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OZET

Periferik Sinir Hasarindan Sonra Zonisamide ve Diklofenak Sodyum Kombine
Tedavisinin Sinir Rejenerasyonu Uzerine Etkileri

Periferik sinir hasar1 (PSH), diinyada bir milyondan fazla insam etkileyen
onemli bir saghk sorunudur. Mikrocerrahi tekniklerinin yayginlasmasi, histolojik
ve immiinohistokimyasal yontemlerin ilerlemesi, sinir onariminin basarisini biiyiik
olciide artirmistir. Bununla birlikte, PSH sonrasinda noroprotektif bir madde olan
zonisamide ile antienflamatuvar diklofenak sodyumun kombine uygulanmasinin
etkilerini arastiran bir calismaya literatiirde rastlanmamistir. Bu calismada,
siyatik sinirde ezilme tipi bir yaralanma olusturulduktan sonra, zonisamide ve
diklofenak sodyum tedavisinin ayr1 ayr1 ve kombine tedavilerinin sinir
rejenerasyonu iizerindeki etkilerinin ultrastriiktiirel, immiinohistokimyasal,
histomorfometrik ve molekiiler yontemlerle arastirilmasi1 amaclandi.

Wistar cinsi 84 erkek sican randomize olarak, cerrahi islem uygulanmayan
kontrol grubu, siyatik sinirin aciga cikarilip hasar olusturulmadan kapatildig:
sham operasyon grubu, hasar olusturulduktan sonra herhangi bir tedavi
uygulanmayan deney kontrol grubu, siyatik sinirde hasar olusturulduktan sonra 7
giin boyunca giinde 1 Kkere intraperitonal 2 mg/kg dozunda diklofenak sodyum
verilen tedavi grubu, hasar sonras1 7 giin boyunca giinde 1 kere oral gavaj ile 100
mg/kg dozunda zonisamide verilen tedavi grubu, hasar sonrasi 7 giin boyunca
intraperitonal 2mg/kg dozunda diklofenak sodyum ve oral gavaj ile 100 mg/kg
dozunda zonisamide verilen kombine tedavi grubu olmak iizere 6 gruba ayrildi.
Tedavilerin zamana bagh etkilerini incelemek iizere deney ve tedavi gruplarindan
7., 14. ve 21. giinlerde sinir dokular elde edildi.

INOS ve COX-2 ekspresyonunun, zonisamide ve kombine tedavi
gruplarinda deney kontrole oranla belirgin olarak azaldig1 ve bu azalmanin en
belirgin 21. giinde oldugu goriildii. Miyelinli sinir lif sayisimin, kombine tedavi
gruplarinda deney kontrol grubuna kiyasla anlamh olarak arttigi goriildii. Krox-
20 ekspresyon seviyesinin hasar sonras1 azaldigi, zonisamide ve kombine tedavi
gruplarinda ise arttigr belirlendi. p75NTR ekspresyon seviyesinin kombine tedavi
grubu 14. giinde diger tedavi gruplarina oranla anlamh olarak arttigi, 21. giinde
ise en yiiksek seviyesine ulastig1 goriildii.

Tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde, deneysel PSH sonrasi
zonisamide ile diklofenak sodyum kombine tedavisinin enflamasyonu
baskilayarak, aksonal biiyiimeyi ve yeniden miyelinizasyonu arttirarak periferik
sinir rejenerasyonunu uyarabilecegi, yapilacak daha ileri molekiiler calismalarla
tedavi protokollerinde yer alabilecegi kanaatine varildi.

Anahtar Sozciikler: Diklofenak Sodyum, Enflamasyon, Periferik Sinir Hasari,
Rejenerasyon, Zonisamide
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ABSTRACT

Effects of Combined Treatment with Zonisamide and Diclofenac Sodium on Nerve
Regeneration Following Peripheral Nerve Injury

Peripheral nerve injury (PNI) is a significant health problem affecting over
a million people worldwide. The widespread use of microsurgical techniques and
advancements in histological and immunohistochemical methods have greatly
enhanced the success of nerve repair. However, there is no existing literature on a
study investigating the effects of combined treatment with zonisamide, a
neuroprotective agent, and diclofenac sodium, an anti-inflammatory drug, after
PNI. This study aimed to investigate the effects of zonisamide and diclofenac
sodium treatments, both individually and in combination, on nerve regeneration
using ultrastructural, immunohistochemical, histomorphometric, and molecular
methods after crush-type injury to the sciatic nerve.

A total of 84 male Wistar rats were randomly assigned to six groups:
control group without any surgical procedures, sham operation group in which the
sciatic nerve was exposed but not damaged, experimental control group without
any treatment after nerve injury, treatment group receiving intraperitoneal
injections of 2 mg/kg diclofenac sodium once daily for 7 days after nerve injury,
treatment group receiving oral gavage of 100 mg/kg zonisamide once daily for 7
days after nerve injury, and combination treatment group receiving both
intraperitoneal injections of 2 mg/kg diclofenac sodium and oral gavage of 100
mg/kg zonisamide once daily for 7 days after nerve injury. Nerve tissues were
collected from the experimental and treatment groups on days 7, 14, and 21 to
examine the time-dependent effects of the treatments.

It was observed that the expressions of INOS and COX-2 were significantly
reduced in the zonisamide and combination treatment groups compared to the
experimental control group, with the most significant reduction occurring on day
21. The number of myelinated nerve fibers was significantly increased in the
combination treatment groups compared to the experimental control group. The
expression level of Krox-20 decreased after injury but increased in the zonisamide
and combination treatment groups. The expression level of p75NTR in the
combination treatment group was significantly higher than the other treatment
groups on day 14 and reached its highest level on day 21.

Overall, considering all the findings, it can be concluded that the combined
treatment with zonisamide and diclofenac sodium after experimental PNI can
suppress inflammation and promote axonal growth and remyelination, thereby
stimulating peripheral nerve regeneration. We suggested that further molecular
studies can incorporate these treatment protocols into clinical practice.

Key Words: Diclofenac Sodium, Inflamation, Peripheral Nerve Injury,
Regeneration, Zonisamide
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1. GIRIS

Periferik sinir hasar1 (PSH) diinya genelinde bir milyondan fazla Kisiyi etkileyen
onemli bir saglhik problemidir (1). PSH’de sinir onariminin basarisi ve onarim siiresi
sinir yaralanmasinin derecesine baghdir (2). Yaralanma sonrasinda periferik sinirin
distal ve proksimal segmentlerinde ciddi histolojik degisiklikler gozlenmektedir. Ilk 6
saat icinde noron govdesinde cekirdegin perifere gog ettigi, Nissl cisimciklerinin
kromatolizise ugradigi bilinmektedir. Hasarli bolgenin distalinde aksonal sitoiskelette
ve miyelin kilifta fragmantasyon ve Wallerian dejenerasyon goriilmektedir (3). Bunun
bir sonucu olarak, ilk 48-96 saat i¢inde akson devamliligi kaybolmakta ve impuls iletimi
bozulmaktadir. Miyelin kilif ile akson atiklarinin Schwann hiicreleri ve makrofajlar
tarafindan fagositozunun ardindan rejenerasyon siireci baslamaktadir (2, 4). Schwann
hiicrelerinin olusan akson filizlerine rehberlik eden Biingner bandlarini olusturmasi ile
norilemmal tlp icerisinde, aksonun giinde 1-3 mm hizla biyiimeye basladig
bilinmektedir (5).

PSH tedavisinde temel yaklasim cerrahi miidahaledir. ~Giliniimiizde
otograft/allograft transplantasyonu, non-néronal doku greftleri ve sinir kondiiitleri gibi
pek ¢ok mikrocerrahi uygulamalart PSH tedavisinde tercih edilmektedir (6). Ayrica
norotropik faktorler, steroidler, hormonlar, kimyasal maddeler ve disiik frekanslh
manyetik alan uygulamalarinin da sinir rejenerasyonu ve fonksiyonel iyilesmenin
arttirilmas: amaciyla kullanilabilecegi yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (7).

Bir anti-epileptik ve anti-Parkinson ilaci olan zonisamide’in (ZNS) motor néron
hiicre kiiltiirlerinde norotrofik aktivite gosterdigi ve farelerde PSH’den sonra aksonal
rejenerasyonu kolaylastirdigi belirtilmistir (8). Yagi ve arkadaslari 2015 yilinda
yaptiklar1 bir ¢aligmada ZNS’nin, motor ndron hiicre kiiltlirlerinde ndrit biiylimesini
indiikledigini ve farelerde siyatik sinir hasarindan sonra aksonal rejenerasyonu
kolaylastirdigin1  bildirmislerdir. Bu bulgular, ZNS’nin norotrofik ve noroprotektif
Ozelliklere sahip olmasi nedeniyle PSH’de potansiyel tedavi ajan1 olarak
kullanilabilecegini digiindiirmiistiir (9).

PSH, kan-sinir bariyerinin bozulmasi, bunu takiben periferik immiin hiicrelerin
ortama migrasyonu, makrofajlarin aktivasyonu ve enflamatuvar sinyal yolaklarinin

indiiksiyonu ile baglatilan bir enflamatuvar cevab: aktive etmektedir (10, 11).



Nonsteroid antienflamatuvar ilaglar (NSAID'ler) diinya c¢apinda yaygin kullanilan
ilaglardir. Yapilan galismalarda NSAID tiirevi ilaglardan olan diklofenak sodyumun
postoperatif agriy1 azalttigi ve analjezik etki gosterdigi belirlenmistir (12). NSAID'lerin,
pro-enflamatuvar bir enzim olan siklooksijenaz (COX) inhibisyonu yoluyla agri ve
enflamasyonu azalttig1 rapor edilmistir (13). COX, arasidonik asidin prostaglandinlere
(PGE) doniisimiinii  katalize eden bir enzimdir. Bir sinir hasar gordiigiinde,
makrofajlarda ve Schwann hiicrelerinde COX-1 ve COX-2 ekspresyonlart 6nemli
Olctide artmaktadir (14). Daha Onceki arastirmalarda COX-2 inhibitori olan
NSAID’lerin, deneysel kosullar altinda olusturulan PSH’de fonksiyonel iyilesmeyi
arttirdigr gosterilmistir (15). Diklofenak sodyumun, etkilerini COX inhibisyonu yoluyla
sagladig1 bilinmektedir ve COX-2'nin inhibisyonunda COX-1'den 20 kat daha etkili
oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (16). Arastirmacilar diklofenak sodyumun,
analjezik, antienflamatuvar ve antipiretik etkileri oldugunu bildirmislerdir (17).

Nitrik oksit (NO), ¢ok sayida molekiiler hedefi olan bir haberci molekiil olup
norotransmisyon gibi iletim ve diizenleme islevlerini kontrol etmektedir (18).
Indiiklenebilir NOS genellikle hiicrelerde eksprese edilmez, ancak ekspresyonu
enflamasyon sirasinda bakteriyel lipopolisakkarit, sitokinler ve diger ajanlar tarafindan
uyarilabilir. Esas olarak makrofajlarda tanimlanmasina ragmen, uygun indiikleyici
ajanlarin varliginda hemen her hiicre veya dokuda ekspresyonu stimiile edilebilir (19,
20). NO ve reaktif oksijen radikalleri, enflamasyon iizerinde ¢ok sayida diizenleyici
etkiye sahiptir ve immiin sistemin regiilasyonunda anahtar rol oynamaktadirlar.
Enflamasyon gelisiminin neredeyse her adimini etkilemekte ve iNOS tarafindan iiretilen
biiyiik miktarlarda NO toksik ve proenflamatuvar olabilmektedir (21).

Sunulan ¢aligsmada, siyatik sinirde ezilme tipi yaralanma olusturulduktan sonra,
zonisamide ve diklofenak sodyum tedavisinin ayri ayri ve kombine olarak
uygulanmasinin sinir tyilesmesi lizerine etkilerinin ultrastriiktiirel,
immiinohistokimyasal, histomorfometrik ve molekiiler yontemler ile arastiriimasi
amaclanmistir. Literatiirde, gliniimiize kadar, periferik sinir yaralanmasi iizerine bu iki
tedavi edici ajanin kombine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
amagla, si¢anlarin siyatik sinirlerinde ezilme tipi sinir hasari olusturulmus, zonisamide
ve diklofenak sodyum kullanilarak tedavi edilen siganlarin sinir dokularinda,

immiinohistokimyasal yontemle enflamasyon belirtecleri olan indiiklenmis nitrik oksit



sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz-2 (Cox-2) molekiillerinin ekspresyonlart ile
rejenerasyon ve miyelinizasyon belirtegleri olan p75 norotropin reseptorii (p75NTR) ve
Krox20 ekspresyonlart gen diizeyinde arastirtlmig, miyelinli  akson sayilar1 da

histomorfometrik yontemlerle degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGI

2.1. Periferik Sinir Sistemi Histolojisi

Sinir sistemi, organizmanin ¢evreye verdigi cesitli tepkileri ve bedensel siiregleri
biitiinlestiren, insan viicudundaki yiiksek diizeyde organize olmus sistemlerden biridir.
Her ikisi de yap1 ve islevleri bakimindan farklilik gosteren merkezi sinir sistemi (MSS)
ve periferik sinir sistemi (PSS) olmak tizere alt boliimlere ayrilmaktadir. MSS, beyin ve
spinal kord’tan olusur ve viicut i¢inden koken alan biitin ndral impluslar
(interoceptive), viicut disindan koken alan uyarilar1 (eksteroceptive), eklemlerden, kas
ve tendonlardan gelen duyular1 (proprioceptive) alir (22). PSS, beyin ve spinal kord
reseptorlerine bagli olan spinal ve kraniyal sinir agini ve gangliyonlar1 icermektedir.
PSS'min islevi, MSS’den kaslara ve bezlere giden uyarilar1 aktarmak ve duyusal
reseptorler araciligiyla i¢ ve dis ortamdaki degisiklikler ile ilgili bilgileri MSS’ye
iletmektir (23). Ayrica fonksiyonel olarak, sinir sistemi; somatik sinir sistemi ve otonom
sinir sistemi olmak tizere 2 boliime ayrilmaktadir. Somatik sinir sistemi refleks arklari
harig, bilingli kontrol altindaki islevleri kontrol etmektedir. I¢ organlar, diiz kas, kalp
kast ve bezler hari¢ viicudun tiim bolgelerine duyusal ve motor innervasyon
saglamaktadir. Otonom sinir sistemi, MSS ve PSS'nin otonom bdliimlerinden
olusmaktadir ve diiz kas, kalp kasi, i¢ organlar ve viicut bezlerinin innervasyonu ile
ilgilidir. Otonom sinir sistemi de kendi igerisinde sempatik, parasempatik ve enterik
olmak tiizere 3 boliime ayrilmaktadir. Enterik boliimii sindirim kanalinda goérevli olup,
MSS ile sempatik ve parasempatik sinir lifleri araciligi ile baglanti kurmaktadir ancak
bunlardan bagimsiz olarak da galisabilmektedir (22).

Sinir dokuda bulunan hiicreler; sinir hiicreleri (ndronlar) ve destekleyici hiicreler
(noroglia veya glia) olmak {lizere iki kategoriye ayrilmaktadir. Noronlar, uzun
mesafelerde sinyal iletimi i¢in 6zellesmis hiicrelerdir. Glial hiicreler, néronlarin
islevlerine yardime1 olur ve MSS’deki astrositleri, mikroglialari, oligodendrositleri,
ependim hiicrelerini ve PSS'deki Schwann hiicreleri ile satellit hiicrelerini icermektedir
(24).



2.1.1. Noron

Noron, sinir sisteminin temel hiicresel ve fonksiyonel birimidir (25). Noronlar,
elektriksel degisikliklerin sinir uyarilar1 olarak iletilmesinden sorumlu olan hiicrelerdir.
Noronlar bir akson, dendritler ve perikaryondan olusmaktadirlar (26). Akson, néron
perikayonundan uyarilart alip, akson ug¢ terminallerine tasiyan néronun o&zellesmis
boliimidiir (27). Perikaryonun boyutu, konumu ve islevine uygun olarak degismektedir.
Aksonun uzunlugu ile perikaryon boyutu arasinda korelasyon bulundugu yapilan
calismalarda bildirilmistir (26). Insan sinir sistemi 10 milyardan fazla néron
icermektedir. Bu noronlar, fonksiyonel olarak, {i¢ genel kategoride gruplandirilabilirler.
Bunlar; duyu noéronlari, motor nodronlar ve ara ndronlardir. Duyu noronlari,
reseptorlerden gelen uyarilart MSS’ye iletmektedir. Bu néronlarin uzantilar1 somatik
afferent ve visseral afferent sinir lifleri i¢inde yer almaktadir. Somatik afferent lifler,
viicut ylizeyinden agri, sicaklik, dokunma ve basing duyularini iletmektedirler. Ayrica
bu lifler viicuttaki organlardan (6rnegin kaslar, tendonlar ve eklemler) agr1 ve
propriyoseptif (biling dis1 duyu) uyarilarini iletmektedirler. Ayrica beyine viicudun ve
organlarin oryantasyonu ile ilgili bilgi saglamaktadirlar. Viseral afferent lifler, i¢
organlardan, mukoza zarlarindan, bezlerden ve kan damarlarindan gelen agri duyusunu
ve diger duyular1 MSS’ye iletmektedirler. Motor néronlar, MSS veya gangliyonlardan
gelen uyarilar1 efektdr hiicrelere iletmektedirler. Bu néronlarin uzantilar1 somatik
efferent ve visseral efferent sinir lifleri igerisinde yer almaktadir. Somatik efferent lifler,
iskelet kaslarina istemli uyarilar gonderirken, visseral efferent lifler istemsiz uyarilari
diiz kaslara, kalp kaslarina ileten hiicrelere (Purkinje lifleri) ve bezlere iletmektedirler.
Ara noronlar, duyusal ve motor ndronlar arasinda iletisim kurarak biitlinlestirici bir ag
olusturmaktadirlar. Tiim noronlarin %99,9'undan fazlasinin bu biitiinlestirici aga ait
oldugu tahmin edilmektedir (22).

Noronlar, hiicre govdesinden uzanan wuzanti sayisina gére de
siniflandirilabilmektedir. Bunlar; bir akson ve iki veya daha fazla dendrit igeren
multipolar ndronlar, bir dendrit, bir akson iceren bipolar néronlar ve perikaryona yakin
dallanma veren tek bir uzantiya sahip olan psddoiinipolar ya da diger adiyla iinipolar
noronlardir. Psddoiinipolar ndronlarin uzantilarindan uzun olani periferik bolgelerde
sonlanirken, kisa olan kismu ise MSS’ye dogru uzanmaktadir. Noronlarin c¢ogu

multipolar néronlardan olusmaktadir. Bipolar néronlar sirasiyla gérme, koku ve denge



duyularina hizmet ettikleri retina, olfaktéor mukoza ve koklear ve vestibiiler
ganglionlarda bulunmaktadirlar. Psoddotinipolar noéronlar, spinal gangliyonlarda
(omurilik sinirlerinde bulunan duyusal gangliyonlar) ve kraniyal gangliyonlarda
bulunmaktadirlar (28).

