.7
ve 4.13).

4 haftalik Ezilme grubu tibial sinirde TEA etkisiyle BAP genligi 21,1 + 1,7 mV’a
diiserek kontrol degerinin %89 una, sural sinirde ise TEA sonrast BAP genligi 8,3 + 0,6 mV
olarak, ilag 6ncesi degerine gore %86 sina denk gelmektedir.

Kontrol grubu tibial sinir demetinde 2DS siiresi 4-Ap etkisiyle ila¢c Oncesine gore
%121 oraninda artarken, TEA etkisi ile de ¢cok az artarak %124 olarak bulundu. 4 hafta
Ezilme grubunda 4-Ap etkisi ile bu oran %521 degerine yiikselirken, TEA etkisiyle dramatik
bir sekilde artarak higbir ilag uygulamadan bulunan degerinin yaklasik 20 katina ¢ikti.

Sural sinirde ise /2DS siiresi 4-Ap etkisiyle ila¢ oncesine gore kontrol grubunda %119
oraninda artarken, TEA etkisiyle ¢cok az artarak %123 olarak bulundu. 4 hafta Ezilme
grubunda ise bu oran sirasiyla %347 degerine kadar yiikselirken, TEA etkisiyle yaklasik ilag
oncesi degerinin 20 katina kadar yiikseldi. Her iki sinirde de 2 ve 4. haftalardaki tim BAP
parametrelerindeki degisimler kontrollere gore p<0,05 diizeyinde anlamhidir (Cizelge 4.1, 4.7

ve 4.13) (Sekil 4.27 ve 28).
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Cizelge 4.13. 10 mM TEA sonrasi Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi Ezilme grubunda 2

ve 4. haftalara (hf) ait BAP parametreleri verilmektedir. Degerler ortalama = SEM olarak verildi. A)
Tibial sinirde kontrollere gore 2 ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimi p<0,05 diizeyinde anlamlidir. B)
Sural sinirde de 2 ve 4. haftalardaki tiim BAP parametrelerindeki degisimler kontrollere gére p<0,05
diizeyinde anlamlidur.

A TEA sonrasi Ezilme grubu Tibial sinire ait BAP parametreleri
Gruplar n=7 BAP (mV) YS (ms) DS (ms) v-dd (mV) | % v-dd/BAP
Kontrol 529+13 0,54 +0,02 0,67 0,02 6,6 £0,4 125+0,7
2hf+Ezilme 84+08 8,54 +1,10 241+23 belirsiz belirsiz
4hf+Ezilme 21,117 1,71+0,10 263+21 228+23 108 £4
B TEA sonrasi Ezilme grubu Sural sinire ait BAP parametreleri
Gruplar n=7 BAP (mV) YS (ms) 2DS (ms) v-dd (mV) % v-dd/BAP
Kontrol 29,0+3/4 0,88 £ 0,04 0,98 £ 0,03 10,2+ 0,6 352+43
2hf+Ezilme 6,1+0,3 6,94 + 0,50 241+24 belirsiz belirsiz
4hf+Ezilme 9,1+£06 2,69+0,20 325+2.2 10,6 +0,7 116 £3
10 ms
H.\I

20 mV

I\Ll 4 bf Ezilme
l

|| 4-Ap sonrasi
EI \ TEA sonrasi
i

Kontrrol

4

Sekil 4.27 Tibial sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme grubuna ait TEA uygulamasi sonrasi

tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayn1 zaman ve genlik 6lgeginde olan BAP kayitlar1 goriilmektedir.
V-dd genligi BAP genliginin lizerinde bir deger almakta, 2DS siiresi cok uzamaktadir.

433 ms
M
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Sekil 4.28 Sural sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme grubuna ait TEA uygulamasi sonrast

tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik dl¢ceginde olan BAP kayitlar1 goriilmektedir.
V-dd genligi BAP genliginin iizerinde bir deger almakta, 2DS siiresi ¢cok uzamaktadir.

4.1.10.2 Ezilme+PMA gruplarinda TEA’nin BAP bulgular

Tibial sinirde 10 mM TEA uygulamasi ile Ezilme+PMA grubunda BAP genligi PMA
etkisiyle 23,6 + 2,3 mV olarak bulundu bu deger Ezilme grubu hari¢ diger 4 haftalik gruplar
olan LEC ve Kombine genlik degerlerine gore istatistiksel olarak daha yiiksekti (p<0,05).
Ezilme+PMA grubundan elde edilen YS (yiikselme siiresi) ve 2DS (yari-diigme siiresi)
degerleri diger 4 haftalik gruplardan anlamli diizeyde daha kisa bulundu (p<0,05). PMA
grubu ile diger gruplar arasinda diger BAP parametreleri agisindan anlamli farklar
bulunmadi.

Sural sinir demetinde 30 dk boyunca 10 mM TEA uygulamasi 4 hafta Ezilme+PMA
grubunda; 2DS (yari-diigme) siiresini sadece Ezilme+Kombine grubuna goére anlamli
diizeyde kisaltt1 (p<0,05). %V-dd/BAP orani her iki sinirde de PMA grubu, Ezilme ve
Ezilme+LEC gruplarina gore anlamli diizeyde daha diisiik oldugu goriildi (p<0,05). PMA

grubu ile diger gruplar arasinda diger BAP parametreleri agisindan anlamli farklar
bulunmadi.
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Cizelge 4.14. 10 mM TEA sonras1 Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonrast Ezilme+PMA
grubunda 2 ve 4. haftalara (hf) ait BAP parametreleri verilmektedir. Degerler ortalamat+SEM olarak
verildi. A) Tibial sinirde kontrollere gore 2. ve 4. haftalardaki degisimlerin timii p<0,05 diizeyinde
anlamlidir. B) Sural sinirde de 2. ve 4. haftalardaki tim BAP parametrelerindeki degisimler
kontrollere gore p<0,05 diizeyinde anlamlidir.

A TEA sonrasi Ezilme+PMA grubu Tibial sinire ait BAP parametreleri
Gruplar n=7 BAP (mV) YS (ms) .DS (ms) v-dd (mV) % v-dd/BAP
Kontrol 529+13 0,54 + 0,02 0,67 0,02 6,6 £0,4 125+0,7
2hf+E+PMA 87+08 8,38+ 1,10 239+2.2 belirsiz belirsiz
4hf+E+PMA 23,6+23 1,20 + 0,06 10,9+2,2 212+29 90+8
B TEA sonrasi Ezilme+PMA grubu Sural sinire ait BAP parametreleri
Gruplar n=7 BAP (mV) YS (ms) 2DS (ms) v-dd (mV) % v-dd/BAP
Kontrol 29,0+34 0,88 + 0,04 0,98 £ 0,03 10,2+ 0,6 39,0+43
2hf+E+PMA 6,2+0,3 6,89 + 0,50 240+24 belirsiz belirsiz
4hf+E+PMA 108+11 2,69+ 0,10 23925 11,4+0,8 1052
10 ms
{‘I
‘II‘-. 20mv
Itl|l
tlll L \ 610 ms
i mia_
\ll 4 hf+PMA
‘;ﬁ
I
llll‘, 4-Ap sonrasi
%I“.:.i TEA sonrasi
W 433 ms
Joe— »f *

Sekil 4.29 Tibial sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+PMA grubuna ait TEA uygulamasi

sonrast tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6lgeginde olan BAP kayitlar
goriilmektedir. V-dd genligi BAP genliginin altinda bir deger almaktadir.
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Sekil 4.30 Sural sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+PMA grubuna ait TEA uygulamasi

sonras1 tek puls ile tonik olarak uyarilan ve aym1 zaman ve genlik 6lgeginde olan BAP kayitlarn
goriilmektedir. V-dd genligi BAP genliginin lizerinde bir deger almakta, }2DS siiresi cok uzamaktadir.

4.1.10.3 Ezilme+LEC gruplarinda TEA’nin BAP bulgular:

Cizelge 4.15. 10 mM TEA sonrasi Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonrast Ezilme+LEC
grubunda 2. ve 4. haftalara (hf) ait BAP parametreleri verilmektedir. Degerler ortalama = SEM olarak
verildi. A) Tibial sinirde kontrollere gore 2 ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimii p<0,05 diizeyinde
anlamlidir. B) Sural sinirde de 2 ve 4. haftalardaki tiim BAP parametrelerindeki degisimler kontrollere
gore p<0,05 diizeyinde anlamlidir.

A TEA sonrasi Ezilme+LEC grubu Tibial sinire ait BAP parametreleri
Gruplar n=7 BAP (mV) YS (ms) .DS (ms) v-dd (mV) % v-dd/BAP
Kontrol 529+13 0,54 + 0,02 0,67 0,02 6,6 £0,4 125+0,7
2hf+E+LEC 84+08 8,58 +1,10 242+22 belirsiz belirsiz
4hf+E+LEC 142+17 1,64 +0,10 19,723 143+172 101+4
B TEA sonrasi Ezilme+LEC grubu Sural sinire ait BAP parametreleri
Gruplar n=7 BAP (mV) YS (ms) 2DS (ms) v-dd (mV) % v-dd/BAP
Kontrol 29,0+34 0,88 £ 0,04 0,98 + 0,03 10,2+0,6 390+43
2hf+E+LEC 6,1+ 0,3 6,96 + 0,50 24324 belirsiz belirsiz
4hf+E+LEC 8005 2,72+0,10 314+32 9,3+0,38 116+ 4
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Sekil 4.31 Tibial sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+LEC grubuna ait TEA uygulamasi

sonras1 tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik dlgeginde olan BAP kayitlar
goriilmektedir.

| Kontrol

5 ms

10 mVv

1610 ms
4 hf+LEC

» |

’;I'\ 4-Ap sonrasi
I

TEA etkisi
4-Ap oncesi
\

1280 ms
| _ |
Sekil 4.32 Sural sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+LEC grubuna ait TEA uygulamasi

sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6l¢eginde olan BAP kayitlar
goriilmektedir. V-dd genligi BAP genliginin lizerinde bir deger almakta, 2DS siiresi ¢ok uzamaktadir.
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4.1.10.4 Ezilme+Kombine gruplarinda TEA’nin BAP bulgular:

Cizelge 4.16. 10 mM TEA sonrasi Tibial ve Sural sinirde; kontrol, ezilme sonrasi Ezilme+Kombine
grubunda 2 ve 4. haftalara (hf) ait BAP parametreleri verilmektedir. Degerler ortalama + SEM olarak
verildi. A) Tibial sinirde kontrollere gore 2 ve 4. haftalardaki degisimlerin tiimii p<0,05 diizeyinde
anlamlidir. B) Sural sinirde de 2 ve 4. haftalardaki tiim BAP parametrelerindeki degisimler kontrollere
gore p<0,05 diizeyinde anlamlidir.

A TEA sonrasi Ezilme+Kombine grubu Tibial sinire ait BAP parametreleri
Gruplar n=7 BAP (mV) YS (ms) DS (ms) v-dd (mV) % v-dd/BAP
Kontrol 529+13 0,54 0,02 0,67 0,02 6,6 £0,4 125+0,7
2hf+E+KOM 83+038 8,63+ 1,26 241+272 belirsiz belirsiz
4hf+E+KOM 16,2+ 0,7 1,86 £ 0,10 16,112 17,105 105+1
B TEA sonrasi Ezilme+Kombine grubu Sural sinire ait BAP parametreleri
Gruplar n=7 BAP (mV) YS (ms) DS (ms) v-dd (mV) % v-dd/BAP
Kontrol 29,0+3/4 0,88 £ 0,04 0,98 £ 0,03 10,2+ 0,6 39,0+4,3
2hf+E+KOM 59+0,3 7,03 +0,50 25724 belirsiz belirsiz
4hf+E+KOM 95+12 3,19+0,30 35,1+14 11,0+1,2 117+2
10 ms
ﬁ'
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Ikll 561 ms
I v
ll
I\L 4 hf Kombine
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Sekil 4.33 Tibial sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+Kombine grubuna ait TEA
uygulamasi sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6lceginde olan BAP
kayitlar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.34 Sural sinirde kontrol grubu, 2 ve 4 haftalik (hf) Ezilme+tKombine grubuna ait TEA
uygulamasi sonrasi tek puls ile tonik olarak uyarilan ve ayni zaman ve genlik 6lgeginde olan BAP
kayitlar1 goriilmektedir.

4.1.10.5 Tibial ve Sural sinir demetinde TEA sonrasi BAP Genlik-Frekans iliskisi

100 ~
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= ]
5 G0
= i
2 i —w— Kontrol
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o _ —&— 4hf+LEC
20 —a— dhf+KOM
0
__E( i
] T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
01 1 10 100

Frekans (log Hz)

Sekil 4.35 Tibial sinir demetinde TEA sonrasi kontrol, 2 hafta (hf) grubu ve 4 haftalik
Ezilme, Ezilme+PMA, Ezilme+LEC ve Ezilme+tKombine gruplarma ait uyari
frekansina bagli % genlik degisimleri. * 40 ve 100 Hz uyan frekansinda, PMA ile
diger 4 haftalik gruplar arasinda p<0,05 diizeyinde anlamlilik vardir.
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Daha once Sekil 4.9 ve 10°da higbir ilag uygulamaksizin sadece uyarim frekansinin
artmasina bagl olarak meydana gelen % genlik inhibisyonlar1 verilmisti. Sekil 4.21 ve 22°de
ise 4-Ap uygulamasi sonrasi olusan ilave inhibisyonlar gosterilmisti. Sekil 4.35 ve 36°de ise
TEA uygulamasi ile meydana gelen yiiksek genlik inhibisyonlarinin kontrollere gore % genlik

degisimi verilmektedir.
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Sekil 4.36 Sural sinir demetinde TEA sonrasi kontrol, 2 hafta (hf) grubu ve 4 haftalik
Ezilme, Ezilmet+PMA, Ezilme+LEC ve EzilmetKombine gruplarina ait uyari
frekansina bagli % genlik degisimleri.