Dendritler, perikaryon tizerindeki kisa dallanma bdlgeleridir ve bitisik sinir
hiicrelerinden aldiklar1 uyarilar1 hiicre govdesine dogru iletmekten sorumludurlar.
Genellikle bir¢ok sinaps bolgesi ile kaplidirlar. Dendritler néronlardaki baslica sinyal
alma ve isleme bolgeleridir. Cogu sinir hiicresi, hiicrenin alici alanin1 6énemli 6l¢iide
arttiran ¢ok sayida dendrit igermektedir. Noron hiicre gévdesinin sitoplazma yapisi,
diger hiicrelere benzemektedir. Perikaryon sitoplazmasi incelendiginde merkezi
yerlesmis bir ¢ekirdek ile sitoplazmik organelleri icermektedir. Perikaryon igerisinde
mikroskobik olarak goriilen organeller, golgi aygiti ve mitokondriyonlardir. Ayirt edici
diger hiicresel elemanlar endoplazmik retikulum ve bununla ilgili ribozomlar1 temsil
eden Nissl cisimcikleridir. Sabit bir ¢ap1 koruyan aksonlarin aksine, dendritler dallara
ayrildikca ¢ok daha ince hale gelmektedirler. Dendritler perikaryonunkine benzer
sitoplazmaya sahiptirler, ancak bu sitoplazma farkli olarak golgi komplekslerinden
yoksundur (26, 28).

Noronlar genellikle uzunluk ve ¢ap olarak degisen, silindirik yapida olan uzun
bir aksona sahiptirler. Ornek olarak ayak kaslarmi innerve eden omuriligin motor
hiicrelerinin aksonlarinin uzunlugu 100 cm'ye kadar g¢ikabilmektedir. Tim aksonlar,
perikaryonda bulunan piramit seklindeki bir bolgeden, akson tepeciginden (akson
hillock) kaynaklanmaktadir. Aksonun plazma membranina aksolemma denir ve igerigi
de aksoplazma olarak bilinmektedir. Akson tepeciginin hemen altinda baglangic
segmenti adi verilen bolge bulunmaktadir. Bu bdlge uyaranlarin toplandigi ve bir sinir
uyarisinin yayilmasina karar verilen alandir. Baglangic segmenti iyon kanallarina sahip
olmasi ile karakterizedir ve bu kanallar aksiyon potansiyelinin {iretilmesinde 6nemli
gorev Ustlenmektedir. Aksoplazma mitokondri, mikrotiibiiller, nérofilamentler ve bazi
diiz endoplazmik retikulum (ER) sisternalarini igerir. Aksoplazma igerisinde
poliribozomlarin ve graniilli ER‘nin yoklugu, aksonun perikaryona bagimliligini
gostermektedir. Bu durumdan dolay1r akson Kkesildiginde, periferik kisimlari hizla
dejenere olmaktadir. Akson boyunca kiigiik ve biiylik molekiillerin ¢ift yonlii taginmasi

gerceklesmektedir. Hiicre govdesinde sentezlenen organeller ve makromolekiiller,



akson boyunca anterograd tasima ile perikaryondan sinaptik terminallere dogru hareket
etmektedirler. Ters yonde retrograd tasimada endositoz ile alinan materyal (viriisler ve
toksinler dahil) gibi baz1 makromolekiilleri periferden hiicre gévdesine tagimaktadirlar.
Her iki yonde de aksonal tagimada, mikrotiibiillere bagli motor proteinler
kullanilmaktadir. Mikrotiibiille aktive olan bir ATPaz olan kinesin, vezikiillere
baglanmakta ve bunlarin perikaryondan aksonun uzak boélgelerine mikrotiibiiller
boyunca hareket etmelerini saglamaktadir. Dynein, aksondan hiicre govdelerine dogru

retrograd tasinmaya aracilik eden benzer bir ATPaz'dir (28).

2.1.2. Periferik Glial Hiicreler

PSS’de, major glial hiicreler Schwann hiicreleridir. Periferik sinirlerdeki tiim
aksonlar1 ¢evrelemektedirler (29). Schwann hiicreleri, noral krest hiicrelerinden koken
almaktadir. Noriilasyon sirasinda, noral krest hiicreleri noral tiipten ayrilip genis bir
doku yelpazesine farklilasmak i¢in viicut boyunca go¢ etmektedirler. Noral krest
hiicreleri somatik, otonom ve enterik sinir sistemlerinin hem néral hem de glial
hiicrelerine farklilagmaktadirlar (30). Schwann hiicrelerinin miyelin olusturan ve
miyelin olusturmayan olmak tizere iki tipi bulunmaktadir. Miyelin olusturan Schwann
hiicreleri, MSS’de bulunan oligodendrositler tarafindan yapilan miyelin kilifla yap1 ve
islev bakimindan benzer 6zellikleri bulunan yalitkan miyelin kiliflar olugturmaktadirlar.
Miyelin  olusturmayan  Schwann hiicreleri,  astrositlerle  benzer  6zellikler
gostermektedirler. Metabolik ve mekanik destek islevlerine sahip olmalarinin yani sira
periferik sinirlerin miyelinsiz kalan kisimlarin1 ¢evrelemektedirler (29). Schwann
hiicreleri ayrica yaralanmaya yanit olarak PSS’de onarim siireglerinde de gorev
almaktadirlar. Bu gorev, yaralanmanin neden oldugu aksonal temasin kaybi ile
indiiklenmektedir. Aksonal temasin kesilmesiyle birlikte PSH’ye yanit vermelerini
engelleyen olgun Schwann hiicre markirlarinin down-regiilasyonu gergeklesmektedir
(31, 32). Giiniimiize kadar yapilan c¢alismalarda Schwann hiicrelerine 6zgii ¢ok sayida
markir tanimlanmistir. Bunlardan en yaygin kullanilanlari: S100, MBP, MPZ, p75NTR,
GFAP, NCAM, GAP43, PMP22, Sox10, Oct6, Krox20 ve Sox2’dir (33).

Satellit hiicreleri, miyelin olusturmayan Schwann hiicrelerine benzer periferik
glia hiicreleri olup dorsal kok gangliyonlarinda bulunan néron perikaryonlarini

cevrelemekte ve desteklemektedirler (34). Potasyum pompalarina sahip olan bu hiicreler



perikaryonun i¢ dengesinin diizenlenmesine katkida bulunmaktadirlar. Potasyum
pompalari, dogru hiicre fonksiyonu ve aksiyon potansiyeli olusturma yetenegi igin kritik
olan hiicre dis1 potasyumun diizenlenmesinde rol oynamaktadir (35, 36). Satellit
hiicreleri ndronlar1 kan damarlarindan ve perindronal bosluklardan ayirmakta ve
korumaktadirlar. Bu hiicreler gangliyonik ndronlar1 kaplar ve az miktarda sitoplazma
icermektedirler. Bu nedenle yiiksek ylizey, hacim oranina sahiptirler. Satellit hiicreleri
ayrica molekiillerin ve hiicrelerin ndronlara erisimini yavaslatarak, néronlar igin kismi
bir koruyucu tabaka olarak hizmet etmektedir. Bununla birlikte, komsu ndronlar
arasindaki Satellit hiicre bariyeri ¢ok siki degildir ve proteinlere, makrofajlara karsi

gecirgendir (37).

2.1.3. Periferik Sinir

PSS’de sinir lifleri, sinirleri olusturmak i¢in demetler halinde toplanmaktadirlar.
Sadece miyelinsiz lifler iceren ¢ok ince sinirler disinda sinirler, miyelin ve kolajen
iceriginden dolay1 beyazimsi, parlak bir goriiniime sahiptirler (28). Her bir periferik
sinir, fasikiiller olarak bilinen ¢ok sayida sinir lifinin gruplar halinde bir araya geldigi
diizenlenmeyi olusturmaktadir. Sinir lifleri olarak da adlandirilan aksonlar, bireysel
noronlarin uzun iletken kisimlaridir. Aksonlar ve Schwann hiicreleri bag dokusu
katmanlar1 icinde bulunmaktadirlar. Isik mikroskobunda, enine kesitte bakildiginda
periferik bir sinirin fasikiilleri birbirinden kolayca ayirt edilebilmektedir (38). Bu
fasikiiller ii¢ bag dokusu katmani tarafindan ¢evrelenmistir (39). Epinéryum olarak
adlandirilan en dis tabaka, bir periferik siniri olusturmak tizere bir araya gelen tiim
fasikiilleri iceren bir kilif olusturmaktadir. Bu gevsek bag dokusu tabakasi ayni
zamanda tek tek fasikiilleri ¢evreleyerek interfasikiiler yapiyr meydana getirmektedir.
Epinéryum, fleksiyon ve ekstensiyon sirasinda sinirin genislemesine ve kasilmasina izin
veren areolar bag dokusunu igermektedir (40). Perindryum, daha ince bir bag dokusunu
temsil etmektedir ve her bir fasikiilii dogrudan sararak bu yapi i¢inde homeostazisin
korunmasina yardimci olmaktadir (39). Perindéryum tabakalarinda bulunan hiicreler,
makromolekiillerin gegisine Karsi bariyer olusturan ve sinir lifleri ile i¢ mikro gevrenin
korunmasina yardime1 olan siki baglantilar ile birbirlerine baglanmaktadirlar (28). Ince
bir kolajen lif tabakasi olan endondryum, fasikiil icindeki her bir aksonu

cevrelemektedir (41). Endonéryum, tip IV kollajen, laminin ve Schwann hiicreleri



tarafindan {retilen diger proteinlerin dis laminasiyla birlesen gevsek bag dokusu
tabakasindan olusmaktadir (28). Periferik sinirler degisen oranlarda hem motor hem de
duyu noronlarindan olugmaktadir. Motor sinirler genel olarak miyelinli aksonlara
sahipken, duyu sinirleri tipik olarak miyelinsiz aksonlardan olugmaktadir (40). Her bir
miyelinli akson, miyelin tabakalar1 tretebilen kendi Schwann hiicresiyle yakindan
iliskili halde bulunmaktadir (41). Schwann hiicreleri tarafindan saglanan
miyelinizasyon, ayni1 boyuttaki miyelinsiz aksonlara kiyasla uyar1 iletimini 20 ila 100
kat hizlandirmaktadir (42). Miyelinsiz aksonlar genellikle miyelinli aksonlara kiyasla
kiigtiktiir; bu nedenle, tek bir Schwann hiicresi tarafindan birden fazla miyelinsiz akson
korunabilmektedir. Miyelinizasyon siirecine ek olarak, Schwann hiicreleri periferik sinir

rejenerasyonunun baslica hiicresel diizenleyicileridir (41).

2.2. Periferik Sinir Hasar1 (PSH)

PSH genellikle motorlu ara¢ ¢arpigsmalari, delici yaralanmalar, yirtilmalar, ategli
silahlar, diismeler, yaniklar, kiriklar, iskemi, ¢ekme ve ezilme yaralanmalar1 sonucunda
olusmaktadir (43). Periferik sinirlerdeki travmatik hasar, tiim ekstremite travmalarinin
%?2'sini olusturmaktadir. Bu hasarlar potansiyel olarak fiziksel ve fonksiyonel kayba
sebep olabilen yikici yaralanmalardir. MSS’nin zayif rejeneratif kapasitesinin aksine,
periferik sinir sistemi yaralanmadan sonra biiyiik oranda yenilenebilir. Bununla birlikte,
ozellikle proksimal yaralanmalarda veya biiyiik defektlerin bulunmasi durumunda klinik
sonu¢ her zaman tatmin edici olmamaktadir (44). Tim PSH’lerin %33 kadar, yetersiz
sinir iyilesmesi, motor ve duyusal fonksiyon kayb1 veya kismi iyilesmesi, kronik agr1 ve
son hedef kas atrofisi gibi fonksiyonel bozukluklar1 igeren sonuglar dogurabilmektedir
(45).

Yaralanmanin siddetine gore morfolojik ve hiicresel diizeydeki degisikliklere
bakilarak cesitli smiflandirmalar yapilmistir. PSH siddeti ayni zamanda sinirin
bilesenlerindeki anatomik bozulmanin derecesi ile de ilgilidir. Anatomik diizeyde,
periferik sinirler, aksonlar, miyelin kilif, Schwann hiicreleri, kan damarlari, yag ve bag
dokusundan olusmaktadir (46). Sinir hasarinin yaygin olarak kullanilan iki
siniflandirmast1  Seddon ve Sunderland smiflandirmalaridir.  Seddon,  sinir
yaralanmalarmi artan siddet sirasina gore ndropraksi, aksonotmezis ve ndrotmezis

olarak gruplandirmistir. Sinir hasarinin en hafif sinifi olan néropraksi, genellikle sinirin



belirli bir bolimii boyunca segmental olarak miyelin kilifta hasar ile karakterize
edilmektedir. Noropraksik yaralanmalar genellikle sinir iizerindeki kompresyon veya
traksiyondan kaynaklanmaktadir. Noroprakside miyelin kilif hasarindan dolay1 yalnizca
bolgesel uyart iletim hizinda azalma meydana gelmektedir. Aksonotmezis, ayirt edici
ozellik aksonal bozulma ve bunun sonucunda gerceklesen Wallerian dejenerasyondur,
ancak bazi bag dokusu yapilar1 korunmaktadir. Periferik sinirlerde ezilme ve gerilme
tipi yaralanmalardan sonra aksonotmezis tipik olarak izlenmektedir. Sinirde kesilme ile
karakterize norotmezis, sinir hasariin en siddetli sinifidir ve genellikle sinir ve bitisik
yapilara yonelik 6nemli travmalardan kaynaklanmaktadir (47, 48).

Sunderland'in smiflandirmasi, sinir hasarini bes kategoriye ayirmaktadir. Birinci
derece sinir hasar1 noropraksiye tekabiil etmektedir ve bu yaralanma tipinde sinirin
yaralanma bolgesinin diginda kalan distal segmenti sinir uyarimini normal bir sekilde
yapabilmektedir. Burada aksonal yapmin korunduguna inanilmaktadir. Ikinci derece
sinir hasarinda yaralanmalar hedeflerden ¢ok uzakta degildir ve normale yakin iyilesme
sans1 bulunmaktadir. Bu sinir hasar1 tipinde endondral tiipler korunmustur ve distalde
akson dejenerasyonu ile karakterizedir. Ugiincii derece sinir hasari, fasikiiller ve
perindryumun korunmus olmasi ile karakterizedir. Buna karsilik endondral tiipler ve
sinir lifleri tahrip olmus sekilde goriilmektedirler. Fasikiillerin i¢ yapilar1 diizensizdir
ancak devamlilik gostermektedirler. Dordiincii derece sinir hasarinda sadece epindryum
korunmus olup fasikiiller ve perindral bolgede yikim goriilmektedir. Besinci derece sinir
hasari, sinir devamliliginin tamamen kaybi, akson ve ¢evresindeki bag dokusunun yok
olmas1 ile karakterizedir. Bu sinir hasar1 Seddon'un siniflandirmasindaki nérotmezise
karsilik gelmektedir (46, 47).

Aksonotmezis ve norotmezis en siddetli yaralanmalar olup bu iki durumda
lezyon bolgesinin distalindeki sinir lifleri noéronal hiicre govdesi ile temasini
kaybetmektedirler. Hiicre govdesiyle temasini kaybeden sinir lifleri perikaryonda sentez
edilen proteinler, glikoproteinler, lipidler ve karbonhidratlardan yoksun kalmaktadirlar

(49). Bunlarin sonucu olarak sinir lifleri Wallerian dejenerasyona ugramaktadirlar.
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2.2.1. Wallerian Dejenerasyon

Wallerian dejenerasyon, periferik sinir sisteminin en temel reaksiyonlarindan
biridir. Wallerian dejenerasyon sinir liflerinin devamhilig1 travmatik, toksik, iskemik
veya metabolik olaylarla kesintiye ugradiginda ortaya g¢ikmaktadir. Aksonal hasar;
Schwann hiicrelerinin ¢ogalmasi, makrofajlarin aktivasyonu, endondral boslugun
yeniden diizenlenmesi, nérotrofin ve sitokin iiretiminde artis ile endondral ekstraseliiler
matriks bilesenlerindeki degisiklikler gibi bir dizi olay: tetiklemektedir (50).

Wallerian dejenerasyon dizisi, sinir lezyonu bolgesinin distalindeki aksoplazma,
aksolemma ve miyelin kilifin ani degradasyonu ile baglamaktadir (50). Aksonal
dejenerasyon, aksonu cevreleyen noronal hiicrelerden bagimsiz olarak ilerleyen aktif,
igsel bir kendi kendini yok etme siirecini tanimlamaktadir (51). Hasar sonras1 bozulmus
olan aksonal transport aksonal dejenerasyonu tetiklemektedir. Aksonal dejenerasyonun
sonraki adimlari, serbest hiicre ici Ca™da bir artis ve Kkalpainlerin aktivasyonunu
icermektedir. Bu durum mikrotiibiiler ve norofilament protein seviyelerinde biiytik bir
azalmaya ve 48 saat i¢inde aksonal par¢alanmaya neden olmaktadir. Aksonal temasi
kaybeden Schwann hiicreleri, kiigiikk miyelin sarmallarin1 izole etme ve lipid
damlaciklar olusturma ozellikleri kazanmaktadirlar (50). Ayrica Schwann hiicresi ile
akson arasindaki temasin kaybolmasini takiben Once Schwann hiicreleri prolifere
olmakta ardindan ortama go¢ eden makrofajlar tarafindan akson pargalanmasini
indiiklemek i¢in interlokin-1, Timor nekroz faktor-alfa (TNF-a) iiretimi meydana
gelmektedir. Distal sinir segmentinin yaralanmaya tepkisi, PSH’nin klinik
calismalarinda da arastirilmistir. Dejenerasyon siirecinde akson PSH sonras1 baslangicta
sismekte, ardindan miyelin kilifinin par¢alanmasi meydana gelmekte ve sitoplazmik
debris yerinin temizlenmesiyle akson terminallerinde tam dejenerasyon meydana gelene
kadar siireg devam etmektedir (52). Yaralanmadan kisa bir siire sonra, Schwann
hiicreleri hasar siirecine dnce bdliinme, ardindan proliferasyon ve ardindan miyelin kilift
olusumunun kesilmesi ile yamt vermektedirler (53). Ik yaralanmadan sonra, Schwann
hiicreleri transdiferansiye olarak miyelin olusturma fenotiplerini kaybetmekte ve onarim
hiicreleri haline gelmektedirler. Miyelin protein ekspresyonlar1 down-regiile edilirken,
hiicre adezyon molekiillerini, bliylime faktorlerini ve bunlarin reseptorlerini kodlayanlar
da dahil olmak iizere biiylimeyi tesvik eden genlerin ekspresyonu artmaktadir (54).