Tibial sinirde hicbir ila¢ uygulamadan kontrol grubu sinir demetlerinde meydana
gelen 100 Hz’lik % genlik degisimi; %95,0 £ 0,5 iken sural sinirde %90,1 + 0,6 olarak
bulunmustu. 4-Ap uygulamasi ile sirasiyla bu degerler %90,3 + 0,9 ve %82,8 + 1,2 iken,TEA
uygulamasi ile degisim daha da artarak %72,9 + 2,5 ve %57,1 £ 2,3 degerine diiserek daha
yiiksek genlik inhibisyonu olusturdu. Tibial sinirde hi¢bir ila¢ uygulamadan 2 haftalik Ezilme
grubu sinir demetlerinde meydana gelen 100 Hz’lik % genlik degisimi; %65,4 + 3,9 iken sural
sinirde %62,6 = 1,9 olarak bulunmustu. 4-Ap uygulamasi ile sirasiyla bu degerler %25,6 +
4,31 ve %35,7 + 3,1 iken, TEA uygulamasi ile degisim daha da artarak %4,1 + 0,8 ve %2,1 £
0,3 degerine diiserek neredeyse tam genlik bloguna yakin inhibisyon meydana getirdi. Tibial

sinirde higbir ilag uygulamadan 4 haftalik Ezilme+PMA grubu sinir demetlerinde meydana
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gelen 100 Hz’lik % genlik degisimi; %84,1 £ 1,1 iken sural sinirde %74,1 £ 1,3 olarak
bulunmustu. 4-Ap uygulamasi ile sirasiyla bu degerler %65,6 + 2,8 ve %53,2 + 2.4 iken,TEA
uygulamas ile degisim daha da artarak %27,8 + 7,8 ve %4,3 + 0,5 degerine diistii (Sekil 4.35
ve 36).

10 Hz uyarim frekans: tibial sinir 4 hafta E+Kombine grubunda meydana gelen fazik
inhibisyon diger 4 haftalik gruplara gore anlamsiz bulunurken 2 hf ve kontrole gére anlamli
diizeyde daha fazla blok goriildi. Sural sinirde ise 2 hafta grubunda, kontrol ve 4 hafta
gruplaria gore ilging bir sekilde daha az fazik inhibisyon oldugu goriildii. Bu ilging fark
kontrollere ve 4 haftalik gruplara (4 hf+Kombine grup hari¢) gore anlamli bulundu. 4 hafta
grup ici farklar anlamsizdi.

Tibial sinir demetinde 4 hafta+tE+PMA grubunda 40 Hz uyarim frekansinda meydana
gelen fazik inhibisyon kontrol degerine yakin oldugundan istatistiksel olarak anlamli
bulunmazken, diger 2 ve 4 haftalik deney gruplar1 kontrollere gére anlamli diizeyde daha
yiiksek genlik blogu olusturdu. Sural sinirde ise 40 Hz’te kontrollere gore tim deney gruplari
anlaml diizeyde daha fazla genlik blogu meydana getirdi. 2 ve 4 hafta deney gruplari
arasindaki farklar, 4 hf+Kombine grup hari¢, anlamli bulundu. Tibial sinirde 4 hafta grup ici
karsilagtirmada, PMA grubunun 40 ve 100 Hz de diger gruplara gore daha az inhibisyona
ugradigi agiktir (p<<0,05) (Sekil 4.35). Tibial sinirde 100 Hz’te meydana gelen fazik blok

kontrole gore tliim deney gruplarinda anlamli yiiksekti.

4.1.10.6 Tibial ve Sural sinirde TEA’nin HAP’lar iizerine etkisi

10 mM TEA uygulamasi ile tibial ve sural sinir demetinde 40 ve 100 Hz uyarim
frekansinda olusan HAP genlikleri, kontrollere gore tiim deney gruplarinda anlaml diizeyde
yiiksek iken, HAP siirelerinin ise daha kisa oldugu gorildi (p<0,05). 40 Hz uyarim
frekansinda tiim 4 haftalik gruplar, 2 haftalik gruplara gore daha diisiik genlikte HAP
meydana getirirken bu fark sadece PMA ve Ezilme grubuna gore istatistiksel anlam
tasimaktaydi. 100 Hz’te ise 2. ve 4. hafta arasindaki farklar tiim 4 haftalik gruplarda anlamli
bulundu. 4 hafta grup ici genlik ve siireler acisindan her iki sinir demetinde de farklar anlamli

bulunmadi (p>0,05).
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Sekil 4.37 Tibial sinir demetinde TEA sonrasi kontrol, 2. ve 4. haftalara (hf) ait 40
Hz’lik uyarim frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir.
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Sekil 4.38 Sural sinir demetinde TEA sonrasi kontrol, 2. ve 4. haftalara (hf) ait 40
Hz’lik uyarim frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir.
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Sekil 4.39 Tibial sinir demetinde TEA sonrasi kontrol, 2 ve 4. haftalara (hf) ait
100 Hz’lik uyarim frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir.
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Sekil 4.40 Sural sinir demetinde TEA sonrasi kontrol, 2 ve 4. haftalara (hf) ait 100
Hz’lik uyarim frekansinda ortaya ¢ikan HAP’lar gosterilmektedir.
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Cizelge 4.17. Tibial ve Sural sinirde 10 mM TEA sonrast; kontrol, ezilme (E) sonras1 2 ve 4. haftalara
(hf) ait HAP 40 ve 100 Hz degerleri verilmektedir. Degerler ortalama + SEM olarak verildi.

Tibial Sinir
40 Hz 100 Hz

Gruplar
Vhap (mV) Thap (Ms) Vhap (mV) Thap (ms)
Kontrol 0,60 +0,04 991+ 25 0,55 +0,05 708 + 23
2hf+Ezilme 317+£0,12 381+12 3,04+0,15 292 +18
4hf+Ezilme 236+0,11 367131 2,35+£0,16 329+ 26
4hf+E+PMA 2,05+0,13 474 27 1,80 +0,15 370+ 20
4hf+E+LEC 2,67+0,28 445 £ 30 2,10+£0,16 320+ 14
4hf+E+KOM 2,64+0,15 610 + 26 191+0,11 285+ 15

Sural Sinir

Kontrol 0,86+0,11 679+ 39 0,74 £0,01 992 + 33
2hf+Ezilme 144 +0,12 262 + 26 1,19+0,03 240+ 23
4hf+Ezilme 157+0,16 403 + 29 147+0,14 354 +18
4hf+E+PMA 144+0,12 482 + 46 1,53 +0,15 426 + 31
4hf+E+LEC 152+0,18 507 + 45 1,33+0,11 441 + 39
4hf+E+KOM 163+0,12 466 + 35 1,34 + 0,06 430+ 29

4.2 Termal Plantar Test Bulgulari o
1-2-3: Tibial sinir dallan i

Fonksiyon test veya duyusal (sensor) test olarak ta 4 Sdonsinr ),

5: Sural sinir

ifade edilebilen termal plantar testlerden elde edilen veriler,
sag siyatik siniri ezilerek travmatik monondropati modeli
(aksonometis tipi ezilme) olusturulan deney gruplarinda
ozellikle duysal sinirlerde ortaya g¢ikan yapisal ve islevsel
anormallikleri yansitmaktadir.

Bu testler dejenerasyon-rejenerasyon siirecinde

myelinli veya myelinsiz duysal sinirlerin gelisiminin -‘
Sekil 4.41 Ayak plantar

izlenmesini  saglamaktadir. Testlerde Olglilen primer yiiziini inerve eden sinirler

hiperaljezi deney hayvammin ayak tabanmin plantar ~gorilmektedir.

ylizeylerinin orta kisimlarina uygulandigindan; bu testler daha cok tibial sinir demeti
icerisinde bulunan duyusal myelinli veya myelinsiz liflerin karakteristigini yansitmaktadir.
Ciinkii ayagin plantar yiizii biiyiik oranda tibial sinirden ¢ikan 3 dal ile inerve edilmektedir

(Sekil 4.41).
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Deneysel olarak sinirde meydana getirilen ezilme tipi ezilme sonrasi ilk haftada,
yogun dejeneratif siiregten dolay1 termal testlerde, maksimum uyarim siiresi (cut off time)
hayvanin ayak tabaninda bir hasara yol agmamasi i¢in sirasi ile 25 s olarak ayarlannusti. Tlk
haftada cut-off degerinin asilmasi ¢ok sik gozlendiginden ve boliimiimiizde daha 6nce yapilan
calismalarda da tecriibe edildiginden 6l¢iim yapilmamasi tercih edildi.

Baska bir deyisle amag; deney hayvaninin kendi ayagini yemesi olarak adlandirilan
otofajinin (ototomi) engellenmesidir. Dejenerasyon siirecini takiben meydana gelen

rejenerasyon siirecini, termal test bulgulari net bir sekilde ortaya koymaktadir (Sekil 4.42).
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Sekil 4.42 Sinir ezilmesinden 2 hafta sonra Ezilme gruplarinda; PMA, LEC ve Kombine
uygulamanin termal latans siireleri {izerine etkileri verilmektedir. Olciim noktalari ortalama +
SEM’i temsil etmektedir. * 4 hafta PMA ve Ezilme grubu diger gruplara gore, termal latansi
istatistiksel olarak daha diigiiktii. Ayn1 sekilde PMA grubu nun 6 hafta sonraki termal latans
degeri LEC ve Kombine grubuna gére anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,05).

Ezilme ve Ezilme+PMA grubunda 2. haftada 6l¢iilen termal latans stiresi, Kombine ve
LEC grubuna gore anlamli diizeyde daha diisiik oldugu goriildii. Ayrica PMA grubu tiim
ezilme gruplarina gore 2. haftada daha diisiik latansa sahipti (p<0,05). 3. haftadan itibaren
gruplar arasindaki bu fark ortadan kalkarak tiim ezilme gruplarinda kontrollere gére anlamli
diizeyde primer hiperaljezi geliserek 6. haftaya kadar devam etti. PMA grubunda termal latans
stiresi 5 ve 6. haftalarda LEC ve Kombine gruba gore anlaml diizeyde daha uzun olup kontrol

degerlerine en yakin oland1 (p<0,05).
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4.3 Histoloji Bulgular:
4.3.1 Elektron Mikroskobik Bulgular:
4.3.1.1 Kontrol Grubu

Kontrol grubuna ait siyatik, sural ve tibial sinir demetlerinin elektron mikroskobik
incelenmesinde, sinir fasikiillerinin miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerinden olustugu dikkati
cekti. Sinir liflerinin schwann hiicreleri tarafindan sarili olduklar1 izlendi. Schwann
hiicrelerinin, heterokromatinden zengin oval ya da yuvarlak bir ¢ekirdege sahip olduklari,
heterokromatinin genellikle niiklear kilif yakininda bulundugu goézlendi. Schwann hiicreleri
distan bir bazal lamina ile sarili idi, bazal laminanin altinda hiicrenin plazmalemmas1 yer
almaktaydi. Schwann hiicrelerinin sitoplazmasinda endoplazmik retikiiliim sisternalari, golgi
kompleksi, mitokondriyonlar, lizozomlar ve ribozomlar yer almaktaydi. Miyelinli sinir
liflerinde, Schwann hiicrelerinin aksonu sararak, akson etrafinda konsantrik lamellar tarzda

miyelin kilifi olusturduklar1 gézlendi.

Sekil 4.43 Kontrol (saglam) gruba ait tibial sinir demetinin elektron mikroskobik goériiniimii.
Miyelinli (a) ve miyelinsiz sinir lifleri (ma) izlenmektedir. Schwann hiicrelerinin (Sh) sinir
liflerini sarmis oldugu goriilmektedir. Akson sitoplazmalarinda mitokondriyonlar (m) ve
norofilamanlar (n) ayirt edilmektedir. Miyelinli (a) ve miyelinsiz liflerin (ma) aralarinda
interstisyumda bulunan kollajen lifler (K) goriilmektedir. Miyelin kilifi (mk)
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Miyelinli sinir liflerinde, schwann hiicrelerinin tek bir aksonu sardig1 ve aksolemma
ile hiicre zar1 arasinda periaksonal boslugun bulundugu goriildii. Akson igerisinde
mitokondriyonlar, agraniiler endoplazmik retikiiliim sisternalari, ¢ok miktarda ndrotiibiil ve
ndrofilamanlarin varligi izlendi. Miyelinsiz sinir liflerinde, bir schwann hiicresinin, genellikle
birden fazla aksonu ayni anda sardig1 dikkati ¢ekti. Miyelin kilifa sahip olmayan aksonlar,
schwann hiicresi sitoplazmasi igerisine gomiilii olarak izlendi. Sinir lifleri, schwann kilifinin
iizerinde fibroz bag dokudan olusan ve endonéryum adi verilen bag dokusu kilifi ile sariliyd.
Sinir liflerinin aralarinda, ince uzun sitoplazmik uzantilar1 ve heterokromatik ¢ekirdekleriyle
karakterize edilen fibroblastlarin varlig1 izlendi. Ayrica, az sayida mast hiicresi, makrofaj,
kapiller damarlar ve baglica kollajen liflerden olusan fibréz bag dokusu da yer almaktaydi

(Sekil 4.43).

4.3.1.2 Ezilme grubu

Sinir ezilmesinden 2 hafta sonra alinan sinir demetlerinin elektron mikroskobik
incelenmesinde, schwann hiicreleri, miyelinli sinir lifleri ve aksonlarda dejeneratif
degisiklikler izlendi. Miyelinli sinir liflerinde miyelin kilifin yapisal biitiinliigiiniin bozuldugu,

miyelin lamellerinin birbirlerinden ayrildigi, aksonun biiziigmesine bagl olarak

Sekil 4.44 2 haftalik ezilme grubu tibial sinir demetinden elde edilen elektron mikroskobik goriiniimii.

Miyelinli sinir liflerinde (@) miyelin kilif (mk) ve akson harabiyetleri izlenmektedir. Schwann
hiicrelerinde (Sh) cekirdekte (¢) kromatin kiimelesmesi, sitoplazmada vakuolizasyon gozlenmektedir.
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akson ve miyelin kilif arasinda genis bosluklarin olustugu gozlendi. Dejenerasyonun belirgin
oldugu sinir liflerinde, akson igerisinde 6zellikle mitokondriyonlar da belirgin olmak iizere
organel harabiyetinin varlig1 dikkati ¢ekti. Sinir liflerini saran ve onlarin etrafinda miyelin
kilif olusturan schwann hiicrelerinde ¢ekirdekte kromatin kiimelesmesi, sitoplazmada fagosite
edilmis miyelin artiklari ve ¢ok sayida igleri bos, farkl biiyiikliiklerde vakuollere rastlandi.

Bunlarin yanmi sira, ortamda makrofaj varligi da izlendi. Makrofaj sitoplazmasinda
fagosite edilmis miyelin kilif lamelleri ve ¢esitli biiytikliiklerde lipid damlaciklarina siklikla
rastland1 (Sekil 4.44). Miyelinsiz sinir liflerinde, aksoplazmada organel harabiyeti ile ¢esitli
biiyiikliikte vakuoller kaydedildi.

Ayni gruba ait sural ve tibial sinirlerin elektron mikroskobik incelenmesinde siyatik
sinirde gozlenen yapisal degisikliklere benzer bulgular kaydedildi (Sekil 4.45). Ancak,
miyelin kilif harabiyeti, aksonal degisiklikler ve schwann hiicrelerinde meydana gelen yapisal

bozukluklar sural ve tibial sinirlerde daha da belirgindi.

Sekil 4.45 2 haftalik ezilme grubu sural sinir demetinden elde edilen elektron mikroskobik
goriinimi. Miyelinli sinir liflerinde (a) miyelin kilifin ileri derecede dejeneratif degisiklikler
sergiledigi goriilmektedir.

Sinir ezilmesini takiben 4 hafta sonra incelenen tibial sinir demetlerinin elektron
mikroskobik incelenmesinde sinir lifleri ve schwann hiicre yapisinin, 2 haftalik ezilme

gruplarina gore, daha iyi durumda oldugu belirlendi. Bununla birlikte, miyelinli sinir
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liflerinde, miyelin kilifin lameller yapisinda ayrilmalar, fokal miyelin kilif bozukluklari,
aksonal biiziisme, aksoplazmada mitokondriyon harabiyeti sonucu olusan vakuolizasyon,
akson ile miyelin kilif arasinda meydana gelen genis bosluklar bu grupta da goriildii.
Miyelinsiz sinir liflerinde, yapisal biitiinliikk nisbeten korunmustu. Buna ragmen bazi
miyelinsiz sinir liflerinde organel harabiyeti ve vakuolleri igeren hafif yapisal degisiklikler de
gozlendi. Schwann hiicrelerinde ¢ekirdek ve sitoplazmik yap1 nisbeten normale yakindi. Buna
karsin bazi hiicrelerde sitoplazmada miyelin kilif artiklarini igeren fagozomlara da rastlandi.
Bunlarin diginda, sinir liflerinin aralarinda sitoplazmasinda lipid damlaciklar1 ve fagozomlarin
yer aldig1 ¢ok sayida makrofaja da rastlandi. Sinir liflerinin etrafinda fibroblast ve kollajen
lifleri igeren fibroz bag dokusu yer almaktaydi (Sekil 4.46). Fibroblastlarin oldukca aktif
olduklar1 ve sitoplazmik uzantilar ile sinir liflerini sardiklari belirlendi. Kollajen liflerin yap1
ve organizasyonlart normal olarak degerlendirildi. Ortamda ¢ok sayida kapiller damarin

varlig1 da gorildii.

i
o Sy

Sekil 4.46 4 haftalik ezilme gruplarmdan alan tibial sinir demetinin elektron mikroskobik
goriinlimii. Schwann hiicresinin (Sh) miyelinli sinir lifini (a) sardig1 goriilmektedir. Bazi
miyelinli sinir liflerinde evaginasyonlar izlenmektedir (*). Sitoplazmasinda yag damlaciklar1 (L)
olan bir makrofaj (M) dikkati ¢cekmektedir.
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Sekil 4.47 4 haftalik ezilme gruplarmmdan alinan sural sinir demetinin elektron mikroskobik
goriiniimii. Miyelinli sinir liflerinde (a) miyelin kilif evaginasyonlar1 (*) gibi fokal dejeneratif
degisiklikler izlenmektedir. Sitoplazmasinda yag damlaciklar1 (L) igeren makrofajlar (M) dikkati
cekmektedir. Sinir liflerinin aralarinda kollajen liflerin (K) varlig1 goriilmektedir.

Bu grupta yer alan sural ve tibial sinir dokularmin incelenmesinde miyelinli ve
miyelinsiz sinir lifleri ile schwann hiicrelerinin yapilarimin birbirlerine benzedikleri ve
ozellikle miyelinli sinir liflerinde yapisal degisikliklerin 2 haftalik ezilme gruplarina gore
daha iyi olmakla birlikte, fokal miyelin kilif bozukluklari, lamellerde ayrisma ve aksonal
bilizismenin varliginin bu grupta da devam ettigi belirlendi. Schwann hiicrelerinde normal
yapisal biitlinliik ve proliferasyon dikkat ¢ekiciydi. Miyelinsiz sinir liflerinin normal yapida
olduklar1 goézlendi (Sekil 4.47). Sinir liflerini distan destekleyen fibroz bag dokusunda

fibroblastlarda sayica artis ve kollajen liflerde diizenli organizasyon oldugu goriildii.

4.3.1.3 Ezilme+PMA grubu

Sinir ezilmesinden sonra 2 hafta boyunca manyetik alan uygulamasina maruz birakilan
sinir demetlerinin elektron mikrokobik incelenmesinde schwann hiicreleri, miyelinli ve
miyelinsiz sinir liflerinde ileri derecede yapisal degisikliklerin meydana geldigi belirlendi.
Schwann hiicrelerinin sitopazmasinda dejeneratif veya yapisal bozukluga ugramis pek ¢ok

miyelin kilif artiklarinin varhigr dikkati ¢ekti. Hiicrelerde ¢ekirdekte kromatin kiimelesmesi ve
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sitoplazmada lipid damlaciklar1 ve sekonder lizozom yapilarina da siklikla rastlandi. Schwann
hiicreleri disinda ortamda ¢ok sayida reaktif makrofajlarin da yer aldig1 gozlendi. Makrofajlar
yuvarlak bir c¢ekirdek ve sitoplazmik uzantilar1 ile ayirt edilmekteydiler. Makrofaj
sitoplazmalarinda ¢ok sayida fagozom, lizozom ve lipid damlaciklarinin varlig: kaydedildi.
Miyelinli sinir liflerinde miyelin kilif ve aksonda belirgin olan ileri derecede dejeneratif
degisikliklerin varlig1 dikkati ¢ekti. Miyelin kilif lamellerinin g¢ogunlukla konsentrik
diizenlenmelerini kaybettikleri ve aksonal zona dogru invagine olduklar1 izlendi. Akson
icerisinde mitokondriyonlarda belirgin olan organel harabiyetleri goriildii. Miyelinsiz sinir

liflerinde organel harabiyeti ve vakuol olusumu gézlendi.

Sekil 4.48 Sinir ezilmesi sonrast 2 hafta PMA uygulamasina maruz birakilan grubun tibial sinir
dokularmin elektron mikroskobik goriiniimii. Sinir lifleri Schwann hiicreleri (Sh) tarafindan
sartlmistir. Miyelinli sinir liflerinde (a) miyelin kilifin (mk) lamellar yapisi tamamen bozulmustur.
Schwann hiicre (Sh) ¢ekirdeginde (¢) heterokromatin artis1 vardir. Sitoplazmasinda lipid damlaciklart
(L) bulunan makrofaj da (M) ayirt edilmektedir.

Sinir liflerinin aralarinda genis bosluklar seklinde 6dem alanlarinin varlig1 belirlendi.
Ayrica kollajen liflerin organizasyonlarinda diizensizliklerin olustugu da dikkati ¢ekti (Sekil
4.48). Miyelinli sinirlerde orta dereceden siddetliye kadar degisen yapisal bozukluklar
kaydedildi. Ayrica ortamda c¢ok sayida makrofajin bulundugu, hiicrelerin sitoplazmasinda
miyelin artiklarini igeren fagozomlar ve lipid damlaciklar1 izlendi. Schwann hiicrelerinde de

siyatik sinir benzeri yapisal bozukluklar belirlendi (Sekil 4.49).
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Sekil 4.49 2 haftalik Ezilme+PMA grubundan alinan sural sinir demetlerinin elektron mikroskobik
goriiniimil. Miyelinli (a) ve miyelinsiz sinir liflerinin (ma) ileri derecede dejenerasyona ugradigi
gorlilmektedir. Miyelin kilifin (mk) lamellar yapis1 bozulmustur. Schwann hiicre (Sh) sitoplazmalarinda
yag damlaciklarinin (L) varlig1 izlenmektedir.

Sinir ezilmesini takiben 4 hafta boyunca manyetik alan uygulamasina maruz birakilan
siyatik sinir dokulariin elektron mikroskobik incelenmesinde miyelinli ve miyelinsiz sinir
liflerinin bir¢ok alanda normal yapilarim1 korumus olduklar1 dikkati ¢ekti. Sinir liflerinde
miyelin kilif ve akson yapist normal kontrol grubuna benzemekteydi. Bununla birlikte, bazi
alanlarda miyelinli sinir liflerinde miyelin kilifta fokal dejeneratif degisikliklere de rastlandi.
Sinir liflerinin bazilarinda aksonlarda hafif biizlisme, akson ile miyelin kilif arasinda bosluklar
izlendi. Schwann hiicreleri miyelinli ve miyelinsiz lifleri sarmaktaydi. Baz1 alanlarda bu
hiicrelerin sitoplazmalarinda lipid damlaciklar1 izlenmekle birlikte yapisal biitlinliigiin
genellikle korundugu gozlendi. Sinir liflerinin aralarinda sitoplazmasinda fagozomlar,
sekonder lizozomlar ve ¢ok sayida lipid damlaciklarina sahip makrofajlara da rastlandi. Sinir
liflerinin aralarinda yer alan fibroblast ve kollajen liflerin normal yapida olduklar1 ve distan
sinir liflerini destekledikleri gozlendi (Sekil 4.50).

4 hafta boyunca manyetik alana maruz birakilan sural ve tibial sinir demetlerinde
benzer olarak miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerinin biitiinliiklerini koruduklar1 goriildii. Sinir
liflerinin 6nemli bir bdliimiinde miyelin kilif ve akson yapisinin normal kontrol grubuna
benzemesi ilgi c¢ekici bulundu. Miyelin kilifta bazi alanlarda aksonal zona dogru
invaginasyonlar goriilmekle birlikte miyelin kilifin genel olarak normal yapida oldugu

gozlendi. Miyelinsiz sinir lifleri normal yapida izlendi. Schwann hiicreleri, makrofajlar,
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fibroblastlar ve kollajen liflerin yap1 ve dagilimlari da normal olarak degerlendirildi (Sekil

4.51).

Sekil 4.50 4 haftalik Ezilme+PMA grubundan alman tibial sinir demetlerinin elektron mikroskobik
goriiniimii. Miyelinli (a) ve miyelinsiz (ma) sinir lifleri Schwann hiicreleri (Sh) tarafindan sarilmistir.
Akson sitoplazmalarinda mitokondriyon (m) ve norofilamanlar (n) izlenmektedir. Schwann hiicre
cekirdeklerinde (C) heterokromatin artisi belirgindir. Sitoplazmalarinda lipid damlaciklar1 (L) igeren
makrofaj (M) goriilmektedir. Sinir liflerinin aralarida kollajen liflerin (K) varlig izlenmektedir.