Schwann hiicre fonksiyonunu etkileyen bir baska iyi tanimlanmis faktdor Notch
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transmembran proteinidir. Notch proteini hiicre i¢i alanin boliinmesini ve niikleer
translokasyonu, proliferasyonu arttirir ve Schwann hiicrelerinde miyelin {iretimini
negatif olarak diizenlemektedir (55). Yaralanmadan sonra Schwann hiicreleri, ErbB2,
tirozin kinaz reseptoriiniin aktivasyonunun bir sonucu olarak miyelin kiliflarinin
ayrilmasiyla hizla denervasyon saglamaktadirlar (56). Schwann hiicrelerinin
boliinmesinden ve miyelin kilifin ilk bozunmasindan sonra, Schwann hiicreleri, bazal
laminalarin olusturdugu rehber yol iginde iplikler olusturmak tizere go¢ etmektedirler.
Olusturulan bu iplikgikler, filizlenen aksonlarin yolunu yonlendirmeye yardimci olan
Bungner bantlar1 olarak adlandirilmaktadirlar (57). Yerel makrofajlarin aktivasyon ve
proliferasyonundan once miyelin kilifin erken parcalanmasi, Schwann hiicrelerinin
hasardan sonra kendi miyelin kiliflarinin  dejenerasyonunu  baslatabildigini
gostermektedir. Schwann hiicreleri, miyelin fragmantasyonu ile hasarli miyelin kilifin
temizlenmesinde ilk adimi gerceklestirir. Daha sonra, bozulmus miyelin kilif, tam
miyelin temizligini gergeklestirmek i¢in ortamda bulunan makrofajlar tarafindan
fagosite edilmektedir (50). Hasarli miyelinin hizli temizlenmesi, PSH’den sonra aksonal
rejenerasyon igin en onemli kosul olarak goriilmektedir. Bunun sebebi periferik sinir
miyelininde ve miyelinli Schwann hiicrelerinde bulunan aksonal biiylime

inhibitorlerinin varhigidir (58).

2.2.2. Periferik Sinir Hasarinda Proksimal Segment ve Perikaryon
Bolgesindeki Degisiklikler

PSH’de hasarli aksonun proksimal kisminda da genis ¢apli hasarin meydana
geldigi bilinmektedir, bu da yaralanma bdlgesinden geriye dogru ilk Ranvier diigiimiine
kadar uzanabilmektedir. Ayrica proksimaldeki hasar (retrograd), perikaryon i¢inde de
onemli bir yapisal degisiklik gostermektedir. Noron hiicre gévdesindeki degisiklikler,
lizozomlarin etkisiyle protein sentezleyen organellerin yikilmasi ve sitoplazmik RNA
tiretiminde artisla karakterizedir (52). Akson yaralanmasindan sonra perikaryonun yapi,
metabolizma ve fizyolojik aktivitesinde derin degisiklikler goriilmektedir. Fenotipik
degisiklikler ilk 6nce perikaryonun hipertrofisi, c¢ekirdegin perifere hareketi ve son
olarak bazofilik Nissl cisimciginin kromatolizise ugramasi ile karakterizedir (59). Sonug
olarak bakildiginda perikaryonda gerceklesen kromatolizis ve ribozom kiimelerinin

diizensizligi, Wallerian dejenerasyonunun ilk asamasina karsilik gelen anabolik bir
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reaksiyondur. Perikaryonda gergeklesen metabolik degisikliklere bakildiginda ise
sitoplazmik RNA sentezinin ve hiicresel protein iceriginin arttigi, nérotransmiterler ve
hiicre iskeleti proteinlerinin tretiminin azaldigi goriilmektedir (56). Aksonal tasima
proteinleri, RNA ve organeller gibi hiicresel igeriklerin aksondan perikaryona hiicre igi
hareketinde ve bunun tersinde ¢cok énemli bir rol oynamaktadir. Yaralanmadan 1 ila 2
glin sonra, ndronda transmitter ile iligkili proteinlerin tasinmasinda bir azalma
olmaktadir, ancak aksonal asir1 biiylimenin baslamasini takiben, taginan proteinlerin
miktarinda ve tasinma hizinda bir artig olabilmektedir (59). PSH sonrasi proksimal
segmentin verdigi cevap hayvan deneyleri ile arastirilmistir. Bu ¢alismalarda histolojik
ve elektrofizyolojik  incelemelerde sinir liflerinin  ¢apinda ve sayisinda,
demiyelinizasyonda ve sinir iletim hizinda azalma belirlenmistir (60). Bunlarin disinda,
Jun N-terminal kinaz (JNK, c-Jun) ve growth associated protein-43 (GAP-43) gibi
rejenerasyon i¢in gerekli olan transkripsiyon molekiillerinin ekspresyonunda azalma
olabilmektedir. Bazi1 durumlarda, noéron hiicreleri hasar durumunda apoptozise

ugrayabilmektedir (27).

2.3. Periferik Sinir Rejenerasyonu

Periferik sinir rejenerasyonunda enflamasyon onemli bir rol oynamaktadir.
Periferik sinirin yaralanmasini takiben, yaralanma bdlgesinin distalindeki aksonlar
dejenere olmaya baglamakta, yaralanma bdlgesinde ve sinir boyunca enflamatuvar
hiicreler birikmekte ve miyelin debrisinin kaldirilarak yeni aksonlarin yenilenmesi igin
bir yol agilmaktadir (61). Miyelin kalintilar1, miyelinle iliskili glikoprotein (MAG) ve
akson biiyiimesini engelleyen diger molekiilleri i¢erdiginden, kalintilarin temizlenmesi
sinirin yeniden innervasyonu i¢in gereklidir. Wallerian dejenerasyondan sonra Schwann
hiicrelerinin bazal laminalarindaki devamlilik sayesinde bu hiicreler kendilerini
uzunlamasina hizalayarak, rejenerasyon siirecindeki aksonlar icin destekleyici ve
biiyiimeyi tesvik eden bir mikro ¢evre saglayan Bungner bantlar1 adi verilen hiicre
stitunlarin1 olusturmaktadirlar. Bu sirada endonéral tlipler de kiiciilmekte, Schwann
hiicreleri ve makrofajlar bu endonoral bosluklar1 doldurmaktadir. Yenilenen aksonun ug
kisminda, 6zel hareketli bir kesif aygiti olan biiyiime konisi bulunmaktadir. Biiyiime
konisi, filopodia adi verilen ¢ok sayida parmak benzeri ¢ikintilarin uzanti yaptigi ve

mikro ortamlarin1 kesfettigi, lamellipodia adi1 verilen diizlestirilmis hiicresel matriks
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tabakalarindan olusan bir yapidan olugmaktadir. Filopodia elektrofiliktir ve bazal
laminanin katyonik bolgelerine baglanmaktadir. Filopodia i¢inde aksonal uzamanin
olugsmasi i¢in kasilma yetenegine sahip aktin proteinleri bulunmaktadir. Koni, hedef
organina giden yolu temizlemek i¢in yolundaki matriksi ¢ézen proteazlari serbest
birakmaktadir. Biiylime konisi dort faktor tarafindan uyarilmaktadir bunlar; ndrotrofik
faktorler, norit tesvik edici faktorler, matriks olusturan Onciiler, metabolik ve diger
faktorler. Norotrofik faktorler, denerve motor ve duyusal reseptdrlerde bulunan
makromolekiiler proteinlerdir. Ayrica rejenerasyon yolu boyunca Schwann hiicreleri
icinde bulunurlar. Bu faktoérler aksonun hayatta kalmasina, uzamasina ve
olgunlasmasina yardimci olur. Orijinal norotrofik faktor, sinir biiyliime faktoriidiir.
Trofik bir faktdr olmasinin (hayatta kalmay1 ve biiylimeyi tesvik eden) yani sira, sinir
biiyiime faktorii kemoatraktandir ve biiylime konisi morfolojisini etkilemektedir (62).
Biiylime stireci bazen, fonksiyonel iyilesme olmasa ve anormal biiylime
olustursa bile uzun bir siire devam etmektedir. Rejenerasyon sirasinda uygun
yonlendirmenin olmamasi, filizlenen aksonlarin karigik bir yol izlemesine neden olur ve
bu durum olgunlasmamis aksonlar ile fibr6z bag dokusu karisimindan olusan anormal
bir kitle olusumuna neden olmaktadir (56). Akson, hedeflerinin yeniden innervasyonunu
basarili bir sekilde olusturdugunda, Schwann hiicrelerinin miyelinasyonu yeniden
baslamaktadir. Schwann hiicrelerinin, biiylime konisi i¢inde akson rejenerasyonunu
arttirmak icin plazma zar1 yiizeyinde hiicre adezyon molekiilii olan laminini de eksprese
ettigi yapilan ¢alismalarda gdosterilmistir. Laminin, yaralanmadan sonra up-regiile
olmaktadir ve biiyiime konisi i¢indeki aktin hiicre iskeleti agina yapismay1 indiiklemek
icin integrin reseptorlerini baglayarak dogrudan Schwann hiicresi bazal laminasi ve

bununla iligkili akson {izerinde etki saglamaktadir (53).

2.4. Periferik Sinir Hasarinda Sitokinlerin Etkisi

Noroenflamasyon, proenflamatuvar sitokinler tarafindan diizenlenen bir siiregtir.
Bu siirecin noropatik agrinin ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigi, néronal hasari ve
rejenerasyonu diizenledigi  bildirilmistir (63). Sitokinler, bagisiklik sisteminin
aktivasyonu ve enflamatuvar tepkileri diizenleyen, heterojen yapidaki polipeptitlerdir.
Sitokinlerin ve onlarin kemokin gruplarinin sinir sisteminde, normal fizyolojik

kosullarin korunmasinda 6nemli rollere sahip oldugu ve sinir dokusu homeostazini
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yeniden saglamak icin c¢esitli stres faktorlerinin etkisiyle ekspresyonlarinin hizla up-
regiile olduguna dair caligmalar bulunmaktadir. Sitokinler birbirleri ile benzer
mekanizmalarla ¢alisabilmekte ve bircok hiicre grubu tarafindan iiretilebilmektedirler.
Ayrica bir sitokinin ekspresyonu diger bir sitokinin ekspresyon kaskadini
tetikleyebilmektedir (64). Periferik sinir sisteminin sitokinleri, periferik néronlar ve
onlarin glial hiicreleri (6rnegin, Schwann hiicreleri, duyusal gangliyonlarin Satellit
hiicreleri) ve ayrica yerlesik immiin sistem hiicreleri tarafindan iiretilmektedir (65).
Sitokinler, tipk1 enflamasyonun kendisi gibi, sinir rejenerasyonu ile ilgili olarak
iki ucu keskin bir kili¢ olusturmaktadir. Bu zit etkiler, PSH’de enflamatuvar
reaksiyonlarin derecesi ve zamanlamasi ile ilgili olarak goriilmektedir. Lokal
enflamasyonun akson rejenerasyonu iizerindeki faydali etkisi muhtemelen, sitokinlerin
gereken zamanda iiretilmesine ve kritik donemlerde sitokinleri optimal seviyelerde
tutmak icin ¢ok hassas olan kontroliine baghdir. PSH veya diger sinir hastaliklarindan
sonra kronik bir sekilde asir1 sitokin diretiminin ndropatik agriyr indiikledigi
bilinmektedir (66). Bununla birlikte, optimal sitokin seviyeleri ve bu sitokinlerin
PSH’ye faydali etkileri ile ilgili mekanizmalar hala gizemini korumaktadir (65). Cogu
sitokin, hasarli sinirin distal bolimiinde iki veya ii¢ dalga halinde up-regiile
edilmektedir. Wallerian dejenerasyonun erken fazi sirasinda aktive edilmis Schwann
hiicreleri tarafindan sitokinlerin ve kemokinlerin up-regiile edilmesi, agirlikli olarak
miyelin kilif yikimi ve makrofajlarin goreve cagirilmasiyla iliskilidir. Bu ilk dalgayi,
sitokin/kemokin ekspresyonunda enflamatuvar yanitin sonlandirilmasini igeren ikinci
bir faz takip etmektedir (67). Wallerian dejenerasyonda, Schwann hiicrelerinin
enflamatuvar reaksiyonu, ¢ogalma, hayatta kalma ve akson biiylimesinin desteklenmesi
ile ilgilidir. Diisiik pro-enflamatuvar sitokin seviyelerinin norotrofine bagimli akson
biiyiimesini uyarabildigi yapilan in vitro ¢alismalarda kanitlanmistir. Sitokin-noérotrofin
etkilesimi, enflamatuvar yanitin aksonal rejenerasyonu modiile ettigi mekanizmalardan
biri olarak goriilmektedir (68). Literatiirde Schwann hiicreleri tarafindan iiretilen
sitokinlerin ve kemokinlerin, aksonal biiylime iizerinde dogrudan veya dolayl etkileri
oldugu belirtilmektedir. Bu lokal etkiye ek olarak, sitokinler, kemokinler ve bunlarin
sinyal molekiilleri, néronal hiicre govdelerinde ve glial hiicrelerde PSH sonrasinda
onemli roller oynamaktadir. Ayrica noronal hayatta kalma ve akson rejenerasyonunu

etkilemektedirler (65).
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2.5. Periferik Sinir Hasarindan Sonra Zonisamide Tedavisi

Ilaglar iizerinde yapilan arastirmalarin siklikla giincellenmesi veya baska
hastaliklarin tedavisinde bu ilaglarin yeniden kullanilmasi, ilaglarin olasi etkilerini
kesfetmeye yonelik bir stratejidir ve geleneksel yaklagimlara kiyasla ilag gelistirme
maliyetini ve siiresini onemli dl¢lide azaltmaktadir.

ZNS, daha az toksik, daha etkili bir antikonviilzan arayisi iginde gelistirilmis
antiepileptik bir ilagtir. 1989'dan beri kullanilmaktadir. Basit ve karmasik kismi
nobetler, tonik klonik nobetler, miyoklonik epilepsiler, Lennox-Gastaut sendromu ve
infantil spazmlar i¢in etkili oldugu bilinmektedir (69). ZNS, bir siilfonamid tiirevidir
(1,2-benzisoksazol  3-metansiilfonamid). Benzodiazepin gama-aminobiitirik  asit
(GABA) A reseptoriine baglanma gibi antiepileptik etkisine katki saglayan bir dizi
farkli ozellige sahiptir. Ayrica voltaj kapili sodyum kanallar1 ve T tipi kalsiyum
kanallar1 tizerinde etkileri bulunmaktadir. ZNS’nin glutaminerjik iletim {izerine uyarici
etkileri, yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Ayrica dopamin dongiisiinii ve karbonik
anhidraz aktivitesini inhibe etmektedir. Ek olarak, baz1 deneysel modellerde, serbest
radikallerin yok edilmesinde rol oynadigi ve bu nedenle noroprotektif 6zelliklere sahip
oldugu gosterilmistir. ZNS, %100'e yakin bir biyoyararlanim ile agizdan hizla
emilmektedir. Kanda en yiiksek miktara ulagsma siiresi yaklasik 2-6 saattir. Ayrica
sitokrom P450 sistemi tarafindan metabolize edilmekte ve renal mekanizma tarafindan
elimine edilmektedir (70). Arastirmacilar elektrosok ile olusturulan epileptik hayvan
modelinde, ZNS’nin 10-70 ug/ml plazma konsantrasyonlarinda norotoksisite belirtileri
olmaksizin nobetleri onlemede etkili oldugunu tespit etmislerdir (71). Baska bir
calismada sicanlarda olusturulan epilepsi modelinde, ZNS’nin epileptik ndbetleri
karbamazepine benzer bir oranla azalttigi belirlenmistir (72). Buna benzer sekilde
kedilerde olusturulan epilepsi modelinde, yiiksek doz ZNS ile tedavi edilen hayvanlarda
nobetlerin ortadan kalktigi bildirilmistir (73). Kedilerde, 1sik kaynakli epilepsi
modelinde, ZNS’nin titreyen 1518a yanit olarak ndbet sikligin1 dnemli olgiide azalttigi
aragtirmacilar tarafindan belirlenmistir (74). Bir benzisoksazol tiirevi olan ZNS,
baslangicta bir anti-epileptik ilag olarak gelistirilmistir. Yapilan daha sonraki ¢aligmalar
ile Parkinson hastaligi i¢in de basariyla kullanilabilecegi gosterilmistir (75). ZNS’nin
anti-epileptik etkisini gosterdigi diigiiniilen birincil mekanizma, voltaj bagimli sodyum

ve T tipi kalsiyum kanallarinin inhibisyonu yolagidir. Son zamanlarda, ZNS’nin,
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monoamin oksidaz B'yi inhibe etme yetenegi sayesinde, diger anti-parkinson ilaglari ile
kombinasyon halinde kullanildiginda Parkinson hastalarinda semptomlar: iyilestirdigi
bildirilmistir. Ayn1 zamanda etki mekanizmalarinin herhangi birinin ya da tamaminin
periferik veya merkezi noropatik agrinin tedavisi ile 1ilgili olabilecegi de
diisiiniilmektedir. Hayvan ve insan calismalarinda, merkezi ve periferik noropatik agri
tizerinde ZNS kullanimu ile ilgili olumlu sonuglar elde edilmistir (76). Yapilan bir
calismada, ZNS ve levodopa birlikte uygulandiginda, enjeksiyondan sonraki 20 dakika
icinde kontralateral rotasyonel davranista (donen bir si¢canin dik konuma dénmek icin
sergiledigi davranig) Onemli bir artis kaydedilmistir (77). Yapilan ¢alismalarda,
ZNS’nin, hayvan modellerinde oksidatif stres ve dopaminerjik nérodejenerasyona karsi
noroprotektif potansiyele sahip oldugu gosterilmistir (78). Ayrica klinik ¢aligmalarda,
ZNS’nin nobet ve iskemiye karsi noroprotektif etki sagladigi belirlenmistir (79).
Arastirmacilar ZNS’nin, kiiltiire edilmis motor ndronlarda akson biiytimesini
destekledigini ve farelerde PSH’den sonra aksonal rejenerasyonu kolaylastirdigini
bulmuslardir (9). Bu bulgular, PSH’den sonra ZNS’nin noérotrofik ve ndroprotektif
ozelliklerinin  bulundugunu gostermektedir. ZNS'nin noroprotektif potansiyeli,
rotenonun Kortikostriatal beyin bolgelerine akut uygulanmasiyla indiiklenen bir in vitro
norotoksisite modelinde test edilmistir. Calisma sonucunda ZNS’nin voltaj bagimli Na*
ve T tipi Ca*? kanallarinin inhibisyonu, depolarizasyon kaynakli glutamat salmniminin
azalmasi, GABAerjik ve monoaminerjik iletimin artmast ile noéronal disfonksiyonu
azalttigr belirlenmistir (80). Bu durum ZNS’nin PSH igin potansiyel bir ilag olarak
kullanilabilecegini diisiindiirmektedir (81).