Sekil 4.51 4 haftalik Ezilme+PMA grubundan elde edilen sural sinir demetlerinin elektron
mikroskobik goriiniimii. Miyelinli sinir liflerinin (a) sitoplazmalarinda biiziigmeler (b)
izlenmektedir. Schwann hiicreleri (Sh) sinir liflerini sarmaktadir. Schwann hiicre ¢ekirdeklerinde (C)
heterokromatin artig1 belirgindir. Bazi alanlarda  makrofajlarin (M) sitoplazmalarda lipid

damlaciklar (L) goriilmektedir.
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4.3.1.4 Ezilme+LEC grubu

Sinir ezilmesi sonrasinda LEC uygulanmis siyatik sinir dokularinin elektron
mikroskobik degerlendirmesinde miyelinli ve miyelinsiz sinir lifleri, Schwann hiicreleri ve
makrofajlarda yap1 ve dagilim 2 haftalik ezilme gruplarina benzemekteydi. Sinir liflerinin
sayilarinin son derece azaldig1 dikkati ¢ekmekteydi. Miyelinli sinir liflerinde miyelin kilif ve
akson yapisinin bozuldugu, miyelin kilif lamellerinin birbirinden ayristigi, miyelin
lamellerinin aksonal zona dogru invagine olduklari, aksonlarda organellerin dejenere
olduklari, aksonlarda asir1 biizigmeye bagli olarak akson ile miyelin kilif arasinda genis
bosluklarin olustugu dikkati ¢ekti. Ortamda bozulmus ve dejenere olmus miyelin kilif
artiklarini fagosite etmis makrofajlara rastlandi. Makrofaj sitoplazmalarinda ayrica ¢ok sayida
lipid damlaciklar1 ve sekonder lizozomlara da rastlandi. Schwann hiicrelerinde ¢ekirdekte
heterokromatin artisi, sitoplazmada bozulmus miyelin kilif lamelleri ve vakuollerin varlig
gozlendi (Sekil 4.52). Sinir liflerinin aralarinda yer alan fibroblast ve kollajen liflerin zayif
olarak temsil edildigi gozlendi.

Sinir ezilmesini takiben LEC uygulamasi yapilan sural ve tibial sinir dokularinin
ultrastriiktiirii siyatik sinirde oldugu gibi yapisal degisikliklere ugramisti. Sinir lifleri etrafinda
yer alan miyelin kilif lamellerinde ayrisma, bozulma ve dejenerasyonlar belirlendi. Miyelinsiz

aksonlarda organellerde bozulma ve vakuolizasyon izlendi. Schwann hiicreleri ve

makrofajlarda sitoplazmanin fogozomlar ile dolu oldugu dikkati ¢ekti.

7 l'.i-E m 3

Sekil 4.52 2 haftalik Ezilme+LEC uygulamasi yapilan grupta tibial sinirde miyelinli sinir liflerinin
(a) tamamen dejeneratif degisiklikler gosterdigi ve miyelin kilif (mk) lamellar yapisinin bozulmus
oldugu izlenmektedir.
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Sinir ezilmesini takiben 4 hafta boyunca LEC uygulanan siyatik sinir dokularinin
elektron mikroskobik incelenmesinde yapinin 2 haftalik gruba gore daha 1yi durumda oldugu,
miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerinin ¢ogu alanlarda normale yakin olduklart gézlendi. Sinir
liflerinde miyelin kilif ve akson yapist hafif miyelin kilif bozukluklar1 disinda genellikle,
normal yapisin1 korumustu. Bununla birlikte, sinir liflerinin sayilarinda belirgin azalma ve
bazi alanlarda miyelinli sinir liflerinde miyelin kilifta fokal dejeneratif degisikliklere bu
grupta da rastlandi. Sinir liflerinin bazilarinda aksonlarda hafif biiziisme, akson ile miyelin
kilif arasinda bosluklar izlendi. Miyelinli ve miyelinsiz lifleri saran Schwann hiicrelerinin
sitoplazmalarinda lipid damlaciklar1 izlenmekle birlikte yapisal biitiinliigiin genellikle
korundugu gozlendi. Sinir liflerinin aralarinda sitoplazmasinda fagozomlar, sekonder

lizozomlar ve ¢ok sayida lipid damlaciklarina sahip makrofajlara da rastlandi (Sekil 4.53).

Sekil 4.53 4 haftalik Ezilme+LEC uygulamasina maruz birakilan tibial sinir demetinin elektron
mikroskobik goriiniimii. Miyelinli sinir liflerinde (a) fokal miyelin kilif degisiklikleri izlenmektedir.
Miyelinsiz sinir lifleri (ma) normal histolojik yapilarini korumaktadir.

Ezilmeyi takiben 4 hafta boyunca LEC uygulanan sural ve tibial sinir dokularinda da
birbirine benzer olarak miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerinin genellikle normal yapilarim
koruduklar1 goriildii. Miyelin kilifta baz1 alanlarda fokal miyelin kilif bozukluklar: ile aksonal
zona dogru invaginasyonlar goriilmekle birlikte miyelin kilifin genel olarak normal yapida
oldugu gozlendi. Miyelinsiz sinir liflerinde de organellerde genigsleme ve vakuolizasyon
izlendi. Schwann hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar ve kollajen liflerin yap1 ve dagilimlari

nisbeten normal olarak degerlendirildi (Sekil 4.54)
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Sel 4.54 4 haftalik Ezilme+LEC ygulamasmai maruz birakilan sural sinir demetinin
elektron mikroskobik goriiniimii. Miyelinli (a) ve miyelinsiz (ma) sinir lifleri
izlenmektedir. Schwann hiicresinin (Sh) tek bir miyelinli sinir lifini (a) sarmis oldugu

izlenmektedir. Sinir liflerinin aralarinda interstisyumda bulunan kollajen lifler (K) ayirt
adilmealtadir

4.3.1.5 Ezilme+Kombine grubu

Sekil 4.55 2 haftalik Ezilme+Kombine grubu tibial sinir demetlerinin elektron mikroskobik
goriiniimil. Miyelinli sinir liflerinin (a) dejenerasyona ugradiklari ve miyelin kilif (mk)
lamellar yapisinin biitlinliigiiniin  bozuldugu izlenmektedir. Sinir liflerinin aralarinda
kollajen lifler (K) goriilmektedir.
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Sinir ezilmesini takiben manyetik alanla birlikte ilk 2 hafta LEC uygulanan siyatik
sinir dokularinin elektron mikroskobik incelemesinde miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerinde
ozellikle miyelin kilif ve akson yapisinda dejeneratif bozukluklar belirlendi. Miyelinli sinir
liflerinde, miyelin kilifin lameller yapisinin tamamen bozulmus oldugu ve miyelin
lamellerinin birbirlerinden ayrilmis olduklar dikkati ¢ekti.

Ayrica aksonlarda biiziisme ve organel harabiyeti, akson ile miyelin kilif arasinda
genis bosluklarin olusumu da kaydedildi. Aksoplazmada norotiibiil ve ndrofilamanlarinda
yapisal diizenlenmeleri bozulmustu. Bunun disinda, miyelinsiz sinir liflerinde organel
harabiyeti ve vakuolizasyon gozlendi. Sinir lifleri etrafinda yer alan schwann hiicrelerinin
cekirdeginde kromatin artist  ve sitoplazmalarinda fagozomlar izlendi. Makrofaj
sitoplazmalarinda fagosite edilmis miyelin artiklar ile lipid damlaciklar1 ve lizozomlara da
siklikla rastlandi. Sinir liflerinin aralarinda yer alan fibroblast ve kollajen liflerin gelisimi
zayif olarak temsil edilmekteydi (Sekil 4.56). Sinir liflerindeki dejenerasyon her iki sinirde de
oldukga belirgin olup, miyelin kilif degisiklikleri, aksonal harabiyet ve schwann hiicrelerinde

kaydedilen yapisal bozukluklar gézlenen ortak bulgulardi.

g 'd . 45 it

Sekil 4.56 4 haftalik Ezilme+Kombine grubu tibial sinir demetlerinin elektron mikroskobik
goriiniimil. Schwann hiicresinin (Sh) tek bir miyelinli sinir lifini (a) sararken, birden fazla
miyelinsiz sinir lifini (ma) sarmis oldugu izlenmektedir. Miyelinli sinir liflerinin (a)
bazilarinda miyelin kilif (mk) evaginasyonlar goriilmektedir (*)
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Sinir ezilmesinden sonra 4 hafta siireyle manyetik alan ve ilk 2 hafta LEC’in birlikte
uygulandig1 bu gruba ait sinir dokularinin elektron mikroskobik incelenmelerinde, miyelinli
ve miyelinsiz sinir liflerinin azda olsa bazi alanlarda normal yapilarini korumus olduklari,
miyelin kilif yapisinin genellikle normal yakin oldugu gdzlendi. Bununla birlikte, bazi
alanlarda miyelinli sinir liflerinde miyelin kilifta fokal dejeneratif degisikliklere rastlandi.
Sinir liflerinin bazilarinda aksonlarda hafif biiziisme, akson ile miyelin kilif arasinda
bosluklara izlendi. Schwann hiicreleri miyelinli ve miyelinsiz lifleri sarmaktaydi. Bazi
alanlarda bu hiicrelerin sitoplazmalarinda lipid damlaciklar1 izlenmekle birlikte yapisal
biitiinliglin genellikle korundugu go6zlendi. Sinir liflerinin aralarinda sitoplazmasinda
fagozomlar, sekonder lizozomlar ve ¢ok sayida lipid damlaciklarina sahip makrofajlara da
rastlandi. Sinir liflerinin aralarinda yer alan fibroblast ve kollajen liflerin normal olduklar

gozlendi (Sekil 4.56).

4.3.2 Histomorfometrik Bulgular

Biitiin gruplarda siyatik sinirde, ortalama miyelinli sinir liflerinin sayilar1 ve miyelinli
sinir liflerinin ¢aplar1 degerlendirildi. Ortalama miyelinli sinir lifi sayilar1 dikkate alindiginda;
saglam grupta ortalama miyelinli sinir lifi sayisi: 6432+34; 2 haftalik Ezilme grubunda
2354+33; 2 haftalik Ezilme+PMA grubunda 2419+44; 2 haftalik Ezilme+LEC grubunda
2363+25; 2 haftalik Ezilme+Kombine grubunda 2366+49 olarak hesaplandi. 4 haftalik Ezilme
grubunda ise 3419+56; 4 haftalik Ezilme+PMA grubunda 3512+49; 4 haftalik Ezilme+LEC
grubunda 3325+39; 4 haftalik Ezilme+Kombine grubunda 3398+54 olarak sayildi

Miyelinli sinirlerde ortalama sinir lifi ¢aplar1 dikkate alindiginda; normal

siyatik sinirde 10,5+0,2 pm; 2 haftalik Ezilme grubunda 6,84+0,1 um; 2 haftalik Ezilme+PMA
grubunda 6,8+0,1 pm; 2 haftalik Ezilme+LEC grubunda 6,8+0,1 um; 2 haftalik
Ezilme+Kombine grubunda 6,7+0,1 pm olarak hesaplandi. 4 haftalik Ezilme grubunda ise
7,2+0,1 um; 4 haftalik Ezilme+PMA grubunda 7,3+0,1 um; 4 haftalik Ezilme+LEC grubunda
7,1£0,1 um; 4 haftalik Ezilme+Kombine grubunda 7,1+0,1 pm olarak sayildi.
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Sekil 4.57. Kontrol, 2 hafta ve 4 hafta gruplarda histo-morfometrik yontemlerle
degerlendirilen ortalama myelinli lif sayilar1 verilmektedir. 4. haftada PMA grubu LEC
grubuna gore anlamli olarak daha fazla miyelinli lif icermekteydi (*) (p<0,05)
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Sekil 4.58. Kontrol, 2 hafta ve 4 hafta gruplarda histo-morfometrik yontemlerle
degerlendirilen ortalama miyelinli lif ¢aplar1 verilmektedir.
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4.3.3 immuno-histokimya Bulgulari

Siyatik, sural ve tibial sinirlerde kontrol ve deney gruplarinda makrofaj aktivitesinin
immiinohistokimyasal olarak belirlenmesi amaciyla, makrofajlara 6zgii CD68 isaretlemesi
yapildi. Pozitif kontrol olarak sican dalak dokusu kullanildi, bu grupta, beyaz pulpada
follikiillerde ve kirmizi pulpa igerisindeki hiicre siitunlarinda bulunan makrofajlarda belirgin
CD68 immiinreaktivitesi gozlendi. Anti-CD68 primer antikorunun kullanilmadigr negatif
kontrol dalak kesitlerinde CD68 immiinreaktivitesi belirlenmedi (Sekil 4.59 A ve B).
Tamamen normal kontrol sinirlerde, az sayida makrofajin varligi, epindéryumda, sinir
fasikiillerinin aralarinda ve sinir lifleri ile kapiller damarlar ¢evresinde kaydedildi. 2 haftalik
ezilme gruplarinda CD68 immiinreaktivitesi belirgin olarak, 6zellikle dejenerasyonun belirgin
oldugu alanlarda, sinir liflerinin aralarinda ve perindral bag dokusu igerisinde gozlendi. 2
haftalik ezilmeyi takiben PMA uygulanan gruplarda makrofaj immiinreaktivitesi ezilme
gruplarina benzemekle beraber reaktif makrofaj miktart artmisti. 4 haftalik ezilme
gruplarinda, makrofaj immiinreaktivitesi, 2 haftalik ezilme gruplarma goére nispeten
azalmakla birlikte, bu gruplarda da belirgindi. Bununla birlikte, 4 haftalik ezilmeyi takiben
PMA uygulanan gruplarda immiinreaktivitedeki azalma dikkati ¢ekti. Bu azalma ozellikle

PMA uygulamasinda ¢ok daha belirgindi (Sekil 4.60).