2.6. Periferik Sinir Hasarindan Sonra Diklofenak Sodyum Tedavisi

Diklofenak sodyum, analjezik, antienflamatuvar ve antipiretik 6zelliklere sahip,
yaygin olarak recete edilen NSAID tiirevi bir ilactir. Cesitli akut, kronik agr1 ve
enflamatuvar durumlarin tedavisinde etkili oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir.
Tim NSAID'lerde oldugu gibi, diklofenak sodyum, etkisini COX-1 ve COX-2’yi
baskilayarak prostaglandin sentezinin inhibisyonu yoluyla gostermektedir. Bununla
birlikte, kapsamli arastirmalar, diklofenak sodyumun farmakolojik aktivitesinin COX
inhibisyonunun Gtesine gegtigini ve bazi durumlarda yeni etki mekanizmalarini

icerdigini gostermektedir (82). Diklofenak sodyum, PGE2 iiretiminin en etkili
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inhibitorleri arasindadir ve COX aktivitesinin baskilanmasinda diger NSAID'lere
kiyasla molar bazda 3 ila 1000 kat daha giigli oldugu bildirilmistir (83).
Prostaglandinlerin enflamatuvar siireclerde, nosiseptorlerin duyarlilasmasinda ve agri
olusumunda anahtar rol oynadigi ve COX inhibitorlerinin analjezi saglamada etkili
oldugu uzun siiredir bilinmektedir. COX inhibitérleri, periferik enflamasyonu takiben
agrili uyaranlara kars1 davranissal veya elektrofizyolojik tepkileri azaltmakta ve bu etki
COX-2 izoenziminin inhibisyonundan kaynaklanmaktadir (84). Prostaglandinler,
16kotrienler ve bunlarin tiretiminden sorumlu olan enzimler, COX ve lipooksijenaz gibi
aragidonik asit tiirevleri, sinir dejenerasyonu ve rejenerasyonu olaylaria
katilmaktadirlar (85). COX inhibitorlerinin uygulanmasi, PSH’den sonra aksonal
rejenerasyonu olumsuz etkileyen sinyal mekanizmalarini engellemektedir ve aksonal
rejenerasyonun artmasina neden olmaktadir. COX inhibitdrleri, Schwann hiicrelerinin
ve makrofajlarin fagositik aktivitesini de olumlu yonde etkilemektedir. Yapilan
calismalarda, COX-2 inhibitorleri ile tedavi edilen sicanlarda PSH’den sonra
fonksiyonel iyilesmenin hizlandigi, bdylece COX-2'nin sinir rejenerasyonunda
dogrudan gorev yaptigr Dbelirlenmistir (85). Ek olarak COX inhibitérlerinin,
rejenerasyonu olumsuz etkileyen miyelin artiklarinin olusumunu engelledigi ve

noronlarda aksonal biiyiimeyi indiikledigi daha 6nceki ¢alismalarda bildirilmistir (86).

2.7. Periferik Sinir Hasarinda Krox-20’nin Rolii

Transkripsiyon faktoric Krox-20, miyelinizasyon igin gereklidir. Yapilan
calismalarda Krox-20’nin miyelinizasyon sirasinda Schwann hiicrelerinde giiglii bir
sekilde arttig1 ve Krox-20 geni susturulmug farelerde Schwann hiicrelerinin ¢ogaldig:
ancak miyelin farklilasmas: baslamasina ragmen, miyelin kiliflarinin olusmadig
goriilmiistiir (87, 88). Egr2 olarak da bilinen Krox-20'min daha 6nce Schwann hiicresi
gelisiminde 6nemli bir rol oynadig1 yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Krox-20 geni
susturulmus farelerde, Schwann hiicre gelisimi belirgin sekilde aksamaktadir. Yapilan
baska bir ¢alismada Krox-20 geni bulunmayan Schwann hiicrelerinin, aksonlarla bire
bir iligki olusturdugu ve erken miyelin belirteci olan miyelinle iliskili glikoproteini
(MAG) eksprese ettigi belirlenmistir. Ayrica Krox-20 geni susturulmus Schwann
hiicrelerinin aksonlar etrafinda spiral olusturamadigi, miyelin proteinleri olan PO ve

miyelin bazik proteininin ekspresyon artisini saglayamadigi arastirmacilar tarafindan
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bildirilmistir (89). Yapilan baska bir ¢alismada Krox-20 ekspresyonunun DNA sentezini
inhibe ettigi belirlenmistir. Benzer sekilde, Krox-20’nin TGF sinyallerini etkisiz hale
getirdigi gosterilmistir. Ayrica bu sinyalin engellenmesinin ise hiicreleri, biiyiime
faktorii yoksunlugu tarafindan tetiklenen 6liimden korudugu tespit edilmistir. Schwann
hiicre kiiltiirlerinde Krox-20 ekspresyonunun, normal sartlar altinda JNK-c-Jun yolagini
down-regiile ettigi ve bunu NRG-1(Neurogulin-1) ve TGF (Transforming Growth
Factor) tarafindan JNK-c-Jun aktivasyonunu baskilayarak yaptigi, ancak aksonla
temasmin kesilmesiyle Krox-20 ekspresyonunun azaldigi arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir (90). Yapilan molekiiler ve immiinohistokimyasal aragtirmalarla, Krox-
20’nin, miyelinizasyon ve demiyelinizasyon programlama siireglerini kontrol eden

anahtar bir molekil oldugu sonucuna varilmistir (91).

2.8. Periferik Sinir Hasarinda p75NTR’nin Rolii

p75 ilk olarak norotrofin reseptorii olarak tespit edilmis, daha sonra yapilan
caligmalarda reseptor tirozin kinazin Trk ailesinin de norotrofinlere baglandigi
bulunmustur (92). p75NTR, tiimor nekroz faktorii reseptor siiper ailesinin (TNFRSF)
kurucu tyesidir. TNFRSF, hiicre dis1 alandaki sisteinden zengin alanlarin sayisi
acisindan ve hiicre i¢i bolgede oliim alan1 (DD) adi verilen 6zel bir alanin bulunup
bulunmamasi1 bakimindan farklilik gostermektedir. p7SNTR, hiicre dis1 bolgede dort
sistein agisindan zengin alana, hiicre i¢i bdlgede ise bir 6liim alanma (DD) sahiptir.
p75SNTR, TNFRSF ailesinin ilk {iyesi olmasina ragmen digerlerinden farkli yapidadir.
TNFRSF proteinleri trimerik TNFSF ligandlar tarafindan aktive edilirken, p75NTR,
yapisal olarak TNFSF proteinleri ile ilgisi olmayan dimerik norotrofinler tarafindan
aktive edilmektedir. Ek olarak, p75NTR, NF-«B ve hiicre 6liimii yollarini aktive etmek
icin TNF reseptort ile iligkili faktorlerle etkilesime girse de DD i¢ceren FADD, TRADD
veya MyD88 gibi proteinlerle etkilesime girmemektedir (92). DD'si olmayan
reseptorler, hayatta kalma reseptorleri olarak adlandirilmaktadir ve TNFR2, CDA40,
CD30, OX40, LTBR, RANK ve TACI'yi igerir. DD igeren reseptdrlere 6liim reseptorleri
denilmektedir ve TNFRI1, Fas ve p75NTR'yi i¢ermektedir. TNFR siiper ailesinin
reseptorleri, enzimatik bir aktivite gostermemektedir (93). Bunun yerine aktivasyon,
sinyal proteinlerinin hiicre i¢i bolgelere alinmasiyla ger¢eklesmektedir. TRADD veya

FADD gibi bir DD'ye sahip bagdastirici proteinler, 6liim reseptorii sinyallesmesinde rol
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oynamaktadirlar. Bu adaptor proteinlerin TNFR'lere baglanmasi, NF-kB veya AP-1
transkripsiyon faktorleri tarafindan indiiklenen farkli yollarin aktivasyonunun yani sira
apopitoz veya nekropitoz gibi hiicre O6liim siireglerinin baslatilmasi anlamimna da
gelmektedir (92).

Trk ailesi ve p75, benzer bir affinite ile norotrofinlere baglanmaktadir. Ancak
p75 varliginda Trk ailesi, norotrofinler igin afinitelerini 100 kat arttirmaktadir. Bu
durumdan dolay1 Trk ailesi yiiksek affiniteli norotrofin reseptorii olarak bilinirken, p75
ise diisiik affiniteli norotrofin reseptorii olarak bilinmektedir. Bununla birlikte, p75 ve
Trk, farkli bir baglanma mekanizmasiyla benzer bir affinite ile nérotrofinlere bagimsiz
olarak baglandigindan bu durum gercegi yansitmamaktadir (94). Yapilan ¢alismalarda
norotrofinlerin tiimiiniin p75NTR reseptoriine baglanabildigi ancak diger Trk tirozin
kinaz reseptorlerinin hangi ndrotrofini baglayacaklar1 konusunda daha segici oldugu
bildirilmistir. Bu caligmalar sonucunda NGF’nin TrkA’ya baglandigi, BDNF ve
NT4/5’in TrkB’ye, NT3’iin de TrkC’ye baglandigi gosterilmistir (95). p75NTR’in
sekans analizine bakildiginda, sistein agisindan ¢ok zengin bir hiicre dis1 bolgeye ve
katalitik aktiviteye sahip olmayan tip 1 zar proteini igeren hiicre i¢i bir bolgeye sahip
oldugu rapor edilmistir. p7SNTR'nin ekstraseliiler bolgesindeki sisteinler spesifik olarak
diizenlenmistir (96). p75NTR aracili sinyallesme, hiicre yapisi ve hiicre olimii
sortilin/pro-NGF, aksonal biiylime inhibisyonunda Nogo/Lingo-1/NgR, hayatta kalma
ve farklilasmada TrkA/NGF gibi farkli koreseptorler ve ligandlarla olusan kompleksler
tarafindan yonetilmektedir (92).

Norotrofin reseptorii p75SNTR'nin, Trk reseptdrleri igin bir yardimci olmaktan
cok daha fazla islevi oldugu bilinmektedir. p7SNTR, RhoA GTPaz aktivitesinin
modiilasyonu yoluyla akson biiyiimesinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (97).
RhoA, aktin polimerizasyon durumunu diizenleyen kiiclik bir GTPaz'dir. Aktif GTP'ye
bagl formunda RhoA, aktin hiicre iskeletini sertlestirmektedir. RhoA boylece aksonal
uzamay1 engellemekte ve biiylime konisinin yapisinin bozulmasina neden olmaktadir.
p75NTR'ye baglanan ndrotrofin, RhoA ve miyelinle iliskili proteinler Nogo-66, MAG
ve OMgp'yi inhibe etmektedir. Nogo reseptori/p7SNTR'ye bagli bir mekanizma ile
RhoA aktive edilmekte ve norit biiyiimesini inhibe edilmektedir (98).
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Beyin kaynakli norotrofik faktoériin (BDNF) miyelin olusumunu arttirmak igin
p75NTR yoluyla etki ettigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Biyolojik fonksiyonlari
cogunlukla noronal hiicrelerde hayatta kalma, farklilasma, ve hiicre oliimii olan
norotrofin ailesi, sinir biiyiime faktorii (NGF), beyin kokenli biiyiime faktorii (BDNF),
norotrofin-3 (NT3) ve norotrofin 4/5 (NT4/5) gibi biiylime faktorlerini icermektedir
(99).

2.9. Periferik Sinir Hasarinda iNOS

Gegmis yillarda kararsiz durumda bulunan zararli bir gaz olarak goriilen NO’nun
giinlimiizde essiz bir biyolojik haberci ve gaz tasiyict oldugu bildirilmistir (100).
NO'nun ilk olarak makrofajlar tarafindan olusturuldugu, tiimér hiicrelerini ve mantarlari
oldiirme yetenegine sahip endotel kaynakli bir gevsetici faktdr oldugu kesfedilmistir
(101). NO, L-arginin molekiillerini substrat olarak kullanan NO sentaz (NOS) iiyeleri
tarafindan sentezlenmektedir (102). NOS’un genetik olarak farkli ve NO iiretimi igin
gerekli olan ii¢ izoformu bulunmaktadir. Bunlar; iNOS, eNOS, nNOS olarak
bilinmektedir. Yapilan c¢alismalarda beyinde NOS, gama aminobiitirik asit
interndronlarinda, aminerjik ve peptiderjik néronlarda ve uyarict amino asit glutamat
vericisi kullanan noronlarda tespit edilmistir (100). NNOS ve eNOS’tan gelen NO diisiik
konsantrasyonda tretilir ve sinyal iletimi i¢in haberci gorevi gérmektedir. INOS’tan
saliman NO yiiksek konsantrasyondadir ve immiinolojik destek saglamaktadir. Normal
fizyolojik kosullar altinda, NO konsantrasyonu diisiik degerlerdedir (100). Yapilan
arastirmalarda beyinde, iskemi veya diger yaralanmalar sonucunda, glutamat tarafindan
tetiklenen ve modiile edilen nNOS yoluyla NO iiretiminin arttig1 rapor edilmistir (103).
Enflamasyon gibi durumlarda, iNOS tarafindan {iretilen NO seviyesi yiiksek olmasina
ragmen bu durum gecicidir (104). nNOS ve eNOS kalsiyum bagimli bir sekilde
diizenlenirken, = iINOS’un  diizenlenmesi  gen  transkripsiyonu  araciligiyla
gerceklesmektedir. nNOS; PSS, MSS, iskelet kas1 ve akciger epitelinde bulunurken
iINOS, oncelikle makrofajlarda, glial hiicrelerde ve hepatositlerde eksprese olmaktadir.
eNOS ise endotel hiicrelerinde, diiz kas hiicrelerinde ve hipokampiiste bulunmaktadir
(100, 105, 106).

PSH’de iNOS ve nNOS ’un her ikisinin de énemli oldugu ve bunlar tarafindan
saliman NO'nun basarili Wallerian dejenerasyonu ve periferik sinir rejenerasyonuna

katildig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir.
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2.10. Periferik Sinir Hasarinda COX-2

Enflamatuvar yanit, PSH’den sonra meydana gelen dejenerasyon ve
rejenerasyon siireglerinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Enflamatuvar hiicreler, bol
miktarda COX-2'ye bagimli PGE2 (COX-2 / PGE2) iiretir ve bu durum cgesitli
bozukluklarda artar. PGE2 sentezinde diizenleyici enzimlerin iki formu COX-1 ve
COX-2'dir. COX-2, hasar goérmiis sinirlerde yaralanma bolgesi ¢evresinde giiglii bir
sekilde artmaktadir. Bir sinir hasar gordiigiinde, makrofajlarda ve Schwann hiicrelerinde
hem COX-1, hem de COX-2 ekspresyonu onemli Ol¢iide artmaktadir. Makrofajlar,
aksonal kalintilarin temizlenmesi ve sitokinlerin, biiylime faktorlerinin ve nitrik oksit
(NO)’in yaralanan sinirde pro veya anti-enflamatuvar aracilar olarak {iretilmesi ve
salinmasi gibi 6nemli roller oynamaktadirlar (107).

Siklooksijenaz (COX) enzimi, iki katalitik adimla arasidonik asidi
prostaglandinlere doniistiirmektedir. Bu adimlarin ilki, arasidonik aside oksijen
ekleyerek kararsiz prostaglandin G2'nin (PGG2) olusmasidir. ikinci adimda, PGG2'yi
prostaglandin H2'ye (PGH2) indirger, daha sonra spesifik sentazlar yoluyla
prostaglandin E2 (PGEZ2), prostaglandin D2, prostasiklin veya tromboksan A2 gibi
cesitli prostanoidlere dontstiirtir (108). COX'un iki izoformu bulunmaktadir. Bunlar
COX-1 ve COX-2’dir. COX-1, trombosit agregasyonu ve midede koruyucu mukus
tiretimi gibi cesitli fizyolojik fonksiyonlara aracilik etmektedir ve ¢ogu hiicrede
eksprese edilmektedir (109). COX-1’in aksine, COX-2 daha az ve esas olarak mide,
bobrek, sinir sistemi ve disi iireme sisteminde tretilmektedir (110). Bununla birlikte,
COX-2 ekspresyonu, biiyiime faktorleri, sitokinler, karsinojenler, onkogenler ve kronik
enflamasyon gibi farkli uyaranlar tarafindan diger hiicre tiplerinde de
indiiklenebilmektedir (111).

Yapilan ¢alismalarda NSAID'lerin yan etkilerinin  ¢ogunlukla (6rn.,
gastrointestinal iilserasyon, kanama ve trombosit fonksiyon bozukluklar) COX-1
aktivitesinin  baskilanmasindan  kaynaklandigi, COX-2'den tiiretilen PG'lerin
inhibisyonunun ise enflamatuvar, analjezik ve antipiretik etkiler gosterdigi
belirlenmistir (112). Ornegin, insan endotel hiicre kiiltiirlerinde yapilan ¢alismalar,
ylksek glukoza yanit olarak COX-2 aktivasyonunun artmis tromboksan A2 iiretimi ile
iligkili oldugunu gostermektedir (113). Ayrica COX-2'den tiiretilen prostaglandin E2

(PGE2) ekspresyonunun osteoartrit, romatoid artrit, mide ve kolon tiimdrigenezi
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modellerinde arttigin1 ve secici COX-2 inhibitorlerinin COX-2'den tiiretilen PGE2
tretimini azalttigini  gostermektedir (114). Yapilan baska bir c¢alismada PGE2'yi
destekleyen COX-2'ye bagli bir PG dengesizliginin, Alzheimer hastaligi modelinde
PGE2 reseptor sinyali yoluyla oksidatif stresi ve ardindan noronal hasar1 destekledigi
belirtilmistir (115). Periferik dokularin ¢ogunun aksine, COX-2 normal kosullar altinda
merkezi sinir sisteminde eksprese edilmektedir. COX-2 sinaptik aktivite, hafiza
konsolidasyonu ve fonksiyonel hiperemi gibi temel beyin fonksiyonlarina katkida
bulunmaktadir. Bununla birlikte, COX-2 ekspresyonu, sinaptik aktiviteye bagh
oldugundan noébetler, iskemi ve periferik enflamasyona yanit olarak hizla artmaktadir.
Periferik sinir sisteminin ¢ogunlukla, normal kosullar altinda COX-2 ekspresyonu
saptanamaz, ancak mekanik yaralanma, karpal tiinel sendromu, kronik enflamatuvar
demiyelinizan poliradikiilonéropati, vaskiiler noéropati, Guillain-Barre sendromuna
benzer ¢esitli hastalik durumlarinda bu ekspresyon artmaktadir (114).

PSH ile ilgili hayvan ve insan ¢alismalarindan elde edilen bulgular COX-2
metabolitlerinin Wallerian dejenerasyon, sinir rejenerasyonu ve kalic1 agri ile iligkili
stireglerde rol oynadigini gostermektedir (114).

Sunulan bu c¢alismada periferik sinirde ezilme tipi yaralanma olusturulduktan
sonra, zonisamide ve diklofenak sodyum tedavisinin ayr1 ayri ve kombine olarak
uygulanmasinin sinir tyilesmesi lizerine etkilerinin ultrastriiktiirel,
immiinohistokimyasal, histomorfometrik ve molekiiler yontemler ile arastirilmasi
amaclanmustir. Literatiirde, giinlimiize kadar, periferik sinir yaralanmasi iizerine bu iki
tedavi edici ajanin kombine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
amagla, ratlarin siyatik sinirlerinde ezilme tipi sinir hasari olusturulmus, zonisamide ve
diklofenak sodyum kullanilarak tedavi edilen ratlarin sinir dokularinda,
immiinohistokimyasal ydntemle enflamasyon belirtecleri olan indiiklenmis Nitrik Oksit
Sentaz (iNOS) ve Siklooksijenaz-2 (Cox-2) molekiillerinin ekspresyonlar1 ile aksonal
rejenerasyon ve miyelinizasyon belirtegleri olan P75 ndrotropin reseptorii (p75NTR) ve
Krox20 ekspresyonlari gen diizeyinde arastirilmig, miyelinli akson sayilar

histomorfometrik yontemlerle degerlendirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarinin Elde Edilmesi ve Gruplara Ayrilmasi

Deneysel olarak olusturulan periferik sinir hasari sonrasinda zonisamide ve
diklofenak sodyumun tek baslarina ve kombine tedavilerinin, enflamasyon belirtegleri
olan INOS ve COX-2 molekiil seviyelerine; ayrica aksonal rejenerasyon ve
miyelinizasyon belirtegleri olan p75NTR ile Krox-20 ekspresyon seviyelerine olan
etkilerinin incelenmesi amaciyla Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezinden (SABIDAM) 250-300 gr agirliginda 84 erkek
Wistar cinsi si¢can temin edildi.

Bu denekler randomize bir sekilde 6 gruba ayrildi. Bu gruplar herhangi bir
cerrahi islem yapilmayan ve saglam birakilan kontrol grubu (n=6), herhangi bir hasar
verilmeden yalnizca siyatik sinir bolgesinin operasyon ile agilip geri kapatildigi sham
operasyon grubu (n=6), deneklerin siyatik sinirlerinde ezilme tipi hasar olusturulduktan
sonra higbir tedavi uygulanmayan deney kontrol grubu (n=18), deneklerin siyatik
sinirlerinde ezilme tipi hasar olusturulduktan sonra 7 giin boyunca giinde 1 kere
intraperitonal yol ile 2 mg/kg dozunda diklofenak sodyum verilen diklofenak sodyum
tedavi grubu (n=18), deneklerin siyatik sinirlerinde ezilme tipi hasar olusturulduktan
sonra 7 giin boyunca giinde 1 kere oral gavaj ile 100 mg/kg dozunda zonisamide
verilen zonisamide tedavi grubu (n=18), hayvanlarin siyatik sinirlerinde ezilme tipi
yaralanma olusturulduktan sonra 7 giin boyunca giinde 1 kere intraperitonal yol ile
2mg/kg dozunda diklofenak sodyum ve oral gavaj ile 100 mg/kg dozunda zonisamide
verilen kombine tedavi grubu olmak iizere 6 gruba ayrildi. Tedavinin zamana bagh
etkilerini gostermek tiizere tiim gruplar kendi igerisinde 7. giin, 14. giin ve 21. giin
olmak tiizere 3 alt gruba ayrildi. Bu alt gruplardaki denekler belirtilen giinlerde sakrifiye
edilerek siyatik sinir dokular1 elde edildi (9, 116, 117).

3.2. Operasyon

Tiim cerrahi prosediirler, intraperitoneal olarak 80 mg/kg ketamin hidroklorid ve
10 mg/kg ksilazinin intramiiskiiler enjeksiyonu ile anestezi altina alinan deneklerde
gerceklestirildi. Siganlarda sag uylugun orta kismi eksize edilerek siyatik sinirin ortaya

¢ikmasi saglandi. Kapanma giicii 50 g olan cerrahi forseps (Aesculap, Almanya) ile 30
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saniye boyunca ezilerek periferik sinir hasari olusturuldu. Sonrasinda hasar bolgesinde

kesilen kas ve deri yapilari ipek iplik ile siitur atilarak kapatildi.

3.3. Tedavinin Uygulanmasi

Deney kontrol grubundaki deneklere yalnizca serum fizyolojik verildi. Bunun
disinda higbir tedavi uygulanmadi. Diklofenak sodyum tedavi grubuna hasar olusturulan
giin dahil olmak iizere 7 giin boyunca giinde 1 kere olmak lizere 2 mg/kg dozunda
diklofenak sodyum verildi. Zonisamide tedavi grubuna hasar olusturulan giin dahil
olmak tizere 7 giin boyunca oral gavaj ile 100 mg/kg zonisamide verildi. Kombine
tedavi grubuna hasar olusturulan giin dahil olmak iizere 7 giin boyunca intraperitonal
olarak 2 mg/kg diklofenak sodyum ve oral gavaj ile 100 mg/kg dozunda zonisamide

verildi.

3.4. Biyopsilerin Alinmasi

Tiim gruplardan doku ornekleri deney baslatilmasini takiben 7., 14. ve 21.
giinlerde elde edildi. Periferik sinir hasarini takiben hasar ve tedavi gruplarinda bulunan
deneklerden 6 tanesi 7. giinde, 6 tanesi 14. giinde, 6 tanesi 21. giinde anestezi altinda
siyatik sinir dokular1 elde edildi. Kontrol ve sham gruplarinda belirtilen giinlerde 2’ser
denekten anestezi altinda siyatik sinir dokular1 elde edildi. Elde edilen siyatik sinir
dokular1, 151k, elektron mikroskobik, immiinohistokimyasal ve real time PCR

incelemeleri i¢in uygun yontemler ile hazirlandi.

3.5. Isik Mikroskopi Yontemleri

Deneklerden elde edilen siyatik sinir doku ornekleri %4’liik paraformaldehit
icerisine almarak oda 1sisinda 48-72 saat fikse edildi. Sonrasinda paraformaldehitin
uzaklastirilmasi i¢in dokular su ile yikandi ve ototeknikon cihazi (Leica TP 1020) ile
rutin otomatik doku takip yontemi uygulandi. Ototeknikon cihazinda doku 6rneklerine

uygulanan rutin prosediir ise sirasiyla;
» QOda sicakliginda paraformaldehit igerisinde 30 dk

» Oda sicakliginda %70’lik etil alkol icerisinde 1 saat
» Oda sicakliginda %80’1ik etil alkol icerisinde 1 saat

25



Oda sicakliginda %90°1ik etil alkol igerisinde 1,5 saat
Oda sicakliginda saf alkol igerisinde 1 saat

Oda sicakliginda saf alkol igerisinde 1 saat

Oda sicakliginda saf alkol igerisinde 1,5 saat

Oda sicakliginda saf alkol+ ksilol karigiminda 1 saat
Oda sicakliginda ksilol igerisinde 1 saat

Oda sicakliginda ksilol igerisinde 1,5 saat

60°C’de parafin igerisinde 1 saat

YV V.V V V V V VYV V

60°C’de parafin igerisinde 1,5 saat bekletme seklindedir.

Sonrasinda bloklama islemi gerceklestirildi. Bloklama isleminden sonra 5 pum
kalinliginda parafin kesitler lam {izerine alindi. Alinan kesitler immiinohistokimyasal
analiz i¢in uygun yontemlerle hazirlandi.

Elektron mikroskobi incelenmesi i¢in hazirlanan bloklardan ultracut s
ultramikrotomu ile 1 pm kalinliginda yar1 ince kesitler alindi. Elde edilen yar1 ince
kesitler toluidin mavisi ile boyandiktan sonra Olympus BX50 1sik mikroskobu
(Japonya) altinda incelendi ve rastgele segilen 5 bolge fotograflandi. Miyelinli liflerin
sayis1, mikroskoba bagli olan Bioquant Omega II yazilim analiz programi kullanilarak

sayildi (118).

3.6. Immiinohistokimya Yontemleri

Indiiklenmis nitrik oksit sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz-2 (Cox-2)
molekiillerinin ekspresyonlarinin tespit edilmesi amaci ile elde edilen parafin kesitler
polilizin kapli lamlar iizerine alindi. Hazirlanan kesitler isaretleme iglemi Oncesinde
kurutularak buzdolabinda +4 °C’de 15 dakika siireyle bekletildi. Buzdolabindan
cikarilan kesitler tekrar kurutuldu ardindan 60 °C’de etiivde ksilol icerisinde 15 dakika
deparafinize edildi. Deparafinize edildikten sonra oda sicakliginda ksilol serilerinden
gecirildi. Daha sonra derecesi azalan alkol serileri igerisinde hidrasyon islemi
gerceklestirildi. Ardindan Kesitler distile su igerisine alindi. Daha sonra 6rnekler sitrat
soliisyonu igerisine alinarak 95 °C’lik su banyosunda, 30 dakika siireyle bekletilerek
antijenlerin agiga ¢ikarilmasi saglandi. Sogutma islemi i¢in 45 dk oda 1sisinda bekletilen

kesitler distile su igerisinde bekletildi ve ardindan %3’liikk hidrojen peroksit (H,02)
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igerisine alindi. 10 dk H,O; i¢inde bekletilen kesitler saf su ve fosfat tamponundan
(PBS, pH: 7,2-7,4) gegirildi. Ardindan kesitlerin etrafi silindi ve kurulandi. Kesitlerin
tizerine nonspesifik baglanmay1 6nlemesi i¢in blocking serum damlatildi ve 15 dakika
oda 1s1sinda nemli ortamda bekletildi. Daha sonra kesitler saf su ve fosfat tamponuyla
yikandi. Sonraki islem olarak ornekler iizerindeki soliisyonlar temizlendi ve kesitlerin
etrafi kurulandi. Daha sonra 1/200 oraninda diliie edilen, anti-COX-2 (COX-2; mouse
monoclonal antibody, STJ97061, St John’s Laboratory, United Kingdom), 1/100
oraninda sulandirilan anti-INOS (INOS; rabbit polyclonal antibody, STJ110939, St
John’s Laboratory, United Kingdom) primer antikorlar1 kesitler iizerine damlatildi. Tiim
ornekler +4 °C’de nemli ortamda bir gece bekletildi. Negatif kontrol olarak kullanilan
kesitlere yalnizca tampon soliisyonu damlatildi. Bir gece bekletildikten sonra kesitler
distile su ve fosfat tampon soliisyonundan gecirildi. Ardindan {izerlerine biotin
(ab93705, Abcam, USA.) damlatilip 15 dakika siire ile oda 1sisinda bekletildi. Daha
sonra distile su ve fosfat tampon soliisyonundan tekrar gegirildi. Orneklerin gevresi
kurulanip temizlendi ve iizerlerine avidin (ab93705, Abcam, USA.) damlatilip 20
dakika siireyle oda sicakliginda tutuldu. Ardindan tekrar distile su ve fosfat tampon
sollisyonundan geg¢irildi. Bir sonraki adimda kesitler lizerine, aminoetilkarbozol (AEC)
soliisyonu damlatilarak 10 dakika bekletildi. Ardindan ¢esme suyu altinda yikandi.
Daha sonra kontrast boyama i¢cin hematoksilen ile boyandi. Boyama isleminden sonra
¢esme suyu altinda tekrardan yikanan Ornekler kurumaya birakildi. Kesitlerin
kurumasindan sonra su bazli kapama maddesi kullanilarak lamel ile kapatildi.
Hazirlanan kesitler Olympus BX53 151k mikroskobu (Japan) ile incelenerek, fotograflar
cekildi.

3.6.1. Immiinohistokimyasal Skorlama Yéntemi

INOS ve COX-2 ekspresyon derecelerini belirlemek tizere immiinohistokimyasal
skorlama metodu kullanildi. Her gruptan alinan kesitler immiinohistokimyasal olarak
boyandi. Ardindan immiin boyamanin yogunlugu minimal ekspresyon (+), hafif
ekspresyon (++), orta ekspresyon (+++), siddetli ekspresyon (+++) olmak iizere degisen
bir 6l¢ek kullanilarak puanlandi (118).
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3.7. Elektron Mikroskopi Yontemleri

Elektron mikroskobik inceleme igin elde edilen periferik sinir doku ornekleri,
fosfat tamponu igerisinde hazirlanan %35’lik gluteraldehit soliisyonu igerisinde 1 saat
bekletildi. Daha sonra birka¢ damla gluteraldehit damlatilan dig¢i mumuyla kapl petri
kabr {izerinde jilet yardimiyla 1 mm?*’liikk pargalara ayrildi. Pargalama isleminden sonra
3 saat daha gluteraldehit soliisyonu icerisinde tespiti gergeklestirildi. Toplamda 4 saat
gluteraldehit soliisyonunda tespit edilen dokular fosfat tamponunda iki defa olmak iizere
10’ar dakika bekletildi. Daha sonra fosfat tamponu ile hazirlanmis olan %1°lik osmium
tetraoksit (OsO4) soliisyonu igerisinde ikinci bir tespit islemi gergeklestirildi. Toplamda
iki saat osmium tetraoksitle tespit isleminden sonra fosfat tamponunda iki defa 10’ar
dakika bekletildi. Daha sonra dokular 15’er dakika +4°C’de sirasiyla %50°’lik, %70’lik,
%86’11k, %96’lik, %100’lik ve tekrar %100’lik olmak Uzere artan derecede etil alkol
serilerinden gecirilerek dehidratasyon islemi gerceklestirildi. Ornekler +4°C’de
gerceklestirilen bu islemlerden sonra %100’lik etil alkol igerisinde 15 dakika oda
sicakliginda tutuldu. Daha sonra propilen oksit icerisinde 2 kere 15’er dakika oda
sicakliginda bekletildi.

Dehidratasyon ve seffaflandirma iglemleri tamamlanan doku pargalari 1 hacim
propilen oksit ve 1 hacim rezinden olusturulan karisim igerisinde 2 defa olmak iizere
30’ar dakika siire ile bekletildi. Daha sonra 6rnekler taze hazirlanmis rezin igerisinde 1
gece boyunca rotatorda bekletilerek karistirildi. Bu islem ile rezinin doku 6rnekleri
icerisine tamamen niifuz etmesi saglandi. Taze rezin hazirlanmasinda; 20 ml Araldit
(CY 212), 20 ml sertlestirici (HY 964), 0,6 ml hizlandirict (DY 064) ve 1 ml
plastiklestirici (dibiitil fitalat) kullanildi. Bir gece rotatorda bekleyen 6rnekler gomme
materyali olan taze hazirlanmis rezin kullanilarak beem kapsiiller igerisine gomiildii.
Gomme islemi gergeklestirildikten sonra dokular 60 °C etiiv igerisinde 48 saat
polimerize edildi. Bu siire sonunda etiivden ¢ikarilan bloklar sogumasi i¢in bekletildi.
Hazirlanan bloklardan ultracut s ultramikrotomu ile 1 pm kalinliginda yar1 ince kesitler
alindi. Daha sonra toluidin mavisi ile boyanan 6rneklerden ve doku bloklarindan uygun
alan secimleri yapildi. Tespit edilen alanlardan ultramikrotom ile 50 nm kalinliginda
ince kesitler elde edildi. Boyanan kesitler JEOL-JEM 1400 Transmisyon Elektron

Mikroskobu (Japan) ile incelenip mikrograflar elde edildi.
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3.8. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Molekiiler biyolojik degerlendirmeler i¢in gruplardan elde edilen periferik sinir
dokular1 kriyo tiipler igerisinde sivi azota alind1 ve -80 °C’de RNA izolasyonu yapilana
kadar bekletildi. Periferik sinir doku pargalarina Buffer RLT (74104 Qiagen, Almanya)
eklenerek homojenizatérde parcalandi. Elde edilen lizat 3 dakika 12000 x g’de santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant alinarak iizerine ayni hacimde %70’lik etanol
eklendi. Elde edilen 6rnekten 700 ul RNeasy Mini Spin kolonlara eklendi, 8000 x g’de
15 saniye santrifiij edildi. Ardindan Ornekler 6nce 700 pul RW1 (74104 Qiagen,
Almanya) soliisyonu ile yikandi. Daha sonra 500 pul RPE (74104 Qiagen, Almanya)
soliisyonu ile 2 defa yikandi. Son olarak RNeasy Mini Spin kolonlara 30 ul RNase
icermeyen su eklenerek 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edildi. Elde edilen RNA’larin
konsantrasyonlar1 ve saflik derecesi (A280/ A260 orani) spektrofotometre ile Slgiildii.
RNA konsantrasyonlar1 RNase icermeyen su ile ayni diizeye getirildi. Elde edilen total
RNA QuantiTect Reverse Transcription Kit (205310, Qiagen, Almanya) kullanilarak
cDNA (complenmentary DNA)’ya cevrildi. Reverse transkripsiyon miksi hazirlandiktan
sonra 15 dakika 42 °C’de ardindan 3 dakika 95 °C’de inkiibe edildi. Elde edilen
cDNA’lar qRT-PCR yapilana kadar -20 °C’de saklandi.

3.9. Kantitatif Reverse Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-
PCR)

Gen ekspresyon diizeyleri qRT-PCR yoOntemi ile Applied Biosystems 7300
(ThermoFisher, Amerika) cihazi kullanilarak kuantifiye edildi. Krox-20 ve p75NTR gen
ekspresyon diizeyleri aragtirildi. Gen ekspresyonunun normalizasyonu i¢in GAPDH ev

(house keeping) geni kullanild:.

3.10. istatistiksel Analiz

Calisma verilerinin degerlendirilmesinde GraphPad Prism 5 (GraphPad Software
Inc., USA) programi kullanildi. Elde edilen verilerin normal dagilima sahip olup
olmadiklart “D’Agostino & Pearson omnibus normality test” ile degerlendirildi. Alinan
sonuca gore gen ekspresyon analizinde GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc.
USA) programi kullanilarak tek yonlii varyant analizinin (One-way analysis of variance,

31 ANOVA) Dunnett’s ¢oklu karsilastirma testi (Dunnett’s Multiple Comparison Test)
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yapildi. Gen ekspresyon miktarlarinin analizi fold regulation (2 ") yéntemine gore
hesaplandi. Boylelikle ilgili genlerin ekspresyon miktarlarinin kag kat arttigi/azaldig:
belirlendi. Gen ekspresyonunda istatistiki degerlendirme deney, tedavi ve kontrol
gruplarinin 2 ¢ degerlerinin Student t-test ile kiyaslanmast ile yapildi. 0,05°ten kiigiik
p degerleri anlaml1 kabul edildi.

30



4. BULGULAR

4.1. Isitk Mikroskobik Bulgular

4.1.1. Kontrol Grubu

Siyatik sinir hasar1 olusturulmayan ve herhangi bir islem yapilmadan tamamen
saglam birakilan kontrol grubuna ait hayvanlarin sinir doku 6rneklerinin toluidin mavisi
boyamasi sonrasinda 11k mikroskobik olarak incelenmesinde, siyatik sinirin distan bag
dokusu yapisindaki ve kan damarlarindan zengin epindryum ile sarili oldugu goriildii.
Sinir fasikiilleri etrafinda ise daha ince bir bag dokusu yapisinda olan perinéryum
izlendi. Perinéryumdan sinir liflerinin etrafina uzanan daha ince bag dokusu yapisindaki
endondryumun sinir liflerinin her birini ¢evreledigi gozlendi. Endondryumun altinda
Schwann hiicrelerinden olusan nérilemma kilifinin varligi tespit edildi. Schwann
hiicrelerinin ¢ekirdekleri oval ya da yuvarlak sekilleri ile ayirt edildi. Aksonlarin
Schwann hiicrelerinin sitoplazmasina gémiilii oldugu ve soluk renkli boyandig: goriildii.