Sekil 4.59 Makrofajlara 6zgli CD68 isaretlemesi yapilmasi i¢in Pozitif ve Negatif kontrol olarak sican
dalak dokusu kullanildi. A) Pozitif kontrol; sar1 ok baglar1 ile gosterilen kirmiziya boyanmis
makrofajlardir. B) Negatif kontrol oldugundan CD68 immiinreaksiyon gozlenmedi
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50.0.0m

Sekil 4.60 Tibial sinirde kontrol ve ezilme gruplarina ait makrofajlara 6zgii CD68 isaretlemesi
yapildiktan sonra ¢ekilen mikrograflar goriilmektedir. A ve B; Kontrol grubu tibial ve sural sinire ait
sar1 ok bagslar1 ile gdsterilen kirmiziya boyanmis makrofajlardir. C; 2 hafta Ezilme+PMA grubu;
artmis CD68 immiinreaksiyon dikkati ¢ekmektedir. D; 2 hafta Ezilme+LEC grubu, E; 4 hafta
Ezilme+PMA grubunda daha az sayida makrofaj yani daha az pozitif immiinreaktivite goriillmektedir.
F; 4 hafta Ezilme+LEC grubuna ait gecikmis immiinreaksiyona ait makrofajlar daha siklikla
goriilmektedir.
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5. TARTISMA

5.1 Periferik Sinirlerde Noropati ve Rejenerasyon

Periferik sinirler mekanik bir travmadan (basi, gerim, siddet) baska termal, iskemik ve
kimyasal etkenler gibi ¢ok farkli etkenlerle de hasarlanabilmektedirler. Bu tip yaralanmalarda
hayati tehlike pek olmasa da sonugta kisinin fonksiyonlarini ileri derecede kisitlayabilmesi,
sosyoekonomik ve psikolojik durumunu etkileyebilmesi agisindan onemlidir. Periferik sinir
hasarinin daha iyi anlasilmasi ve yeni tedavi stratejilerinin belirlenebilmesi i¢in periferik sinir
hasar1 bir¢ok arastirmaya konu olmaya artarak devam etmektedir. Periferik sinir hasar1 sonrasi
beklenen; iyilesmenin (fonksiyonel geri doniis) en kisa siirede saglanmasi ve iyilesme
doneminin kisaltilmasidir. Sinir rejenerasyonunun nihai basaris1 kompleks bir siirecin
tamamlanmasina baghdir. Bu siire¢c: Aksonal filizlenme, biiylime, uygun duysal/motor
hedeflere reinervasyon ve rejenere liflerin merkezi sinir sistemi ile yeniden entegrasyonunu

icermektedir****

. Periferik sinirler, kendilerini saran bag dokularindan dolay: elastiktir ayrica
her bir lif Onemli gerilme direnci olan uzunlamasina yerlesmis kollajen fibrillerle
cevrelenmistir. Sinire uygulanan ¢ekme veya basi, gerilme direncinin iizerine c¢ikarsa
yaralanma meydana gelir ve devamlilik ortadan kalkabilir ama lifin devamlilig1 ¢ogu zaman
korunur. Yaygin olarak goriilen yaralanma tiirii, gerilme ve ezilme (crush) tipi yaralanmalardir.
Sonucunda travmatik mononéropati gelisir™**>*°.

Bir¢ok sinir arastiricisinin deneysel model tercihi sicanlar (rat) olmustur. Sican
periferik sinirinin histolojik degerlendirilmesi insan sinir dokusundan pek de farkli degildir. Bu
calismanin amact si¢anlarda siyatik sinirin mekanik ezilmesi ile meydana getirilen
mononodropatinin gelisim ve iyilesme silirecini aragtirmak ve tedaviye yonelik yaklagimlar
getirebilmektir. Siganlarda deneysel olarak meydana getirilen travmatik monondropati modeli
ezilme sonrasi dejenerasyon ve rejenerasyon siirecinin degerlendirilmesine imkan taniyan bir
model olarak siklikla kullanilir. Sinir ezilmesinde farkli tekniklerin kullanilmasi ve
degerlendirme yoOntemlerinin farklilik gostermesi, karsilastirmalarda bazi giicliikleri ortaya
cikarabilmektedir’®*”"’. Ezilme tipi noropati olusturmak icin genellikle ince uglu forseps
kullanilmaktadir. Calismamizda ince uclu non-serrated (dissiz), hemostatik standart bir forsep
ile siyatik sinir 30 s boyunca 2 dig siklikta ezildi. Meydana getirdigimiz travmatik
monondropati modeli elektrofizyolojik ve histolojik bulgular agisindan literatiir ile uyumludur
1443.55.73

Periferik sinir yaralanmalarinin tedavisinde bugiine kadar; cesitli siitur teknikleri,

anastomozIlar, sinir greftleri, non-néronal doku greftleri, kombine greftler, sinir konduitleri ve

silikon-sentetik tiipler gibi pek ¢ok yontem uygulanmis ve bunlarin sinir iyilesmesine olan
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muhtemel etkileri genis olarak literatiirde yerini almistir. Sinir rejenerasyonunun
arttirilmasinda eksojen olarak uygulanan baglica ndérotropik faktorler ise (NGF, TGF-beta gibi),
steroidler, hormonlar, c¢esitli kimyasal maddelerin de etkinligi yapilan caligsmalarda rapor

edilmistir. Bu yontemlerin hepsi invasif cerrahi gerektiren tekniklerdir.

5.2 Manyetik Alan Etkisi ve Uygulama Protokolii

Literatiirde sinir rejenerasyonu iizerine PMA etkisini inceleyen arastirmalarda
cogunlukla pT ve mT siddetindeki alanlar kullanilmaktadir. Uygulamalarda ¢cogunlukla puls
sikligi 0-100 (s') Hz arasinda, puls trenleri seklinde ve giinlik uygulama siireleri de
genellikle birka¢ saat/giin olarak uygulanmaktadir®. Bu ¢alismada uyguladigimiz PMA nin
siddeti, siiresi ve frekansi literatiire uygun olarak se¢ildi. PMA’nin rejenerasyon ve iyilesme
tizerindeki etkilerini arastiran yazilar literatiirde genis yer tutmaktadir. Bu alanlar baglica
kemik kiriklari, sinir yaralanmalari, deri ve yumusak doku hasarlaridir. Kemik kiriklari, kiiltiir
ortaminda kikirdak doku iiretimi ve deri yaralanmalarinda iyilesmeyi hizlandirdigi yoniinde
bircok makaleye konu edilmektedir. Siganlarda siyatik sinir yaralanmalarinda ise fonksiyonel

6168 * Ginir hiicre kiiltiirlerinde

iyilesmeyi %20-22 oraninda hizlandirdig: ileri siiriilmiistiir
yapilan diger baz1 aragtirmalarda sinir hiicrelerinde ndrit uzama hizinin PMA etkisi ile arttig
ve bunun PMA’nmn intraselliler Ca™ salmimmi tetiklemesi yoluyla gerceklestirdigi
bildirilmektedir”.

Rejenerasyon siirecini hizlandirmak i¢in uygulanan non-invasif bir alternatif tedavi
teknigi de puls seklinde, ¢ok diisiik frekansli, pulslu manyetik alan (PMA) uygulamalaridir.
Pozitif etkinligi literatiirde bircok c¢alismada rapor edilen PMA’nin yapisal harabiyeti
durdurabilecegi, rejenerasyon siirecini hizlandirabilecegi ifade edilmektedir. Ancak PMA'nin
etki mekanizmasi agik olmamakla birlikte; makrofaj aracili etki gosterebilecegi, makrofaj
aktivasyonunun artmasinin da rejenerasyonda rol alan bazi norotrofik faktorleri aktive ettigi
one stirilmiistir®®,

Makrofajlar, Wallerian Dejenerasyon (WD) ve aksonal rejenerasyonun birgok
sathasinda olaym yakn bir sekilde i¢indedir. Beuche ve Friede’® adli arastirmacilarin yapmus
oldugu 6nemli deneyde, sinir segmentleri, biiylikliikkleri makrofaj gecisine izin vermeyecek
kadar kii¢iikk milipor bolmeler icine dejenere olmaya birakildiginda, miyelin kalintilarinin
haftalarca kaldigin1 gosterdiler. Makrofaj gecisine izin veren biiyiikliikte milipor bélmeler

77,78

kullandiklarinda ise ani miyelin temizlenmesi ile sonuglandi’ . Bagka bir deyisle makrofaj;

WD i¢in olmazsa olmaz fagositik hiicredir, baska bir deyisle erken WD, erken

. 26,29,77,78,93
rejenerasyondur™ .
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Periferik sinirlerin ¢ogu endondryum tabakasinda bulunan damarlarin bazal laminasi
icinde ya da hemen disinda uzanan yerlesik bir makrofaj grubu igerir (tiim hiicre
populasyonunun %?2-9’u kadar). Yerlesik makrofajlar, schwann hiicreleri ve diger fagositik
hiicrelerin (Monosit ve Mast hiicreleri gibi), hasarlanma sonras1 miyelin kilifin kaldirilmasina
ne miktarlari ne de fagositik ozellikleri yeter. Hasarlanma sonrasi ilk 2 giin igerisinde, kan
dolasimi yolu ile dalak ve karaciger kaynakli makrofajlar spesifik olarak dejenere olan liflere
infiltre olurlar. Asil miyelin yikimindan sorumlu makrofaj populasyonu dolasim yolu ile

1229 ‘Infiltre olan makrofajlarin fonksiyonu

lezyon bolgesine goc eden sistemik makrofajlardir
sadece miyelin kalintilarin1 fagosite etmek degildir, ayn1 zamanda nérotrofik 6dnem tasiyan
birgok sitokin ve diger maddeleri de iiretirler. Ornegin, WD’deki makrofajlar prostaglandinler
ve sitokin ailesinin iiyeleri olan TNF, TGF-f siiper ailesi ve interleukin-1 ve 6 (IL-1 ve 6)
sentezlerler, IL-1’in de schwann hiicrelerinde NGF iiretimini uyardigi gosterilmistir’>. Bir
diger calismada ise siyatik sinir kesisi yapilan sicanlara, PEMA uygulamas1 sonucu ilk 6-72
saat icinde NGF ve benzeri tropik faktorlerin seviyesinin arttigi boylelikle rejenerasyonu
hizlandirabilecegi ileri siiriilmiistir®’. NGF, ilk ve en iyi tanimlanan sinir kokenli biiyiime
faktoriidiir. Norotropik faktorler, néron ve aksonlarin yagamini devam ettirmesi icin ihtiyag
duydugu bir polipeptid ailesidir. Embiryonik yasam boyunca noéronlarin gelisim ve
olgunlagmalarina katkida bulunduklar1 ve sinir yaralanmalarindan sonra da rejenerasyonu
hizlandirdiklart bildirilmigtir>***°.

Periferal makrofajlarin (kan monositleri, karaciger ve dalak kaynakli makrofajlar)
yogunlugunu azaltmak i¢in etkinligi literatiirde ¢ok acik olarak gdsterilmis bifosfonat tiirevi
olan lipozom ile kaplanmis clodronate (Liposom encapsulated clodronate (clodronik asit);
LEC) kullanilmaktadir. Makrofajlara 6zgiil bir ajan olan LEC periferal makrofajlarin sayisini

azaltirken diger hiicreleri etkilememektedir®-".

5.3 Dejenerasyon-Rejenerasyon Siirecinin Degerlendirilmesi

LEC araciligi ile lokal olarak gerceklestirilecek makrofaj baskilamasi sonrasinda 1,5
mT diisiik siddetteki PMA’nin makrofaj aracili etkisinin olup olmadigini siyatik sinirin distal
dallar1 olan sural ve tibial sinirlerde sukroz-gap yontemi ile arastirildi. Sukroz-gap yontemi
bilesik aksiyon potansiyellerinin hiicre digindan 6lgiilmesi i¢in kullanilan bir yontem olup

potansiyeller gercek degerine en yakin sekilde 6lgiilebilmektedir’*”

. Bu teknigin kolay
uygulanabilir olmasi, tek bir lif yerine lif demetinin kullanilabilir olmasi ve diizenegin basit,
maliyetinde diigiik olmasi gibi avantajlar1 vardir. Bu yontemi kullanarak saglam ya da rejenere

olan sinir demetlerinde dl¢tiiglimiiz potansiyeller, literatiirde ayn1 yontem kullanilarak 6l¢iilen
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degerlerle uyumludur®-*0-#%-39-3337476 “Ezilme tipi noropatilerde myelinli ve myelinsiz tiim
sinirlerin yapisi, akson zar1 ve iyon kanallari timiiyle bozulmaktadir*'*'®. Sinir ezildikten
sonra hasarli bolgede yaklasik ilk hafta BAP olusmaz. Sukroz gap yontemi ile elde edilen
sonuglar sinir lifinin ortalama 2 mm’lik ezilmis kisminin ve rejenere olan bdoliimiiniin
elektrofizyolojik aktivitesinin sonucudur.