Miyelinli sinir liflerinin normal histolojik yapida oldugu izlendi (Sekil 1).
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Sekil 1. Kontrol grubundan alinan siyatik sinir dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii. Boya: Toluidin
mavisi. Siyatik siniri saran bag dokusu yapisindaki epindryum (Epi) normal histolojik yapida
izlenmektedir. Aksonlarin (a) etrafinda bulunan miyelin kilifin (mk) mavi renge boyandigi ve

normal histolojik yapida oldugu goriilmektedir. Bar = 50um.
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4.1.2. Sham Operasyon Grubu

Siyatik sinire herhangi bir hasar verilmeden, yalnizca cerrahi miidahale ile
sinirin agiga c¢ikarildigi ve daha sonra tekrardan kas ve deri yapilarmin dikilerek
kapatildig1 sham operasyon grubuna ait sicanlardan elde edilen sinir doku kesitlerinin
151k mikroskobik incelenmesinde siyatik sinir yapisinin kontrol grubuna benzerlik
gosterdigi tespit edildi. Siyatik sinirin distan bag dokusu yapisindaki epindryum ile
sartlt oldugu goriildi. Sinir fasikiillerinin perindryumla gevrili oldugu ve perinéryumda
kan damarlart izlendi. Miyelinli sinir liflerinin ve bu lifleri saran Schwann hiicrelerinin

normal histolojik yapida oldugu izlendi (Sekil 2).
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Sekil 2. Sham operasyon grubundan alinan siyatik sinir dokusunun 1gik mikroskobik goriintiisi. Boya:
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Toluidin mavisi. Siyatik siniri saran bag dokusu yapisindaki epinéryum (Epi) normal histolojik
yapida izlenmektedir. Aksonlarin (a) etrafinda bulunan miyelin kilifin (mk) mavi renge
boyandig1 ve normal histolojik yapida oldugu goriilmektedir. Bazi alanlarda kan damarlar1 (oK)

goriilmektedir. Bar = 50um.
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4.1.3. Deney Kontrol Grubu

Siyatik sinirde hasar olusturulan ve sadece serum fizyolojik verilen siganlardan,
hasardan sonra 7., 14. ve 21. giinlerde elde edilen dokularin toluidin mavisi ile boyanan
kesitlerinin 1s1tk mikroskobik degerlendirmesinde, sinirin distan fibréz bag dokusu
epindryumla ¢evrili oldugu ve epinéryumda kan damarlarinin bulundugu goriildii. Bu
gruba ait siganlardan 7. giinde alinan sinir doku kesitlerine bakildiginda miyelinli sinir
liflerinin ¢ogu alanda dejeneratif degisiklikler gosterdigi, lamellar yapilarinda
bozulmalar oldugu goriildil (Sekil 3). 14 ve 21 giinliik deney gruplarina bakildiginda ise
bu dejeneratif degisikliklerin 7 giinliik gruba oranla azalmis oldugu dikkati ¢ekti. Bunun
yanisira 14 ve 21 giinliik gruplarda da bazi alanlarda miyelin kilifin lamellar yapisinda
bozulmalar oldugu, akson ve miyelin kilif arasinda bosluklar olustugu goriildii (Sekil 4,
5). Baz1 alanlarda dejenere miyelin kilif artiklarin1 fagosite etmis halde makrofajlara
rastlandi. Miyelinli aksonlarin Schwann hiicreleri tarafindan sarilmis olduklari izlendi.
Dejeneratif degisikliklerin, 6zellikle sinir hasarini takiben 7. giinde alinan sinir doku
orneklerinde daha belirgin oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 3). Ayni grup igerisinde bulunan
miyelinli sinir lifi sayilart karsilastirildiginda, 21. giindeki miyelinli sinir lifi sayisinin 7.

ve 14. giine kiyasla arttig1 belirlendi.
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Sekil 3. Deney kontrol grubundan 7. giinde alinan siyatik sinir dokusunun 1gik mikroskobik goriintiisil.

Boya: Toluidin mavisi. Siyatik siniri distan ¢evreleyen bag dokusu yapisindaki epindryum (Epi)
izlenmektedir. Bazi alanlarda aksonda (a) ve bunlari ¢evreleyen miyelin kilif (mk) yapisinda
dejeneratif degisiklikler (oklar) goriilmektedir. Miyelin kilif etrafinda oval ¢ekirdekli Schwann
hiicreleri (ok baslar) izlenmektedir. Dejenere miyelin kiliflar1 fagosite etmis halde makrofajlar

(M) goriilmektedir. Bar = 50um.
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Sekil 4.

Deney kontrol grubundan 14. giinde alinan siyatik sinir dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii.

Boya: Toluidin mavisi. Siyatik siniri distan gevreleyen bag dokusu yapisindaki epindryum
(Epi) izlenmektedir. Ayni grubun 7. giiniine benzer sekilde miyelin kilifa (mk) sahip akson (a)
sayilarmin azaldig1 ve dejeneratif degisikliklere (oklar) sahip oldugu goriilmektedir. Miyelin

kilif etrafinda oval ¢ekirdekli Schwann hiicreleri (ok baslari) izlenmektedir. Bar = S0um.
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Sekil 5.

50 pm

Deney kontrol grubundan 21. giinde alinan siyatik sinir dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii.
Boya: Toluidin mavisi. Siyatik siniri distan gevreleyen bag dokusu yapisindaki epindryum
(Epi) izlenmektedir. Miyelin kilifa (mk) sahip akson (a) sayilarinin kontrol grubuna kiyasla az
oldugu gorillmektedir. Bazi alanlarda miyelin kilifta fokal dejeneratif degisiklikler (oklar)
izlenmektedir. Miyelin kilif etrafinda oval ¢ekirdekli Schwann hiicreleri (ok bas1)

izlenmektedir. Bar = 50pum.
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4.1.4. Diklofenak Sodyum Tedavi Grubu

Diklofenak sodyum tedavi grubuna ait deneklerden hasardan sonra 7, 14 ve 21.
giinlerde alinan siyatik sinir dokulariin 1sik mikroskobik olarak degerlendirmesinde
distan epindryumla saril1 olan sinirin miyelinli liflerden olustugu, Schwann hiicrelerinin
sinir liflerini sarmis oldugu goriildii. Hasar sonrasi sadece diklofenak sodyum tedavisi
uygulanan bu grupta siyatik sinir dokusunun ¢ogu alanda deney kontrol grubuna benzer
morfolojik ozelliklere sahip oldugu belirlendi. Miyelin kilifi olusturan Schwann
hiicreleri, oval cekirdekleri ile ayirt edildi. Ozellikle tedavi sonras1 7. giinde elde edilen
sinir dokularinda 14. ve 21. giinde elde edilen dokulara kiyasla miyelin kilifta
dejeneratif degisikliklerin daha fazla oldugu ve miyelinin konsantrik lamellar yapisinin
bozuldugu gozlendi. Bazi alanlarda dejenere miyelin kilif kalintilarin1 fagosite etmis
halde makrofajlara rastlandi. Miyelin kilifin yer yer akson igerisine invajine oldugu
goriildi (Sekil 6, 7, 8). Deney kontrol gurubu ile kiyaslandiginda, diklofenak sodyum
tedavisi uygulandiktan sonra 7, 14 ve 21. giinlerde elde edilen sinir dokularinda
miyelinli sinir liflerinin sayisal olarak artmis oldugu goriildii. Ayni grup igerisinde
karsilagtirma yapildiginda 21. giinde elde edilen siyatik sinir dokularinda miyelinli sinir

lifi sayisinin 7 ve 14 giinliik gruplara oranla artmis oldugu tespit edildi .
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Diklofenak sodyum tedavi grubundan 7. giinde alinan siyatik sinir dokusunun 1s1k mikroskobik
goriintlisii. Boya: Toluidin mavisi. Siyatik siniri distan cevreleyen bag dokusu yapisindaki
epinéryum (Epi) izlenmektedir. Miyelin kilif etrafinda oval ¢ekirdekli Schwann hiicreleri (ok
baslar1) izlenmektedir. Bazi alanlarda aksonda (a) ve bunlari gevreleyen miyelin kilif (mk)

yapisinda dejeneratif degisiklikler (oklar) goriilmektedir. Bar = 50um.
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Sekil 7. Diklofenak sodyum tedavi grubundan 14. giinde alinan siyatik sinir dokusunun 1s1k
mikroskobik goriintiisii. Boya: Toluidin mavisi. Miyelin kilifa (mk) sahip akson (a) sayilarinin
azaldig1 ve dejeneratif degisikliklere (oklar) sahip oldugu goriilmektedir. Miyelin kilif etrafinda
oval ¢ekirdekli Schwann hiicreleri (ok baglari) izlenmektedir. Dejenere miyelin kiliflart

fagosite etmis halde makrofajlar (M) goriilmektedir. Bar = 50pm.
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. Diklofenak sodyum tedavi grubundan 21. giinde alinan siyatik sinir dokusunun 11k

mikroskobik gorintiisii. Boya: Toluidin mavisi. Siyatik siniri distan ¢evreleyen bag dokusu
yapisindaki epindéryum (Epi) izlenmektedir. Miyelin kilif ve aksonlardaki dejeneratif
degisikliklerin azaldig1 goriilmektedir. Buna karsilik bazi alanlarda aksonda (a) ve bunlari

¢evreleyen miyelin kilif (mk) yapisinda dejeneratif degisiklikler (oklar) goriilmektedir. Bar =
50pm.
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4.1.5. Zonisamide Tedavi Grubu

Siyatik sinir hasarindan sonra zonisamide tedavisi uygulanan gruptan 7, 14 ve
21. giinlerde alinan sinir dokularinin 11k mikroskobik degerlendirmesinde sinirin digtan
kalin bir epindryumla cevrili oldugu, sinir fasikiillerinin etrafinda perindral bag
dokusunun ve bu dokuda kan damarlarinin varligi izlendi. Fasikiilleri olusturan
miyelinli sinir liflerinin ¢ogu alanda saglam kontrol ve sham gruplarina benzer olarak
normal histolojik yapilarini korumus olduklari izlendi. Miyelin kilifi olugturan Schwann
hiicreleri oval ¢ekirdekleri ile normal yapida ayirt edildi. Bununla birlikte bazi alanlarda
miyelin kilifta fokal dejeneratif degisikliklerin bulundugu ve lamellar yapida hafif
degisikliklerin oldugu gézlendi (Sekil 9, 10, 11). Zonisamide tedavi grubundan 7., 14.
ve 21. glinlerde elde edilen siyatik sinir dokularinda, deney kontrol grubu ve diklofenak
sodyum tedavi grubu ile kiyaslandiginda miyelin kilifa sahip akson sayilariin artmis
oldugu belirlendi .
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Sekil 9.  Zonisamide tedavi grubundan 7. giinde alinan siyatik sinir dokusunun isik mikroskobik
gorintiisi. Boya: Toluidin mavisi. Siyatik siniri distan ¢evreleyen bag dokusu yapisindaki
epindryum (Epi) izlenmektedir. Baz1 alanlarda aksonda (a) ve bunlar1 ¢evreleyen miyelin kilif

(mk) yapisinda dejeneratif degisiklikler (oklar) goriilmektedir. Bar = 50pm.
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Sekil 10. Zonisamide tedavi grubundan 14. giinde alinan siyatik sinir dokusunun 11k mikroskobik

goriintiisi. Boya: Toluidin mavisi. Miyelin kilifa (mk) sahip aksonlar (a) nispeten normal
yapida izlenmektedir. Siyatik siniri distan ¢evreleyen bag dokusu yapisindaki epindryum (Epi)
goriilmektedir. Bar = 50pm.
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Sekil 11. Zonisamide tedavi grubundan 21. giinde alinan siyatik sinir dokusunun itk mikroskobik
goriintiisi. Boya: Toluidin mavisi. Siyatik siniri distan gevreleyen bag dokusu yapisindaki
epinéryum (Epi) izlenmektedir. Miyelin kilif (mk) ve aksonlardaki (a) dejeneratif
degisikliklerin azaldig1 goriilmektedir. Bar = S50pm.
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4.1.6. Zonisamide ve Diklofenak Sodyum Kombine Tedavi Grubu

Sinir hasarindan sonra zonisamide ve diklofenak sodyum kombine tedavisi
uygulanan gruptan alman siyatik sinir dokularmin toluidin mavisi ile boyanan
kesitlerinin 151k mikroskobik degerlendirmesinde sinirin distan epindéryum ile ¢evrili
oldugu izlendi. Epinéryumun altinda sinir fasikiillerini c¢evreleyen ince bag dokusu
perindryum goriildii. Endonéryum olarak adlandirilan ve tek bir sinir lifini saran ince
bag dokusu icerisinde fibroblastlar ve norilemmaya ait Schwann hiicreleri
goriilmekteydi. Schwann hiicreleri, oval ya da yuvarlak g¢ekirdekleri ile ayirt edildi.
Aksonlar, Schwann hiicrelerinin sitoplazmasi igerisinde, soluk renkli olarak izlendi.
Miyelinli sinir liflerinde, miyelin kilifin ¢ogu alanda konsantrik lamellar yapisini
korumus oldugu goriildii. Bununla birlikte az bir alanda miyelin kilifta akson igine
invajinasyon gibi fokal dejeneratif degisikliklerin bulundugu kaydedildi. Sinir liflerinin
aralarinda, sitoplazmasinda fagozomlar bulunan makrofajlarin varligi gézlendi. Bunun
disinda, miyelinli sinir liflerinin aralarinda, bag dokusu hiicreleri ve kan damarlar1 da
ayirt edildi (Sekil 12, 13, 14). Kombine tedavi grubundan 7, 14 ve 21. giinlerde elde
edilen siyatik sinir dokularinda miyelin kilifa sahip akson sayilarinin, deney kontrol
grubu ve tek basma diklofenak sodyum tedavisi uygulanan gruba gore artis gosterdigi
dikkati gekti .
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Sekil 12. Zonisamide ve diklofenak sodyum kombine tedavi grubundan 7. giinde alinan siyatik sinir

dokusunun 151k mikroskobik goriintiisi. Boya: Toluidin mavisi. Sinir dokusunun normal
histolojik yapida oldugu izlenmektedir. Bazi alanlarda aksonda (a) ve bunlar1 gevreleyen
miyelin kilif (mk) yapisinda dejeneratif degisiklikler (ok) goriilmektedir. Kan damarlar1 (KD)
goriilmektedir. Bar = 50pm.
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Sekil 13. Zonisamide ve diklofenak sodyum kombine tedavi grubundan 14. giinde alinan siyatik sinir

dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii. Boya: Toluidin mavisi. Miyelin kilifa (mk) sahip

aksonlar (a) goriilmektedir. Kan damarlari (KD) goriilmektedir. Bar = 50um.
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Sekil 14. Zonisamide ve diklofenak sodyum kombine tedavi grubundan 21. giinde alinan siyatik sinir

dokusunun 151k mikroskobik goriintiisii. Boya: Toluidin mavisi. Miyelin kilif (mk) ve
aksonlardaki (a) dejeneratif degisikliklerin azaldigi buna karsilik bazi alanlarda hafif
degisikliklerin bulundugu (ok) gériilmektedir. Bar = S0um.
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4.2. Histomorfometrik Bulgular

Gruplar arasinda miyelinli sinir liflerinin sayilar1 sekil 15’de verilmistir.
Miyelinli sinir lif sayisinin, kontrol ve sham gruplar ile karsilastirildiginda, deney
kontrol gruplarinda ve diklofenak sodyum tedavi gruplarinda anlamli derecede azaldig:
bu azalmanin en belirgin 7. ve 14. giinlerde oldugu tespit edildi (***p<0.0001).
Bununla birlikte, miyelinli sinir lif sayisinin zonisamide tedavi gruplar1 ile kombine
tedavi gruplarinda en yiiksek oldugu, kontrol ve sham gruplartyla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak fark olmadig1 izlendi. Zonisamide tedavi gruplar1 ve kombine tedavi
gruplari, deney kontrol ve diklofenak sodyum tedavi gruplariyla karsilastirildiginda
miyelinli sinir lifi sayisinin 6nemli 6lgiide arttigi goriildi (***p<0.0001). Ayni gruplar
icinde glinler aras1 karsilagtirilma yapildiginda ise 21. giin alinan diklofenak sodyum
tedavi grubunda bulunan miyelinli sinir lifi sayisinin 7. giin alinan diklofenak sodyum
tedavi grubuna gére anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi (*p<0.01). Ayrica,
zonisamide tedavi grubu 21. giinde sinir lif sayisinin 7. giine gére 6nemli 6l¢iide arttig
tespit edildi (*** p<0,0001). Zonisamide ile diklofenak sodyum kombine tedavi grubu
21. giin ile 7. giin karsilastirildiginda, 21. glinde miyelinli sinir lif sayisinin anlamli

derecede yiiksek oldugu goriildii (** p<0,001).
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Sekil 15. Tiim gruplarda ortalama miyelinli sinir lifi sayilar1 (Kontrol ve sham gruplar ile karsilagtirma
*p<0,01, **p<0,001, ***p<0,0001) (Aymi gruplarin 21. giin ve 7. giin karsilastirmas1 “p<0,01,
A4 p<0,001, 24 p<0,0001).
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4.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

4.3.1. COX-2 immiinoreaktivitesi
COX-2 aktivitesinin gosterilmesi amaciyla, bobrek dokusundan elde edilen

kesitler pozitif kontrol olarak kullanildi. Primer antikor damlatiimayan bdbrek dokusu

kesitleri ise negatif kontrol olarak kullanildi (Sekil 16).

Sekil 16. Pozitif ve negatif kontrolde COX-2 immiinoreaktivitesi. A) Pozitif kontrol. Primer antikor
damlatilmis bobrek kesitinde glomeriiler kapiller endotel hiicrelerinde ve tiibiil hiicrelerinde ve
tibiillerin aralarindaki bag dokusunda yer alan kapiller endotelinde COX-2 immiinoreaktivitesi
izlenmektedir (oklar). Bar 50um. B) Negatif kontrol. Primer antikor damlatilmamis bobrek

kesitinde herhangi bir immiinoreaktivite gériilmemektedir. Bar = 50um.
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Herhangi bir cerrahi islem uygulanmayan tamamen saglam deneklerden elde
edilen, kontrol grubuna ait siyatik sinir doku kesitlerinde, minimal diizeyde COX-2

immiinoreaktivitesi izlendi (Sekil 17).

Sekil 17. Kontrol grubunda COX-2 immiinoreaktivitesi. Kapiller endotel hiicrelerinde minimal diizeyde

COX-2 immiinoreaktivitesi izlenmektedir. Bar= 50 um.
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Siyatik sinire herhangi bir hasar verilmeden, yalnizca siyatik sinirin agiga

cikartilip tekrardan kapatildigi sham operasyon grubuna ait doku kesitlerinde, kontrol

grubuna benzer sekilde minimal seviyede COX-2 immiinoreaktivitesi gozlendi (Sekil

4-"
.,‘~ ‘

18).

Sekil 18. Sham operasyon grubunda COX-2 immiinoreaktivitesi. Schwann hiicreleri ve kapiller endotel

hiicrelerinde minimal seviyede COX-2 immiinoreaktivitesi izlenmektedir. Bar = 50pm.
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Deney kontrol grubuna ait deneklerden 7. giinde alinan siyatik sinir kesitlerinde,
dejenerasyonun yogun olarak izlendigi alanlarda kapiller endotel hiicreleri,
enflamatuvar hiicreler ve Schwann hiicrelerinde, COX-2 immiinoreaktivitesinde
belirgin bir artis oldugu goriildii (Sekil 19). Ayni gruptan 14. giinde alinan siyatik sinir
kesitlerinde ise kapiller endotel hiicreleri, enflamatuvar hiicreler ve Schwann
hiicrelerinde COX-2 ekspresyonunun 7. giin alinan orneklere kiyasla nispeten azaldig:
dikkati cekti (Sekil 20). 21. giinde alinan siyatik sinir kesitlerinde ise kapiller endotel
hiicreleri, enflamatuvar hiicreler ve bazi Schwann hiicrelerinde COX-2 ekspresyonu
izlenirken, 7 ve 14. giinde alinan siyatik sinir kesitlerine gore COX-2

immiinoreaktivitesinin azalmis oldugu goriildii (Sekil 21).

Sekil 19. Deney kontrol grubunda 7. giinde COX-2 immiinoreaktivitesi. COX-2 ekspresyonunun kapiller

endotelinde (ok baslar1), enflamatuvar hiicre ve Schwann hiicrelerinin sitoplazmalarinda

(oklar) belirgin bir sekilde arttig1 goriilmektedir. Bar = 50um.
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Sekil 20. Deney kontrol grubunda 14. giinde COX-2 immiinoreaktivitesi. Kapiller endotel hiicreleri (ok

baslar1), enflamatuvar hiicreler ve Schwann hiicrelerinde (oklar) COX-2 ekspresyonunun

belirgin oldugu izlenmektedir. Bar = S0um.
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Sekil 21. Deney kontrol grubunda 21. giinde COX-2 immiinoreaktivitesi. Enflamatuvar hiicreler ve

Schwann hiicre sitoplazmalarinda (oklar) COX-2 ekspresyonunun varligi goriilmektedir.

Bununla birlikte, COX-2 ekspresyonunun 7. ve 14. giinlere kiyasla azaldig1 gozlenmektedir.

Bar = 50um.
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Diklofenak sodyum tedavi grubuna ait deneklerden 7. giinde alinan siyatik sinir
kesitlerinde, kapiller endotel hiicreleri, Schwann hiicreleri ve enflamatuvar hiicrelerde
COX-2 ekspresyonu gozlendi; ancak COX-2 ekspresyonunun deney kontrol grubu 7.
giine kiyasla nispeten daha az oldugu belirlendi. (Sekil 22). Ayn1 gruptan 14. giinde
alman siyatik sinir kesitlerinde, miyelinli sinir liflerinin aralarinda, COX-2
immiinoreaktivitesi gosteren enflamatuvar hiicrelere rastlandi (Sekil 23). Ayn1 gruptan
21. giinde alinan dokularda COX-2 immiinoreaktivitesinin deney kontrol grubu 21.
giine gore azalmig oldugu belirlendi. Baz1 alanlarda COX-2 eksprese eden enflamatuvar
hiicreler gézlendi (Sekil 24).

Sekil 22. Diklofenak sodyum tedavi grubunda 7. giinde COX-2 immiinoreaktivitesi. Kapiller endotel

hiicrelerinde (ok baslari), enflamatuvar hiicreler ve Schwann hiicre sitoplazmalarinda (oklar)

COX-2 ekspresyonu goriilmektedir. Bar = 50pm.
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Sekil 23. Diklofenak sodyum tedavi grubunda 14. giinde COX-2 immiinoreaktivitesi. Ayn1 grubun 7.

giinii ve deney kontrol grubunun 14. giiniinde alinan siyatik sinir doku kesitlerine kiyasla

COX-2 immiinoreaktivitesinin azaldig1 izlenmektedir (oklar). Bar =50pm.
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Sekil 24. Diklofenak sodyum tedavi grubunda 21. giinde COX-2 immiinoreaktivitesi. Ayni grubun 7 ve

14. giinlerine kiyasla COX-2 immiinoreaktivitesinin azaldig1 gézlenmektedir. Bununla birlikte,
kapiller endotel hiicrelerinde (ok baslari), enflamatuvar hiicreler ve Schwann hiicrelerinde

(oklar) COX-2 ekspresyonunun varligi goriilmektedir. Bar = 50um.
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Zonisamide tedavi grubuna ait dencklerden 7. giinde alinan siyatik sinir
dokularinda, COX-2 immiinoreaktivitesi gosteren enflamatuvar hiicreler ve Schwann
hiicreleri goriildii (Sekil 25). Ayn1 gruptan 14. giinde alinan siyatik sinir kesitlerinde, 7.
giine kiyasla COX-2 immunoreaktivitesinin azaldigi belirlendi. (Sekil 26). 21. giinde
alman siyatik sinir kesitlerinde ise COX-2 ekspresyonunun enflamatuvar hiicre,
Schwann hiicresi ve kapiller damar endotel hiicrelerinde minimal diizeyde oldugu tespit

edildi (Sekil 27).

Sekil 25. Zonisamide tedavi grubunda 7. giinde COX-2 imminoreaktivitesi. Kapiller endotel hiicreleri

(ok baglar1), enflamatuvar hiicre ve Schwann hiicrelerinin sitoplazmalarinda (oklar) COX-2

immiinoreaktivitesi goriilmektedir. Bar = 50pm.

60



Sekil 26. Zonisamide tedavi grubunda 14. giinde COX-2 immiinoreaktivitesi. Enflamatuvar hiicre ve

Schwann hiicre sitoplazmalarinda (oklar) az miktarda COX-2 immiinoreaktivitesi

izlenmektedir. Bar =50um.
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Sekil 27. Zonisamide tedavi grubunda 21. giinde COX-2 immiinoreaktivitesi. COX-2 ekspresyonunun

enflamatuvar hiicre ve Schwann hiicrelerinin (oklar) sitoplazmalarinda minimal diizeyde

oldugu izlenmektedir. Bar = 50um.
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Zonisamide ve diklofenak sodyum kombine tedavisi uygulanan gruba ait
deneklerden 7. giinde alinan siyatik sinir dokularinda, COX-2’nin enflamatuvar hiicre
ve Schwann hiicrelerinin sitoplazmalarinda minimal seviyede eksprese oldugu, endotel
hiicrelerinde ise ekspresyonun bulundugu belirlendi. (Sekil 28). 14. giinde elde edilen
siyatik sinir dokularinda COX-2 immiinoreaktivitesinin minimal diizeyde oldugu
izlendi. Ayrica normal histolojik goriiniimdeki aksonlarin arttig: goriildi (Sekil 29). 21.
giinde alinan siyatik sinir dokularinda COX-2 ekspresyonunun kontrol ve sham
gruplarma benzer sekilde enflamatuvar hiicre ve Schwann hiicre sitoplazmalarinda

minimal diizeyde oldugu goriildii (Sekil 30).

Sekil 28. Zonisamide ve diklofenak sodyum kombine tedavi grubunda 7. ginde COX-2

immiinoreaktivitesi. Kapiller endotel hiicrelerinde (ok baslar1)) COX-2 immiinoreaktivitesi
izlenmektedir. Bazi alanlarda normal histolojik goriiniimdeki aksonlar (oklar) goriilmektedir.

Bar = 50um.
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Sekil 29. Zonisamide ve diklofenak sodyum kombine tedavi grubunda 14. ginde COX-2

immiinoreaktivitesi. COX-2 immiinoreaktivitesinin minimal diizeyde oldugu izlenmektedir.

Normal histolojik goriiniimdeki aksonlarin (oklar) arttig1 goriilmektedir. Bar = SOum.
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Sekil 30. Zonisamide ve diklofenak sodyum kombine tedavi grubunda 21. ginde COX-2
immiinoreaktivitesi. COX-2 immiinoreaktivitesinin enflamatuvar hiicrelerde, Schwann
hiicrelerinde ve kapiller endotel hiicrelerinde kontrol grubuna benzer sekilde minimal diizeyde

oldugu goriilmektedir. Bar = 50pm.
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4.3.2. iNOS immiinoreaktivitesi
Akcigerden alinan doku kesitleri iNOS immiinoreaktivitesinin gosterilmesi
amaciyla pozitif kontrol olarak kullanildi. Primer antikor damlatilmayan akciger doku

kesiti ise negatif kontrol olarak kullanildi (Sekil 31).

&

Sekil 31. Pozitif ve negatif kontrolde iNOS immiinoreaktivitesi. A) Pozitif kontrol. Primer antikor
damlatilmis akciger kesitinde akciger alveol hiicrelerinde iNOS immiinoreaktivitesi
izlenmektedir (oklar). Bar 50um. B) Negatif kontrol. Primer antikor damlatilmamig akciger

kesitinde herhangi bir immiinoreaktivite izlenmemektedir. Bar = 50pm.
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Herhangi bir cerrahi islem uygulanmayan tamamen saglam hayvanlardan elde

edilen kontrol grubuna ait siyatik sinir doku kesitlerinde minimal seviyede iNOS

immiinoreaktivitesi belirlendi (Sekil 32).

Sekil 32. Kontrol grubunun iNOS immiinoreaktivitesi. Schwann hiicreleri, enflamatuvar hiicreler ve

kapiller endotel hiicrelerinde minimal diizeyde iNOS ekspresyonu izlenmektedir. Bar= 50 pum.
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Siyatik sinire herhangi bir hasar verilmeden, yalnizca siyatik sinirin agiga
cikartilip tekrardan kapatildigi sham operasyon grubuna ait siganlardan elde edilen sinir
dokusu kesitlerinde iINOS immiinoreaktivitesinin kontrol grubuna benzer sekilde,

minimal seviyede oldugu gozlendi (Sekil 33).
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Sekil 33. Sham operasyon grubunun iNOS immiinoreaktivitesi. Schwann hiicreleri, enflamatuvar

hiicreler ve kapiller endotel hiicrelerinde minimal seviyede INOS immiinoreaktivitesi

izlenmektedir. Bar = 50um.
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Deney kontrol grubuna ait deneklerden 7. giinde alinan siyatik sinir kesitlerinde,
kapiller endotel hiicreleri, enflamatuvar hiicreler ve Schwann hiicrelerinde, iNOS
immiinoreaktivitesinde belirgin bir artis oldugu belirlendi (Sekil 34). 14. giinde alinan
sinir kesitlerinde ise kapiller endotel hiicreleri, enflamatuvar hiicreler ve Schwann
hiicrelerinde iNOS ekspresyonunun deney kontrol grubu 7. giine benzer sekilde yogun
oldugu goriildii (Sekil 35). 21. giinde alinan siyatik sinir kesitlerinde, iNOS

immiinoreaktivitesinin diger 2 giine kiyasla azalmis oldugu gozlendi (Sekil 36).

s 3 s“\} ‘ 3

2P
Sekil 34. Deney kontrol grubunda 7. giinde iINOS immiinoreaktivitesi. INOS immiinoreaktivitesinin
kapiller endotel hiicrelerinde (ok baslar1), enflamatuvar hiicre ve Schwann hiicrelerinin

sitoplazmalarinda (oklar) belirgin bir sekilde arttig1 goriilmektedir. Bar = SOum.
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Sekil 35. Deney kontrol grubunda 14. giinde iNOS immiinoreaktivitesi. Kapiller endotelinde (ok

baslar1), enflamatuvar hiicre ve Schwann hiicrelerinde (oklar) iNOS ekspresyonunun belirgin

oldugu gozlenmektedir. Bar = 50pum.
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Sekil 36. Deney kontrol grubunda 21. giinde iNOS immiinoreaktivitesi. iNOS ekspresyonlarinin 7. ve
14. giinlere kiyasla azaldigi izlenmektedir. Bununla birlikte kapiller endotel hiicreleri (ok

baglar1) ve enflamatuvar hiicre sitoplazmalarinda (0k) iINOS immiinoreaktivitesi goriilmektedir.

Bar = 50um.
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Diklofenak sodyum tedavi grubuna ait deneklerden 7. giinde alinan siyatik sinir
kesitlerinde kapiller endotel hiicreleri, Schwann hiicreleri ve enflamatuvar hiicrelerde
yogun iNOS ekspresyonu gozlendi (Sekil 37). Ayn1 gruptan 14. giin alinan siyatik sinir
kesitlerinde, bazi alanlarda iNOS eksprese eden enflamatuvar hiicreler ve Schwann
hiicreleri tespit edildi (Sekil 38). 21. giinde alinan siyatik sinir doku kesitlerinde iNOS
immiinoreaktivitesi azalmis olmakla birlikte baz1 alanlarda iINOS eksprese eden

enflamatuvar hiicreler gézlendi. (Sekil 39).

2|

Sekil 37. Diklofenak sodyum tedavi grubunda 7. giinde INOS immiinoreaktivitesi. Enflamatuvar

hiicreler ve Schwann hiicrelerinde (oklar) iNOS ekspresyonu gozlenmektedir. Bar = 50pm.

72



R S e MR NI
b S D s Rt e .
- 4 . 4 )

'] »Y J .(b
Sy

Sekil 38. Diklofenak sodyum tedavi grubunda 14. giinde iNOS immiinoreaktivitesi. Bazi alanlarda
kapiller endotel hiicreleri (ok bast), enflamatuvar hiicreler ve Schwann hiicrelerinde (oklar)
iNOS immiinoreaktivitesi izlenmektedir. Yer yer normal histolojik goriiniimdeki aksonlar

(kesikli oklar) goriilmektedir. Bar =50pm.
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Sekil 39. Diklofenak sodyum tedavi grubunda 21. giinde iNOS immiinoreaktivitesi. Ayni
grubun 7. ve 14. gilinlerine kiyasla iNOS ekspresyonunun azaldigi gézlenmektedir.
Bununla birlikte bazi alanlarda kapiller endotel hiicrelerinde (ok baslari), enflamatuvar
hiicreler ve Schwann hiicrelerinde (oklar) iNOS immiinoreaktivitesi goriillmektedir.

Bar = 50pum.
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Zonisamide tedavi grubuna ait deneklerden 7. giinde alinan siyatik sinir
dokularinda, enflamatuvar hiicre, Schwann hiicreleri ve kapiller endotel hiicrelerinde
INOS immiinoreaktivitesi goriildii (Sekil 40). Ayni gruptan 14. giinde alinan siyatik
sinir kesitlerinde, 7. giine kiyasla iNOS immiinoreaktivitesinin azaldig: belirlendi (Sekil
41). 21. giinde alinan siyatik sinir dokularinda iNOS ekspresyonunun enflamatuvar
hiicre ve Schwann hiicrelerinin sitoplazmalarinda minimal diizeyde oldugu tespit edildi

(Sekil 42).

Sekil 40. Zonisamide tedavi grubunda 7. giinde iNOS immiinoreaktivitesi. Enflamatuvar hiicre ve

Schwann hiicre sitoplazmalarinda (oklar) iNOS immiinoreaktivitesi goriilmektedir. Ayrica

kapiller endotel hiicrelerinde (ok baglart) iNOS immiinoreaktivitesi izlenmektedir. Bar = 50pm.
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Zonisamide  tedavi grubunda 14. ginde iNOS immiinoreaktivitesi.  INOS

immiinoreaktivitesinin enflamatuvar hiicre ve Schwann hiicrelerinde azaldigi goriilmektedir.
Bazi alanlarda kapiller endotel hiicrelerinde (ok bast) iNOS ekspresyonu gozlenmektedir. Bar

=50pum.
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Sekil 42. Zonisamide  tedavi grubunda 21. ginde iNOS immiinoreaktivitesi. INOS

immiinoreaktivitesinin minimal diizeyde oldugu izlenmektedir. Bar = 50um.
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Zonisamide ve diklofenak sodyum kombine tedavi grubundan 7. giinde alinan
siyatik sinir dokularinda iNOS immiinoreaktivitesinin enflamatuvar hiicre ve Schwann
hiicrelerinin sitoplazmalarinda ¢ok az diizeyde oldugu belirlendi (Sekil 43). 14 ve 21.
giinlerde elde edilen siyatik sinir dokularinda iNOS ekspresyonunun kontrol grubuna
benzer sekilde enflamatuvar hiicre ve Schwann hiicrelerinin sitoplazmalarinda minimal

diizeyde oldugu goriildii (Sekil 44, 45).

Sekil 43. Zonisamide ve diklofenak sodyumun birlikte kullanmildigi kombine tedavi grubunda 7. giinde

iNOS immiinoreaktivitesi. Enflamatuvar hiicre ve Schwann hiicrelerinin sitoplazmalarinda (ok
bagslar1) iNOS ekspresyonunun minimal oldugu izlenmektedir. Bazi alanlarda normal histolojik

goriintimdeki aksonlar (oklar) goriilmektedir. Bar = 50um.
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Sekil 44. Zonisamide ve diklofenak sodyumun birlikte kullanildigi kombine tedavi grubunda 14. giinde

iNOS immiinoreaktivitesi. iINOS immiinoreaktivitesinin enflamatuvar hiicre ve Schwann
hiicrelerinde (0k baglari)) minimal diizeyde oldugu izlenmektedir. ~ Normal histolojik

goriiniimdeki aksonlarin (oklar) arttig1 goriilmektedir. Bar = 50um.
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Sekil 45. Zonisamide ve diklofenak sodyumun birlikte kullanildigi kombine tedavi grubunda 21. giinde

iNOS immiinoreaktivitesi. iINOS immiinoreaktivitesinin enflamatuvar hiicre ve Schwann
hiicrelerinde (ok baglar1) kontrol grubuna benzer sekilde minimal diizeyde oldugu

goriilmektedir. Bar = 50pm.
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Tablo 1. COX-2 immiinoreaktivitesinin puanlamasi.

COX-2 immiunoreaktivitesi

Gruplar 7. giin 14. giin 21. giin
Kontrol + + +
Sham + + +
Deney ++++ +++ ++
DF +++ ++ +
ZNS ++++ ++ +
DF+ZNS ++ it +
+ minimal ekspresyon, ++ hafif ekspresyon, +++ orta ekspresyon, ++++ siddetli ekspresyonu
gostermektedir (118).

Tablo 2. iNOS immiinoreaktivitesinin puanlamasi.