Periferik sinir rejenerasyonu, sinir demetinde bulunan tiim bilesenlerin katildig:
kompleks bir siirectir. Bu siirecte ezilen bdlgenin ve distalin fagositik aktivite ile
temizlenmesi, rejenerasyon yolaklarinin hazirlanmasi, aksonun bu yolaklardan uzayarak
schwann hiicrelerinin etraflarinda yeniden myelin yap1 gelistirmeleri sirasinda normal
stirecten farkli fizyolojik reaksiyonlar olusmaktadir. Sukroz-gap yontemi ile Olgiilen tiim
elektrofizyolojik yanitlar tiim bu siirecin elektriksel aktivitesinin bir yansimasidir.

Meydana gelen elektrofizyolojik ve morfolojik degisiklikler ve voltaj kapili iyon
kanallarinin islevsel dzelliklerinde meydana gelen degisiklikler spesifik K™ kanal blokérleri
(4-AP, TEA) kullanarak belirlendi. Ayrica elektron-mikroskobik, immuno-histokimyasal,

morfometrik ve davranis testi ile rejenerasyonun diger boyutlar1 da incelendi.

5.4 Siyatik Sinirin Distal Dallari: Tibial ve Sural Sinir

Calismamizda kullandigimiz sural ve tibial sinir demetleri siyatik sinirin distal dallar
olup aralarinda 6nemli yapisal ve islevsel farklar bulunmaktadir. Literatiire gore sural sinirin
yaklasik %97’si duyusal ve %3 kadar1 ise motor aksonlardan olugmaktadir. Tibial sinirde ise
%49 oranida motor akson bulunmaktadir™'".

Bu nedenle sural sinirden kaydedilen BAP yiiksek oranda kutanéz duyusal sinirlerin
(miyelinli veya miyelinsiz) oOzelliklerini yansitmaktadir. Saglam sural ve tibial sinir
demetlerinden Olctliglimiiz BAP parametreleri, onceki yillarda ayni yontem ile yapilmis
¢alismalardaki 6l¢iimler ile uyumlu oldugu goriilmektedir 236076849091,

Olgiimlerimizde intak sural sinirden &lgiilen BAP siirelerinin, tibial sinire gore daha
uzun oldugu, genliklerinin ise diislik oldugu goriilmektedir. Bu durum sural sinirin igerigindeki
aksonlarin, tibial sinirdeki aksonlara goére daha yavas iletim hizina sahip olmalarindan
kaynaklandigi akla getirmektedir. Bilindigi tlizere sinirlerdeki iletim hizi, aksonun

miyelinizasyonu, aksonun ¢api ve akson zarindaki Na' kanal yogunlugu ile yakindan

iliskilidir'**>.

99



5.5 Kontrol Grubu ve BAP Parametreleri

Tonik uyarilarda kontrol grubuna ait ortalama BAP genligi tibial sinirde 68,5+1,2 mV,
BAP yiikselme siiresi (YS) 0,5040,02 ms ve latans 0,224+0,07 ms olarak 6l¢iildii. Sural sinirde
ise ortalama BAP genligi 35,3+3,1 mV, YS, 0,80+0,03 ms ve latans 0,41+0,02 ms olarak
Ol¢iildii. Fazik uyarimlarda ise (10-40-100 Hz) anlamli olmayan ¢ok kii¢lik fazik inhibisyon
degisimleri gozlendi. Sukroz-gap yontemi ile dlgiilen saglam gruba ait tonik ve fazik BAP
degerleri literatiir bilgileri ile uyumlu degisim gostermektedir®’~*>>>7-7¢-%,

Ezilme sonrasi tibial ve sural sinire 2 mM 4-Ap uygulanmasi, 2. ve 4. haftalarda
genligi ilag Oncesine gore artirirken, saglam sinirlerde istatistiksel olarak anlamli degisiklikler
meydana getirmemektedir. Bilindigi gibi voltaj kapil1 Na' kanallar1, aksiyon potansiyelinin
baslamasindan, yayilmasindan ve depolarizasyon fazimn olusmasindan sorumludur®®*®.
Acilan Na" kanallarindan Na" girisi zarin daha fazla depolarizasyonuna, bu durum ise daha
fazla Na" kanalimin agilmasma ve zarin Naa gecirgenliginin artmasina neden olmaktadir.
Boylece zar potansiyelini Na' denge potansiyeline (yaklasik +50 mV) yaklastirir. Aksiyon
potansiyeli tepe noktasina ulasinca (yaklasik +30 mV) Na' kanallar1 inaktive olur ve K"
kanallari agilmaya baslar". Bu nedenle saglam sinirlerde, hizli K kanallarin spesifik olarak
bloklayan 4-Ap. nin, voltaj kapili Na" kanallarmin sorumlu oldugu BAP genliginde anlamli
bir degisiklik meydana getirmesi beklenmemelidir.

Fakat hasarli sinirlere 4-Ap uygulandiginda BAP genligi anlamli diizeyde artmaktadir.
Hizli K™ kanallariin paranodal veya juxtaparanodal yerlesim gosterdikleri ve myelin kilif
tarafindan iistiiniin kapatildig1 yapilan deneysel ¢alismalarda gosterilmistir****. Sinir hasarmimn
erken donemlerinde myelin kiif olusmadigi icin, hizli K* kanallar1 aciktadir ve
hasarlanmadan dolay1 lokalizasyonu da degismistir. Boyle hasarli bir sinire in-vitro olarak 4-
Ap uygulanmasi, ¢ok sayida hizli K™ kanalim spesifik olarak bloklayacagindan, disar1 dogru
olan K" ¢ikis1t engellenir. Boylece depolarizasyon sonrasinda zar potansiyelini yeniden
dinlenim degerine dondiiren hizli repolarizasyon evresi sekteye ugrar. Sonug olarak, hasarl
sinirlerde 4-Ap uygulamasi ila¢ Oncesine gore daha yiiksek BAP genliklerinin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir.

Kontrol grubuna ait tibial sinirde; gecikmis depolarizasyonun genligi (V-dd) ve bunun
BAP’a orani sirastyla 9,1+0,8 mV ve %13,8+1,3 iken, sural sinirde 13,9+1,4 mV ve
%41,2+3,7 olarak bulunmasi da sural ve tibial sinir demetleri arasinda 6nemli yapisal ve
islevsel farklarin oldugunu desteklemektedir. Arka Kok Ganglionlarinda (DRG) ve kutanoz
duyusal sinir liflerinde (sural sinir) yapilan c¢aligmalarda farmakolojik ve kinetik olarak

birbirinden farkli olan en az 3 tip Na" kanal akimi (hizli ve yavas inaktivasyona sahip)
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gosterilmistir’”. 4-Ap hizhi kinetik gosteren K kanallarimi spesifik olarak bloklamaktadir.
Yapilan caligmalarda 4-Ap’in kutanoz lif igeren sinir demetlerinde ve bunlarin dorsal kok
aksonlarinda aksiyon potansiyeli sonrasi hump (horgii¢) denen bir gecikmis depolarizasyona
neden oldugu gdsterilmistir. Gecikmis depolarizasyonlar, hizli K™ kanallarnin 4-Ap ile
bloklanmas1 sonrasinda yavas kinetik gosteren Na' kanallarinin iizerindeki maskenin
kalkmasi ile ortaya c¢ikmaktadir®>?>%*%7%% By durum ilk defa sural sinirde miyelinli
kutan6z duysal noronlarin gévde ve aksonlarinda belirlenmistir, ancak 6n kok ganglionlarinda
(VRG), motor aksonlarda ve kaslara ait tamamen duysal liflerde gecikmis depolarizasyonlar
goriilmemektedir. Caligmamizda sural sinire ait gecikmis depolarizasyon genliginin ve bunun
BAP’a oranmin (Del-dep/BAP) tibial sinire gore daha yiiksek ¢ikmasinin altinda yatan neden;
sural sinirin daha fazla oranda kutanéz duysal lif igermesidir. Bagka bir deyisle sural sinir
demetinde bulunan kutandz duysal liflere ait akson zarinda daha fazla yavas kinetik gosteren
Na" kanalimin olmasidir. Tibial sinir demetine 4-Ap uygulandiginda sural sinire gére daha
diisiik genlikte gecikmis depolarizasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu bulgu bize tibial sinirde de
kutanéz duysal liflerin varligin1 gostermektedir, ancak her iki sinir demetinin de icerdigi
toplam lif sayis1 g6z Oniine alindiginda, tibial sinirin surale gore yliksek oranda motor akson
ve kalin miyelinli lif igerdigi agiktir.

Ezilme sonrasi tibial ve sural sinirlere yavas kinetikli K™ kanallarini bloklayan 10 mM
TEA uygulanmasi ile tim gruplarda BAP’lara ait siire parametrelerinin uzadig1 belirlendi.
Tam (intak) kontrol grubu sinirlerde BAP parametrelerindeki siire uzamalar1 ¢ok az iken
deney gruplarinda 6zellikle 2DS’de olduk¢a dramatik uzamalar meydana geldi.

Kontrol gruplarinda 4-Ap sonrasi ortaya ¢ikan gecikmis depolarizasyon genligi V-dd

ve bunun BAP genligine orani, TEA uygulamasi ile bir miktar diismektedir*’>*>77¢,

5.6 Ezilme grubu ve Ezilmenin BAP parametrelerine etkisi

Ezilme sonrasi ilk haftada, her iki sinir demetinin hasarlanmis bolgelerinden, elektron
mikroskobik incelemelerde agikca goriilen WD nedeniyle BAP kayitlanmamustir. Ikinci
haftadan itibaren tibial ve sural sinir demetlerinde rejenerasyon belirginlesmesiyle diisiik
genlikli BAP kayitlar1 alinmaya baglanmistir. Ezilmeden 2 hafta sonra elde edilen BAP genligi
ve diger parametreleri, saglam sinir liflerinden elde edilen degerlere gore oldukca diigiiktiir. 4
hafta sonra elde edilen degerler ise 2 hafta grubuna gore daha yiiksek olmasina ragmen kontrol
degerlerine gore daha diisiik bulunmaktadir. 2 haftalik gruplarda ¢ok uzun BAP siire
parametreleri dl¢iiliirken, bu degerler rejenerasyonun ilerlemesi ile 4. haftada kisalarak kontrol

degerlerine yaklagsmaktadir.
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Fazik inhibisyon oranlar1 da ezilmis sinirlerde ilk 2 haftada dramatik bir sekilde ¢ok
yiiksek ol¢iiliirken 4. haftada iyilesmeye paralel olarak normal degerlere dogru degismektedir.
Bilindigi gibi fazik uyarilarda inaktif duruma gegen Na™ kanal sayisinin giderek artmasi fazik

P . 1 13,47,76,80,90
inhibisyonun baslica nedenidir'**"7*%%,

1,13,81,82

Ayrica miyelinsiz ve ince sinir liflerinde iletim hiz1 diistiktiir . Demyelinize

sinirlerde iletim hizi normale gore yaklasik 5 kat diismekte ve refraktor peryot 2 ile 5 kat

81,82
uzamaktadir”

. Rejenere olan aksonda Na' kanallarinin yetersiz yogunlukta olmasi ve
myelinizasyonun yeterince gelismemesi nedeniyle, BAP genliginin azaldig1, fazik inhibisyon
oraninin artt1ig1 ve BAP siire parametrelerinin de bu nedenle uzadig: diistiniilmektedir.

Ayrica yliksek fazik uyarimlarda, kontrol ve ezilme gruplarinda tonik ve 10 Hz gibi
diisiik fazik uyarimlarda pek goriilmeyen hiperpolarize edici ard potansiyeller (HAP) 6zellikle
40 ve 100 Hz uyarim frekansinda ¢ok daha belirgin halde ortaya ¢ikmaktadir. Baska bir deyisle
hem saglam hem de ezilmis sinirlerde yiiksek fazik uyarimlar; HAP olusmasina neden
olmaktadir. 2. haftada kontrol degerlerine gore yliksek genlikte meydana gelen HAP’lar, 4.
haftada giderek diismektedir.

2 mM 4-Ap uygulamasi rejenerasyon siirecindeki tibial sinir demetinde yiiksek uyarim
frekanslarinda, HAP’in genliginin ve siiresinin artmasina neden oldu. Sural sinirde 40 Hz
uyarim frekansinda tibial sinire benzer sekilde HAP meydana gelirken, 100 Hz uyarim
frekansinda tiim sural sinirlerde (2 ve 4 hafta) genlik artarken siire uzamasinin olmamasi dikkat
¢ekiciydi. Genel olarak HAP’lar, K~ un elektrokimyasal gradienti altinda, disar1 dogru
yonelmis K iletimi nedeniyle olusmaktadir. Bu K iletiminin kaynagmin farkli iyon kanallar:
ya da pompalarin olabilecegi yapilan deneysel ¢aligmalarda gosterilmistir. HAP olusumuna
katilan kaynaklar; Na'/K" ATPaz elektrojenik pompasi, TEA duyarli yavas kinetik gosteren K
kanali, Ca*" ile aktive olan K* akimi, Na' ile aktive olan K" akimlar1 olarak S&Yllabilir10’47’83 86,

Ayni sekilde sinir ezilmesinden 2 hafta sonra alinan sinir demetlerinin elektron
mikroskobik ve immuno-histokimyasal incelenmesinde, schwann hiicreleri, miyelinli sinir
lifleri ve aksonlarda ileri derecede dejeneratif degisiklikler izlendi. Miyelinli sinir liflerinde
miyelin kilifin yapisal biitlinliigiiniin bozulmus oldugu ve ortamda ¢ok sayida makrofajin
varlig1 da belirlendi. Sinir ezilmesini takiben 4 hafta sonra incelenen tibial ve sural sinir

demetlerinin elektron mikroskobik incelenmesinde sinir lifleri ve schwann hiicre yapisinin, 2

haftalik ezilme gruplarina gore, daha iyi durumda oldugu belirlendi.
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5.7 Ezilme+PMA grubu ve PMA’nin BAP parametrelerine etkisi

Cok diisiik frekanslh elektromanyetik alanlarin biyolojik sistemler iizerindeki etkileri
son yillarda iizerinde olduk¢a durulan bir konu olmustur. Buna ragmen tartigsmalarin devam
etmesinin en dnemli nedeni bu alanlarin canli organizmalarla olan etkilesiminin hiicre ve

doku diizeyindeki mekanizmasmin heniiz tam belirlenememis olmasidir®"®*

. Bir¢ok temel
calismada PMA’nin; endokrin ve immiin sistemi etkileyerek sinir rejenerasyonunu
arttirabilecegi goriisli ileri siirlilmiistiir. PMA’in bu tedavi edici etkisinin altinda yatan
mekanizmayr da su sekilde agiklamaya calismislardir: PMA, 1-hiicre membraninda iyon
baglanmas1 ve gociiniin etkileyerek, 2-fibrinojen, 16kosit, sitokin, biiyiime faktorleri, kollajen,
osteoblastlar, serbest radikaller gibi hiicre ve molekiillerin performansini etkileyerek, 3-hiicre
endotel duvarinda vazokonstriksiyon/vazodilatasyon yaparak, 4-fagositik aktiviteyi, immiin
hiicre proliferasyonunu, hiicresel iletisimi, epitelizasyonu ve skar doku olusumunu etkileyerek
iyilesmeyi hizlandirmaktadir® ",

Literatiirde sicanlarda yapilan ezilme tipi yaralanma sonrasinda PMA uygulamasinin
periferik sinir rejenerasyonunu ve fonksiyonel geri doniisii %22 oraninda hizlandirdigim

. 65.66,68
gosteren davranis ¢alismalart vardir’™™

. Bir diger calismada ise siyatik sinir kesisi yapilan
sicanlara, PMA uygulamasi sonucu ilk 6-72 saat i¢inde NGF ve benzeri tropik faktorlerin
seviyesinin arttig1 boylelikle rejenerasyonu hizlandirabilecegi ileri siiriilmiistiir®. Diger bir
caligmada ise 4 hafta boyunca 1,8 mT siddetinde PMA maruz birakilan ve siyatik sinir kesisi
sonrast anastomoz yapilan si¢anlarda; sinir lifi sayisinin anlamh diizeyde artti§1 ve motor son
plak enzimlerinin de yiikseldigi goriilmiistiir. PMA’nin rejenerasyona etki mekanizmasini tek
bir yolla degil tiim fizyolojik sistemleri kompleks bir yolla etkileyerek yaptigini soylemek
daha dogru olur®***%".

Bu calismada, deney gruplarinin maruz birakildigt PMA protokoliiniin tibial ve sural
sinir demetlerinde meydana getirdigi etkiler, elektrofizyolojik ve morfolojik degisiklikler ve
voltaj kapili iyon kanallarinin islevsel 6zelliklerinde meydana gelen degisiklikler spesifik K"
kanal blokorleri (4-AP, TEA) kullanarak belirlendi. Ayrica elektron-mikroskobik, immuno-
histokimyasal, morfometrik ve davranis testi ile rejenerasyonun diger boyutlar1 da arastirildi.

Ezilme+PMA grubuna ait tibial sinir demetlerinde, 4 haftalik deney siirecinde diger
deney gruplarina gore (Ezilme, Ezilme+LEC ve Kombine gruplar) BAP’1n bazi parametreleri
acisindan daha iyi durumda idi. BAP parametreleri agisindan bu farklar; BAP genlik, YS,
latans ve sukroz-gap kutusundan Olciilen hizda istatistiksel olarak anlamli bulundu. Diger

parametreler agisindan fark anlamsizdi. Diger deney gruplarima gére, PMA grubundan elde

edilen ve istatistiksel olarak anlamli olan BAP degerleri tam (intak) olan gruplardan elde
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edilen degerlere daha yakindi. PMA grubu sural sinir demetine ait BAP parametreleri diger
deney gruplarina gore daha iyi durumda olmasina ragmen, farklar istatistiksel olarak anlamsiz
bulundu. Biitiin bunlar motor agirlikli sinirlerin dejenerasyon-rejenerasyon siirecinin, duyusal
sinirlere gore daha hizli oldugunu diislindiirmektedir, bagka bir deyisle erken WD, erken
rejenerasyondur. Literatiire gore tibial sinirin %49 motor aksonlardan olusurken, en iyi
thtimal ile sural sinirin ancak %3’i motor, %97’si duysal aksondur. Bununla birlikte
literatlirde, sural siniri tamamen %100 duysal (sensor) kabul eden makalelerde
mevcuttur’#45,

Periferik sinir sisteminde aksiyon potansiyellerinin (AP) iletilmesinde miyelin yap1
oldukca oOnemlidir ve bugiline kadar uygun isaretleyicilerle yapilan caligmalarda AP
olusumuna katilan cok c¢esitli tipte ve farkli bolgelerde lokalize iyon kanallar1 ortaya
cikarilmistir. 4-Ap etkisinde birakilan bazi sinirlerde aksiyon potansiyelini takiben bazi
depolarizasyonlar ortaya ¢iktig1 ve bu gecikmis depolarizasyonlarin nedeninin yavas kinetikli
Na' kanallarindan kaynaklandig: belirtilmisti **>*. Yavas kinetikli Na' kanal akimlarindan
kaynaklanan  gecikmis  depolarizasyon (delayed depolarization: del-dep), sinir
rejenerasyonunun ilerlemesi ile genliginde bir diisme goézlenir. Del-dep genliginin BAP
genligine oram1 (V-dd/BAP) miyelinizasyonun bir gostergesi olarak kabul edilir’®”’.

Yavas kinetik gosteren TEA duyarli K™ kanallar1 ranvier diigiimlerinde (RD) yogun
olarak bulunurken, kinetik olarak hizli olan 4-Ap duyarli K' kanallari ise internodal
(juxtraparanodal: JPN) dagilim gosterirler. Deneysel olarak demiyelinize veya
rejenerasyonunu tam olarak henliz tamamlamamig aksonlar {izerine 4-Ap ile yapilan
deneylerde; miyelin tabakanin tekrar olugmasindan sonraki etkisinden ¢ok daha biiylik
oldugunu gostermistir’>>°". Bu bulgu 4-Ap duyarli ve hizli kinetik gosteren K+ kanallarinin
internodal lokalizasyon gdsterdigi veya miyelin kilif tarafindan ortiildiigliniin 6nemli bir
kanit1 sayilmustir (Sekil 5.1). Ozetle sdylemek gerekirse, miyelin tabaka olustukca 4-Ap’ ye
olan duyarlilik azalmakta bu da miyelinizasyonun gelistigini gostermektedir.

Tibial sinirde PMA etkisiyle 4-Ap sonrasi genlikteki yiikselme; LEC ve Kombine
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bulunurken, Ezilme grubuna gdre anlamsizdi. 4-Ap
sonrast BAP’in YS ve DS (Yiikselme ve Yari-diisme siireleri) PMA grubunda sadece
Kombine grubuna gore anlamli diizeyde diisik bulundu. Myelin yap1 hakkinda
elektrofizyolojik olarak degerlendirme yapmamiza olanak saglayan 4-Ap uygulamasi
sonrasinda, PMA’nin 4 haftalik deney siiresince diger deney gruplarina goére daha etkili oldugu
bulgular boliimiinde ortaya konmustur. 4-Ap sonrast PMA grubunda her iki sinirde de BAP’a

ait siire parametreleri diger gruplara gore daha az uzadi. Tibial sinirde PMA uygulamasi ile
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genlikte azda olsa bir artig goriilse de, diger gruplara gore ¢ok daha belirgin BAP’tan kolayca
ayirt edilebilen bir gecikmis depolarizasyon ortaya ¢ikti. PMA etkisi ile V-dd’ nin BAP’a
orani da diger gruplara gore ¢cok daha diisiik, saglam kontrol degerlerine daha yakin ve
istatistiksel olarak anlamli bir bulgudur. Sural sinirde ise PMA grubunda 4-Ap sonrasi genlik
bir miktar diisiik bulundu. Sural sinir tim BAP parametreleri agisindan daha iyi durumda
olmasina karsin, gruplar arasinda anlamli fark bulunmadi.

PMA+LEC’in birlikte uygulandigi kombine grubunda ve LEC’in tek basina
uygulandig1 gruplarda, rejenerasyon stireci, diger gruplara goére daha geri kalmis
goriinmektedir. Kombine grupta, uygulanan LEC’in sistemik ve yerlesik makrofaj
populasyonunu spesifik olarak baskilamasi veya azaltmasi nedeniyle, PMA’nin olumlu bir
etkisi goriilmedi. Bagka bir deyisle, caligmalarimizdan elde ettigimiz bulgular 15181inda, PMA
iyilesmeyi hizlandirict etkisini immiin sistem {izerinden yapmaktadir hipotezini daha gii¢lii bir
hale getirmektedir.

Ozellikle tibial sinirde, 4-Ap uygulamasi ile ortaya c¢ikan gecikmis depolarizasyonun
genliginin ve bu degerin BAP genligine oraninin PMA grubunda diger gruplara gére daha
diisiikk ¢cikmasi; PMA uygulamasinin myelin yapinin olusumunu hizlandirdigini1 gosterebilir.
Baska bir deyisle; 4-Ap spesifik olarak blokladig1 hizli kinetik gosteren K kanallari (Kvl.1,
Kv1.2) myelin tabakas tarafindan ortiilii durumdadir. Myelin yapida wallerian dejenerasyona
bagli meydana gelebilecek herhangi bir hasarlanma veya bozukluk 4-Ap’nin etkisini dogal
olarak arttiracaktir (Sekil 5.1). Bu durumda ¢ok daha fazla hizli K kanali 4-Ap tarafindan
blokaja ugrayacak ve yavas Na' akimlarina bagl gecikmis depolarizasyon daha belirgin ve
yiiksek genlikte karsimiza cikacaktir. Ancak PMA’ya maruz birakilan grupta tam aksi bir

durum goriilmektedir.

intak Myelinli Sinir

Kompakt Myelin 4=-Ap

T Hasarlanma m[ﬁlﬂjﬁ EFIEI{[‘IE}B’
Akson Paranodal badlantilar a Lokalizasyon

R ¥ 3 ¥ |

T ™.~ Paranodal baglantilar
.:.{‘).‘ ES

> f Dejenere Myelin

Sekil 5.1 Saglam ve hasarli sinirde myelin kilif ve hizli kinetik gosteren K kanallarmin muhtemel
lokalizasyonu ve hasarlanmaya karst verdigi yanit sematize edilmistir. RD: Ranvier Diigiimii, PN:
Paranod, JPN: Jukstraparanod.
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PMA’nin bu iyilestirici etkisini bir bagka sekilde ifade etmek gerekirse; PMA myelin
yapinin restorasyonunu hizlandirarak 4-Ap tarafindan bloklanan hizli K" iletiminin
azalmasina, dolayisiyla bu kanallarin bloklanmasiyla ortaya ¢ikan yavas Na' akimlarinin
azalmasma neden olur. Elde edilen tim bulgular géz Oniline alindiginda, PMA myelin
tabakanin kalinlasmasini saglayarak, bu tabakanm altinda kalacak olan disartya dogru hizli K*
iletimini azaltabilir (Sekil 5.1).

Tibial sinirde PMA uygulamas: ile genlikte azda olsa bir artig goriilse de diger
gruplara gore ¢ok daha belirgin bir gecikmis depolarizasyon ortaya ¢ikti. PMA etkisi ile V-
dd’ nin BAP’a oran1 da %79+5 degerinde olup diger gruplara gére ¢cok daha diisiiktii ve bu
saglam kontrol degerlerine daha yakindi. Ezilme grubunda bu oran %100+2 iken, LEC
grubunda %104+2, kombine grupta ise %105+1 olarak gerceklesti. Bu ¢alismadan elde edilen
rakamsal veriler 151831nda, PMA etkisi ile sinir rejenerasyonunun %20-25 oraninda hizlandig:
diisiiniilmektedir. Ayrica bu degerlendirme literatiir ile de uyum gostermektedir®™ 7.

Myelinizasyon hakkinda bilgi saglayacak bir diger elektrofizyolojik veride latans
parametresidir. Miyelinli sinirlerde, 'saltatorik' iletim adi verilen sigramali hizli aksiyon
potansiyeli iletim 6zelligi vardir. Saltatorik iletim, iletim hizin1 ayni ¢apli miyelinsiz sinirlere
gore yaklasik 10-50 kat artirmaktadir'™'>'>1°. Myelin kilif aksonu defalarca sararak kompakt
myelin tabakay1 yapar, bu tabaka ranvier nodlarinda kesintiye ugrayarak internodal araliklar
meydana getirilir. Bunun sonucunda da sinyaller sadece nodlar iizerinden sigramal1 bir sekilde
gerceklesir. Myelin kilif hasarlandiginda internodal izolasyon bozulacagindan iletim hiz1 da
azalacak ve latans uzayacaktir. PMA’ya maruz birakilmis her iki sinir demetinde de (6zellikle
tibial sinirde) latans degeri diger gruplara gore daha kisa deger almasi da ilging bir bulgu
olabilir. Dejenerasyonun seyri liflerin tipine, cinsine, yasa ve lezyonun somaya uzakligina
gore degisir. WD’ nin baglama siiresi liflerin tipine gore farklilik gosterir. Akson c¢ap1 biiyiik
ve kalin miyelinli liflerde 24 saat i¢inde baglar ve distale ilerleme hiz1 250 mm/giin, ince
miyelinli liflerde 45 saat sonra 46 mm/glin hiz1 ile baslar, baska bir deyisle yavas aksonal

tasima hizi ile uyumludur*'

. Ayrica motor sinirlerin dejenerasyon-rejenerasyon siireci,
duyusal sinirlere gére daha hizlidir. Buna ilaveten tibial ve sural sinir demetleri arasinda lif
icerigi agisindan 6nemli yapisal ve islevsel farklarin oldugunu da desteklemektedir.

Ayrica, yiiksek frekansli uyarimlar sonrasinda meydana gelen HAP aktivitesinin PMA
tarafindan azaltilmast da Onemlidir. HAP sinirde membran potansiyel etkinligini de

yansitabilen bir olusumdur®. Yiiksek HAP aktivitesi uyarilabilirligi ve dolayisiyla da sinir

iletimini olumsuz yonde etkileyen bir durumdur. Diisiik frekansli PMA’nin HAP aktivitesini
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azaltici etkisi, yine PMA’nin yaralanma sonrasi iyilesme siirecindeki sinirlerde tedavi edici bir
non-invasif bir alternatif teknik olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Tibial sinir
demetinde 4-Ap etkisiyle; 40 Hz uyarim frekansinda, 4 hafta PMA grubu harig, tiim deney
gruplarinda kontrollere gére anlamli derecede daha fazla fazik blok ve daha yiiksek genlikte
HAP aktivitesi meydana geldi.

Ayrica tibial sinirde 10 mM TEA+2 mM 4-Ap uygulamasi ile Ezilme+PMA grubunda
BAP genligi PMA etkisiyle 23,6+2,3 mV olarak bulundu bu deger (ezilme grubu hari¢) diger
4 haftalik gruplar olan LEC ve Kombine genlik degerlerine gore istatistiksel olarak daha
yiiksekti. Ezilme+PMA grubundan elde edilen YS (yiikselme siiresi) ve 2DS (yari-diigme
stiresi) degerleri diger 4 haftalik gruplardan anlamh diizeyde daha kisa bulundu. BAP siire
parametrelerinin diger gruplara gore daha da kisa olmasi PMA’nin sinir rejenerasyonunu
hizlandirdiginin bir gostergesi olabilir.

Walerian Dejenerasyonu siirecinin bir pargast olarak, hasarli olan bolgelere makrofaj,
lenfosit ve mast hiicrelerinden cesitli intraselliller maddeler salgilanir. Nosiseptif uyarinin
kendisi de ndrojenik bir inflamasyon cevabi olusturarak sinir uglarindan P maddesi, norokinin
A salgilanmasina yol acar. Bu sekilde potasyum, serotonin, nitrik oksit, siklooksijenaz ve
lipoksijenaz yollarindaki inflamatuar mediatorlerin salgilanmasi yiiksek esik degerdeki
nosiseptorleri uyararak periferik sensitizasyon denen olayr meydana getirirler.
Sensitizasyondan sonra diisiik siddetteki termal uyaranlara kars1 yanitta da artis meydana gelir
(Primer Hiperaljezi). Dejenerasyon siirecini takiben meydana gelen rejenerasyon siirecini,
termal test bulgulari net bir sekilde ortaya koymaktadir (Sekil 4.42). PMA uygulanan grupta
ilk haftalarda, termal latans degeri diger gruplara gore anlamli derecede diisiikk olmasi artmis
immiin bir reaksiyonun gostergesi olabilir. Ayni1 sekilde 5. ve 6. haftalarda da termal latans
degerinin diger gruplara gore daha uzun olmasi, baska bir deyisle kontrol degerlerine yakin
olmas1 azalmig makrofaj aktivitesinin gostergesi olabilir. Ayrica termal plantar testinden elde
edilen bulgularin, elektrofizyolojik ve histolojik deneylerden elde edilen verilerle ortiismesi
“PMA, immiin sistemi aktive ederek rejenerasyonu hizlandirir” hipotezini giiglendirmektedir.

Tiim elektrofizyolojik bulgulara ek olarak ezilme sonrasi 2 ve 4 haftalik siirecte, tiim
deney gruplarinda yapilan, elektron-mikroskobik, immuno-histokimyasal ve morfometrik
incelemelerde de gruplar arasinda kayda deger farklarin bulunmasi ilgingtir. Sinir
ezilmesinden 2 hafta sonra alinan sinir demetlerinin elektron mikroskobik incelenmesinde,
schwann hiicreleri, miyelinli sinir lifleri ve aksonlarda ileri derecede dejeneratif degisiklikler
izlendi. Miyelinli sinir liflerinde miyelin kilifin yapisal biitiinliigiiniin bozuldugu, miyelin

lamellerinin birbirlerinden ayrildigi, aksonun biiziigmesine bagli olarak akson ve miyelin kilif
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arasinda genis bosluklarin olustugu gozlendi. Bunlarin yani sira, ortamda c¢ok sayida
makrofajin varligi da izlendi. Makrofaj stoplazmasinda fagosite edilmis miyelin kilif lamelleri
ve ¢esitli biiyiikliiklerde lipid damlaciklarina siklikla rastlandi. Sinir ezilmesini takiben 4 hafta
sonra incelenen sinir demetlerinin elektron mikroskobik incelenmesinde sinir lifleri ve
schwann hiicre yapisinin, 2 haftalik ezilme gruplarina gore, daha iyi durumda oldugu
belirlendi.

Bununla birlikte, miyelinli sinir liflerinde, miyelin kilifin lameller yapisinda ayrilmalar,
fokal miyelin kilif degisiklikleri, aksonal biizligme, aksoplazmada mitokondriyon harabiyeti
sonucu olusan vakuolizasyon, akson ile miyelin kilif arasinda meydana gelen genis bosluklar
bu grupta da goriildii. Sinir ezilmesinden sonra 2 hafta boyunca PMA’ya maruz birakilan sinir
demetlerinin elektron mikrokobik incelenmesinde schwann hiicreleri, miyelinli ve miyelinsiz
sinir liflerinde diger gruplara gore ileri derecede yapisal degisikliklerin meydana gelmesi ilging
bulundu. PMA grubunda Schwann hiicreleri disinda ortamda ¢ok sayida reaktif makrofajlarin
da yer aldig1 gozlendi. Makrofaj stoplazmasinda ¢ok sayida fagozom, lizozom ve lipid
damlaciklarinin varligi kaydedildi

Sinir ezilmesini takiben 4 hafta boyunca PMA’ya maruz birakilan sinir dokularinin
elektron mikroskobik incelenmesinde, diger ezilme gruplarina gore miyelinli ve miyelinsiz
sinir liflerinin birgok alanda normal yapilarin1 korumus olduklar: dikkati ¢ekti. Sinir liflerinde
miyelin kilif ve akson yapis1 normal kontrol grubuna benzemekteydi. Bununla birlikte, bazi
alanlarda miyelinli sinir liflerinde miyelin kilifta fokal dejeneratif degisikliklere de rastlandi.
Schwann hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar ve kollajen liflerin yap1 ve dagilimlar1 da normal
olarak degerlendirildi.

PMA uygulanan grupta ilk 2 haftada ¢ok yogun olarak reaktif makrofaj varliginin
goriilmesi ve 4.haftada da fagositik aktivitenin diger gruplara gore daha az olmasi oldukea ilgi
cekici bir bulgudur. Bu c¢alismada: “PMA'min etki mekanizmasi agik olmamakla birlikte
makrofaj aracili etki gosterebilir, makrofaj aktivasyonunun artmasi da rejenerasyonda rol alan
bazi norotrofik faktorleri aktive edebilir” hipotezi test edilmek istendi. Elde edilen tiim
elektrofizyolojik ve histolojik bulgular PMA’ nin immdiin sistemi aktive ederek dejenerasyon
ve rejenerasyon siirecini hizlandirdigi yoniindeki hipotezimizi destekler goriinmektedir, bagka
bir deyisle erken WD, erken rejenerasyondur®>*""*”* Yine bu hipotezimizi test etmek igin
kullandigimiz ajan olan LEC, makrofajlar1 spesifik olarak baskilamaktadir. Bununla birlikte
LEC grubunda 4.haftada bile makrofaj varliginin PMA grubuna gore fazla olmasi, uygulanan

LEC’in ge¢ kalmis bir immiin reaksiyona neden oldugunu gostermektedir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Bu calismada sigan siyatik sinirinde forsepsle olusturulan ezilme sonrasinda ve
rejenerasyon siirecinde, LEC aracilifi ile lokal olarak gerceklestirilen makrofaj baskilamasi
sonrasinda PMA’nin makrofaj aracili etkisinin olup olmadig: siyatik sinirin distal dallar1 olan
sural ve tibial sinirlerde arastirildi, olusan elektrofizyolojik ve morfolojik degisiklikler ve
voltaj kapili iyon kanallarmin iglevsel 6zelliklerinde meydana gelen degisiklikler spesifik
kanal blokorleri (4-Ap, TEA) kullanilarak belirlendi.

Bu aragtirmada ayrica duyusal ve motor sinir rejenerasyonlari ayri ayri arastirildi.
Bilindigi gibi sural sinir duyusal bir sinir olup %97 duyusal liflerden, buna karsin tibial sinir
%49 motor liflerden olusmaktadir. Rejenerasyon sirasinda motor ve duyusal sinir
rejenerasyon hizlar1 elektrofizyoloji yaninda elektron-mikroskobik, immuno-histokimyasal,
morfometrik ve davranis testleri ile rejenerasyonun diger boyutlar1 da incelendi. Bu ¢alisma
sonucunda;

1. Sinir ezilmesini sonrasi, sinir demetlerinin elektrofizyolojik ve elektron
mikroskobik incelenmesinde, ileri derecede walerian dejenerasyona bagh
onemli yapisal ve islevsel degisikliklerin oldugu gézlendi.

2. Periferik sinir hasarimi takiben makrofajlara 6zgili baskilayici bir ajan olan
LEC’in dejenerasyon siirecini uzattigi dolayisiyla rejenerasyon siirecini de
olumsuz etkiledigi sonucuna varildi.

3. 1,5 mT siddetinde Pulslu Manyetik Alanin, immiin sistemi aktive ederek
makrofaj aktivitesini arttirabilir ve bu durumda dejeneratif siireci kisaltarak
rejenerasyonu One c¢ekebilir.

4. PMA uygulamasi; yaralanmis miyelinli sinirlerde, makrofajlar1 ve diger
fagositik hiicreleri modiile ederek hasarli miyelin kalintilarinin fagositesini
hizlandirabilir. Bdylelikle remiyelizasyona yardimci olarak miyelin
sentezini ve kalinligini pozitif yonde etkileyebilir.

5. PMA ve LEC’in kombine uygulandig1 gruplarda rejenerasyon siireci diger
gruplara gore daha geri kaldi. Bu grupta uygulanan LEC’in makrofaj
populasyonunu spesifik olarak baskilamasi veya azaltmasi nedeniyle
PMA’nin olumlu bir etkisi goriilmedi. Bu durum, PMA; iyilesmeyi
hizlandirict etkisini immiin sistem tizerinden yapmaktadir hipotezimizi

giiclendirmektedir.
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Eldeki tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde, sistemik olarak uygulanan PMA’nin
rejenerasyonu hizlandirabilecegi diisiintilmektedir. Ancak PMA’nin hangi fizyolojik
sistemleri harekete ge¢irdigi, bu c¢alismadan elde edilen bulgularla tam olarak
aciklanamamaktadir. Literatiirde PMA’nin frekans, siire siddet, dalga sekli olarak ¢ok farkl
uygulama alani ve kombinasyonlar1 bulunmaktadir. Bu kombinasyonlarin, lokal veya sistemik
uygulama ydntemi ile birlikte uygulama siiresinin de degistirilmesinin farkli sonuglara yol
acabilecegi goz onilinde tutulmalidir.

Bu c¢alisma, periferik sinir hasarindan sonra yapilan PMA uygulamasinin, etkin
mekanizmasi ne olursa olsun, miyelin ve aksonal hasarlanmalardan dogan patolojiler iizerine
etki ederek iyilesmeyi hizlandirdigin1 gosteren caligmalardan biri olabilir. Ancak klinik
kullanimda uygulanabilmesi i¢in etkili protokoliin se¢imi, uygulama yontemi ve yan etkileri
konusunda ek ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir. Klinikte non-invasif alternatif bir teknik
olarak PMA kullanilmasi, 6énemli bir sorun olan periferik sinir hasarmin diizeltilebilmesi

sorununa yardimci olabilir.
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