INOS immiinoreaktivitesi

Gruplar 7. giin 14. giin 21. giin
Kontrol + + +
Sham + + +
Deney ++++ +++ +
DF +++ ++ +
ZNS +++ ++ +
DF+ZNS ++ + +

+ minimal ekspresyon, ++ hafif ekspresyon, +++ orta ekspresyon, ++++ siddetli ekspresyonu

gostermektedir (118).
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4.4. Molekiiler Biyolojik Bulgular

4.4.1. Siyatik Sinir Hasariin Krox-20 Ekspresyon Seviyesine Etkisi

Siyatik sinir hasarindan sonra kontrol geni (GAPDH) ile kiyaslandiginda, Krox-
20 ekspresyonunun kontrole oranla azalmis oldugu goriildii. Bu azalmanin kontrol ve
sham operasyon gruplariyla kiyaslandiginda, deney kontrol grubu 7 ve 14. giinler;
diklofenak sodyum tedavi grubu 7 ve 14. giinler, zonisamide tedavi grubu 7. ve 14.
giinler ve kombine tedavi grubu 7. giinde anlamli oldugu tespit edildi (p<0.01).
Kombine tedavi grubu 21. giinde Krox-20 gen ekspresyonunun kontrol ve sham
operasyon gruplarina benzer sekilde yliksek oldugu goriildii. Ek olarak, kombine tedavi
grubunda 14. ve 21. giinlerde, 7. giine gore Krox-20 ekspresyonunda anlamli bir artig
oldugu izlendi (p <0.01) (Sekil 46).
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Sekil 46. Siyatik sinir hasarinin Krox-20 ekspresyonuna etkisi (Kontrol grubuyla karsilagtirma, *P<0,01;

Gruplar arasi karsilastirma, “p <0.01).
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4.4.2. Siyatik Sinir Hasarmin p75NTR Ekspresyon Seviyesine Etkisi

Siyatik sinir hasarindan sonra kontrol geni (GAPDH) ile karsilastirildiginda,
p75NTR ekspresyonunun kontrole oranla artmis oldugu goriildi. p75NTR
ekspresyonundaki artigin kontrol ve sham operasyon gruplariyla kiyaslandiginda, deney
kontrol grubu 14 ve 21. giinler, diklofenak sodyum tedavi grubu 14 ve 21. giinler,
zonisamide tedavi grubu 14 ve 21. giinler ve kombine tedavi grubu 14. ve 21 giinlerde
anlaml1 oldugu tespit edildi. p7SNTR ekspresyonunun, zonisamide tedavi grubu 21. giin
ve kombine tedavi 21. giinde en yiiksek seviyede oldugu saptandi (p<0.0001). Ek olarak
7, 14 ve 21. giinler karsilastirildiginda kombine tedavi grubunda 14 ve 21. giinlerde, 7.
giine gore p75NTR ekspresyonunda anlamli bir artis oldugu goriiliirken, diklofenak
sodyum ve zonisamide tedavi gruplarinda ise istatistiksel olarak anlamli artisin sadece
21. glinde oldugu tespit edildi (Sekil 47).
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Sekil 47. Siyatik sinir hasarinin p75NTR ekspresyonuna etkisi (Kontrol grubuyla karsilastirma,

***P<(,0001, **P<0,001, *P<0,01; Gruplar arasi karsilastirma, “P<0.0,1 **P<0.001).
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4.5. Elektron Mikroskobik Bulgular

4.5.1. Kontrol Grubu

Siyatik sinir hasar1 olugturulmadan tamamen saglam birakilan kontrol grubuna
ait sicanlarin siyatik sinir doku 6rneklerinin elektron mikroskobik incelenmesinde sinir
fasikiilleri igerisinde miyelinli ve miyelinsiz aksonlarin varligi izlendi. Miyelinli ve
miyelinsiz aksonlarin Schwann hiicre sitoplazmasi igerisine gdmiilii halde bulunduklari
goriildii. Miyelinli sinir liflerinde Schwann hiicrelerinin tek bir aksonun etrafinda
konsantrik lamellar yapidaki miyelin kilifi olusturduklari goriildii. Miyelinsiz sinir
liflerinde ise Schwann hiicresinin birden fazla aksonu sitoplazmasi igerisinde
bulundurdugu goriildii. Schwann hiicrelerinin, g¢ekirdeklerinin oval ya da yuvarlak
sekilli oldugu ve heterokromatin yapisina sahip oldugu belirlendi. Heterokromatinin
genel olarak c¢ekirdek kilifi yakininda yerlestigi izlendi. Schwann hiicrelerinin distan bir
bazal lamina ile sarili oldugu, sitoplazmalarinda golgi aygiti, endoplazmik retikiilim
sisternalari, ribozom ve lizozomlar gibi organellerin normal histolojik yapilarini
korudugu belirlendi. Miyelinli sinir liflerinde aksoplazma igerisinde agraniiler
endoplazmik retikiilim, fazla sayida ndrofilament ile ndrotiibiil yapis1 ve
mitokondriyonlarin bulundugu izlendi. Ayrica miyelinli ve miyelinsiz aksonlarin
aralarinda heterokromatik cekirdege sahip ig sekilli fibroblastlarin bulundugu tespit
edildi. Bunlarin diginda sinir fasikiili igerisindeki sinir liflerinin aralarinda kollajen
liflerden zengin fibréz bag dokusu varligi izlendi. Bu bag dokusu icerisinde sinir

liflerine yakin bolgelerde ¢ok sayida kapiller damarin bulundugu goriildi (Sekil 48).
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Sekil 48. Kontrol grubundan alinan siyatik sinir dokusunun elektron mikroskobik goriintimii. Miyelinli
sinir liflerinde akson (a) ve miyelin kilifin (mk) normal histolojik yapida oldugu izlenmektedir.
Schwann hiicre (Sh) ¢ekirdeklerinin (C) oval sekilli heterokromatin yapida oldugu
izlenmektedir. Schwann hiicrelerinin sitoplazmasina gomiilii halde bulunan miyelinsiz aksonlar
(Ma) goriilmektedir. Aksonlar arasi alanlarda bulunan kollajen liflerin (Kol) normal histolojik

yapida oldugu izlenmektedir. Bar = 2um.
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4.5.2. Sham Operasyon Grubu

Siyatik sinir hasar1 olusturulmadan, sinirin cerrahi miidahale ile agiga ¢ikarilip
kas ve deri yapilarinin kapatilarak dikildigi sham operasyon grubuna ait hayvanlarin
sinir doku ornekleri elektron mikroskobik olarak degerlendirildi. Bu grupta, siyatik
sinirin ultrastriiktiirel yapisinin kontrol grubuna benzer ozellikler sergiledigi goriildii.
Miyelinli ve miyelinsiz aksonlarin sinir fasikiilleri igerisinde yer aldigi tespit edildi.
Schwann hiicrelerinin, aksonlarin biiyiik bir kisminin etrafinda konsantrik lamellar
yapida diizenlenen miyelin kilifi olusturdugu belirlendi. Schwann hiicre ¢ekirdeklerinin
oval veya yuvarlak sekilli oldugu ve heterokromatin yapist icerdigi goriildii. Schwann
hiicre c¢ekirdeklerinin miyelinsiz aksonlarda merkezi yerlestigi ancak miyelinli
aksonlarda sitoplazmanin daha fazla bulundugu alanda yerlestigi izlendi. Schwann
hiicre sitoplazmasinda golgi aygiti, endoplazmik retikiiliim sisternalari, ribozom ve
lizozomlarin varlig1 tespit edildi. Ayrica bu organel yapilarinin kontrol grubuna benzer
sekilde normal ince yapr Ozelliklerini korumus olduklar1 goriildii. Miyelinli sinir
liflerinde  aksoplazmada norofilamentler, agraniiler endoplazmik retikiiliim,
norofilamentler, norotiibiiller ve mitokondriyonlarin normal ince yapida olduklari
izlendi. Miyelinli ve miyelinsiz aksonlarin arasinda, kollajen liflerden zengin fibroz bag
dokusu bulundugu goriildii. Bu kollajen liflerin iiretiminden sorumlu olan fibroblastlar
ise interaksonal bolgelerde ig sekilli, heterokromatik yapida ¢ekirdekleri ile ayirt edildi.
Ayrica kontrol grubuna benzer olarak bag dokuda ¢ok sayida kapiller damarin
bulundugu tespit edildi (Sekil 49).
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Sekil 49. Sham operasyon grubundan alian siyatik sinir dokusunun elektron mikroskobik goériinimii.

Miyelinli sinir liflerinde akson (a) ve miyelin kilifin (mk) normal histolojik yapida oldugu
izlenmektedir. Schwann hiicre (Sh) ¢ekirdeklerinin (C) oval sekilli heterokromatin yapida
oldugu izlenmektedir. Schwann hiicrelerinin sitoplazmasina gomiilii halde bulunan miyelinsiz
aksonlar (Ma) goriilmektedir. Aksonlar arasi alanlarda bulunan kollajen liflerin (Kol) normal

histolojik yapida oldugu izlenmektedir. Bar = 2um.
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4.5.3. Deney Kontrol Grubu

Deney kontrol grubuna ait si¢anlardan 7 ve 14. giinlerde elde edilen sinir
dokulariin elektron mikroskobik incelemesinde, her iki alt grupta da bazi alanlarda
akson ve miyelin kilifta normal histolojik yapinin korundugu goriilmekle bir¢ok alanda
miyelin kilif yapisinda siddetli bozulmalar oldugu goriildii. Miyelin kilifi olusturan
konsantrik lamellar yapinin bozuldugu izlendi. Cogu alanda miyelin kilifin akson
icerisine dogru invajinasyon olusturdugu, bunun yanisira bazi alanlarda da miyelin kilif
lamellar yapisinin bozularak akson disina dogru evaginasyon gosterdigi goriildi. Cogu
miyelinli sinir lifinde aksonla miyelin kilif arasinda vakuollerin olustugu, bazi alanlarda
ise aksonda bliziigmelerin goriildiigii tespit edildi. Miyelinsiz aksonlarin genellikle
normal histolojik yapilarin1 korudugu buna karsiik bazi alanlarda dejeneratif
degisiklikler icerdigi goriildii. Schwann hiicrelerinde ¢ogu alanda cekirdekte kromatin
artist oldugu ve sitoplazma igerisindeki organel yapilarmin dejeneratif degisiklikler
sergiledigi, ozellikle sitoplazmada vakuolizasyonun artmis oldugu izlendi. Miyelinli ve
miyelinsiz sinir liflerinin aralarinda yer alan bag dokuda oOzellikle dejenerasyonun
siddetli oldugu alanlarda ¢ok sayida makrofajin bulundugu tespit edildi. Makrofaj
sitoplazmas: igerisinde fagosite edilen miyelin kilif artiklar1 ve lipid damlaciklarinin
varhig1 dikkati ¢ekti. Ayrica dejenerasyon alanlarinda bag dokusu igerisinde mast
hiicreleri ile ¢ok sayida kapiller damar bulundugu tespit edildi (Sekil 50, 51).

Deney kontrol grubuna ait siganlardan sinir hasarindan 21 giin sonra elde edilen
sinir dokular1 elektron mikroskobik olarak degerlendirildiginde 6zellikle miyelinli sinir
liflerinde ¢ogu alanda aksoplazma ve miyelin kilifta ultrastriiktiirel degisikliklerin var
oldugu, buna karsilik 7. ve 14. giine kiyasla bu dejeneratif degisikliklerin baz1 alanlarda
nispeten azalmis oldugu tespit edildi. Miyelinli aksonlarda, miyelin kilifin diizenli
konsantrik lamellar yapisinin bozuldugu ve kilifin yer yer akson igerisine dogru invajine

oldugu izlendi (Sekil 52).
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Deney kontrol grubundan 7. giinde alinan siyatik sinir dokusunun elektron mikroskobik

goriinimii. Dejeneratif alanlarda Schwann hiicreleri (Sh), makrofajlar (M) ve fibroblast
hiicreleri (F) ile bunlarin ¢ekirdeklerinin (C) bulundugu izlenmektedir. Miyelinli sinir liflerinde
miyelin kilifin (mK) diizenli lamellar yapisinin bozuldugu (0k), siddetli dejeneratif degisiklikler
gosterdigi ve yer yer akson igerisine invajine oldugu goriilmektedir. Bu bolgelerde bulunan
makrofajlarin sitoplazmasinda fagosite edilen miyelin kilif artiklar1 ve lipid damlaciklar1 (*)
dikkati ¢ekmektedir. Aksonlar arasi alanda bulunan kollajen liflerin (Kol) bulundugu

goriilmektedir. Bar = 2um.
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Sekil 51. Deney kontrol grubundan 14. giinde alinan siyatik sinir dokusunun elektron mikroskobik

goriiniimi. Miyelin kilifinin (mK) diizenli konsantrik lamellar yapisinin bozuldugu (oklar) ve
yer yer akson (a) igerisine dogru invajine oldugu izlenmektedir. Dejeneratif degisikliklerin 7.
giine kiyasla azalmis oldugu goriilmektedir. Ayrica, bu bolgelerde yogun makrofaj (M) varligi
izlenmektedir. Makrofajlar, sitoplazmalarinda fagosite edilen miyelin kilif artiklar1 ve lipid
damlaciklariyla (*) birlikte gériilmektedir. Sinir liflerinin arasindaki bag dokuda kollajen lifler

(Kol) gozlemlenmektedir. Schwann hiicresi (Sh) ve ¢ekirdegi (C) izlenmektedir. Bar = 2um.
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Sekil 52.

Deney kontrol grubundan 21. giinde alinan siyatik sinir dokusunun elektron mikroskobik
goriinlimii. Miyelinli sinir liflerinde c¢ogu alanda aksoplazma ve miyelin kilifta (Mk)
ultrastriiktiirel degisikliklerin hala mevcut oldugu tespit edilmektedir. Miyelin kilifin diizenli
konsantrik lamellar yapisinin bozuldugu yer yer akson igerisine dogru invajine oldugu (oklar)
ve bazi alanlarda aksoplazmada biiziismelerin (ok baslari) gerceklestigi gozlenmektedir.
Aksonlar aras1 alanlarda igerisinde fagosite edilmis miyelin kilif artiklart ve lipid
damlaciklariyla (*) birlikte makrofajlar (M) izlenmektedir. Sinir liflerinin arasindaki bag

dokuda kollajen lifler (Kol) gézlemlenmektedir. Bar = 2um.

91



4.5.4. Diklofenak Sodyum Tedavi Grubu

Diklofenak sodyum tedavi grubundan, hasardan sonra 7. giinde elde edilen
siyatik sinir doku oOrneklerinin elektron mikroskobik olarak degerlendirilmesinde,
miyelinli sinir liflerinde ¢ogu alanda miyelin kilif lamellar yapisinin dejeneratif
degisiklikler gosterdigi, bazi alanlarda akson icerisine dogru invajinasyon yaptigi
goriildii. Deney kontrol grubuna oranla nispeten azalmis olmakla birlikte, bu grupta da
birgok alanda aksonla miyelin kilif arasinda vakuollerin olustugu, aksoplazmada
biizligmelerin oldugu izlendi. Miyelinsiz sinir liflerinin genel olarak normal ince
yapilarim1 koruduklar1 tespit edildi. Dejeneratif bolgelerde kapiller damar sayisinin
arttig1 goriildii. Sinir liflerinin aralarindaki bag dokuda yer alan fibroblastlarin, makrofaj
ve mast hiicreleri gibi enflamatuvar hiicrelerin dejenerasyon bolgelerine yakin alanlarda
arttigi, makrofajlarin dejenere miyelin kilif artiklarinin  fagosite ettigi  ve
sitoplazmalarinda c¢ok sayida lipid damlacigi bulundugu izlendi. Ayrica dejeneratif
bolgelerde bulunan Schwann hiicrelerinde ise deney kontrol grubuna benzer sekilde
cekirdekte kromatinin yogunlastigi ve organel yapilarinda dejeneratif degisiklikler
bulundugu goriildii (Sekil 53).

Diklofenak sodyum tedavi grubundan 14. ve 21. giinde alinan dokularin elektron
mikroskobik incelemesinde, aksoplazmada organel yapilarinda ve akson etrafindaki
miyelin kilifin konsantrik lamellar yapisinda dejeneratif degisiklikler goriilmekle
birlikte, bu dejeneratif degisikliklerin ayn1 grubun 7 giinliik alt grubuna oranla nispeten
azalmis oldugu goriildii. Ozellikle 21 giinliik grupta miyelinli sinir liflerinde hafif fokal
degisiklikler var olmakla birlikte ¢ogu alanda sinir lifleri ve onlari saran Schwann

hiicrelerinin normal ince yapida olduklar: dikkati ¢ekti (Sekil 54, 55).
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Sekil 53.
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Diklofenak sodyum tedavi grubundan 7. giinde alinan siyatik sinir dokusunun elektron
mikroskobik gériiniimii. Miyelinli sinir liflerinde miyelin kilif (mk) lamellar yapisinda
bozulmalar ve akson igerisine invajinasyonlar oldugu (ok) izlenmektedir. Sitoplazmasinda
miyelin kilifi fagosite etmis makrofajlar (M), miyelin kilif kalintilar1 (ok bagst) ve lipid
damlaciklart (*) izlenmektedir. Aksonlar arasinda bag dokuda kollajen lifler (Kol)

goriilmektedir. Bar = 2um.
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Sekil 54. Diklofenak sodyum tedavi grubundan 14. giinde alinan siyatik sinir dokusunun elektron

mikroskobik goriinimii. Miyelinli aksonlarda (a), miyelin kilif (mk) lamellar yapisinda
bozulmalar ve invajinasyonlar (oklar) oldugu izlenmektedir. Sitoplazmasinda miyelin kilifi
fagosite etmis makrofajlar (M), miyelin kilif kalintilar1 ve lipid damlaciklari (*) izlenmektedir.
Aksonlar arasi alanda bag dokuda kollajen lifler (Kol) gorillmektedir. Bar = 2um.
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Sekil 55. Diklofenak sodyum tedavi grubundan 21. giinde aliman siyatik sinir dokusunun elektron
mikroskobik gériiniimii. Miyelin kilif (mk) yapisinda diger 2 giine kiyasla az olmakla birlikte
aksoplazma igerisine dogru yer yer invajinasyonlar (ok baglari) ile bazi alanlarda lamellar
yapinin bozuldugu (oklar) izlenmektedir. Dejenerasyon bolgesinde bulunan kan damari (KD)
yapist goriilmektedir. Miyelinsiz aksonlarmm (Ma) genel olarak normal ince yapilarin
koruduklart izlenmektedir. Aksonlar arasi alanda bag dokuda kollajen lifler (Kol)

goriilmektedir. Bar = 2um.
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4.5.5. Zonisamide Tedavi Grubu

Siyatik sinir hasarindan sonra zonisamide tedavisi uygulanan gruba ait sinir
dokularinin elektron mikroskobik olarak degerlendirilmesinde, 7 giinliik grupta, bazi
miyelinli sinir liflerinde, akson etrafinda yer alan miyelin kilifin normal lamellar
yapisinin bozuldugu, miyelin kilif ve aksonun dejeneratif degisiklikler gosterdigi
izlenmekle birlikte, miyelinli sinir liflerinin ¢ogu alanlarda rejenere olduklar1 ve akson
ve miyelin kilif yapilart ile normal goriiniimde olduklar1 kaydedildi. Sinir liflerinin
aralarinda bulunan bag dokudaki fagositik hiicrelerin, akson ve miyelin yikintilarini
fagosite ettikleri dikkati ¢ekti. Deney kontrol grubu ve diklofenak sodyum tedavisi
uygulanan grupla kiyaslandiginda zonisamide tedavisi uygulanan bu grupta rejeneratif
alanlarin artmis oldugu goriildi (Sekil 56).

Siyatik sinir hasar1 sonras1 zonisamide tedavisi uygulanan bu grubun 14 ve 21
giinliik alt gruplarmin elektron mikroskobik olarak incelenmesinde, 7 giinliik grupla
kiyaslandiginda miyelinli sinir liflerinde aksoplazmadaki organellerin, aksonun
etrafindaki miyelin kilifin yapisinin, sinir liflerini saran Schwann hiicrelerinin birgok
alanda normal ince yapida oldugu goriildii. Baz1 alanlarda miyelin kilifin akson igine
invajinasyonu, akson disina evaginasyonu gibi fokal dejeneratif degisiklikler var
olmakla birlikte, deney kontrol ve tek basina diklofenak sodyum tedavisi uygulanan
gruba oranla iyilesmenin arttig1 izlendi. Sinir liflerinin aralarindaki bag dokuda

kapillerlerin, fibroblastlarin ve kollajen liflerin yer aldig1 goriildii (Sekil 57, 58).
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Sekil 56. Zonisamide tedavi grubundan 7. giinde alinan siyatik sinir dokusunun elektron mikroskobik

goriiniimii. Miyelinli sinir liflerinin ve miyelin kilif (mk) yapisinin dejeneratif degisikliklere
sahip oldugu, yer yer lamellar yapmin bozuldugu (oklar) gozlemlenmektedir. Bununla birlikte,
¢ogu alanda akson (a) ile miyelin kilifin normal histolojik goriiniimde oldugu izlenmektedir.
Miyelinsiz sinir liflerinin (Ma) Schwann hiicre sitoplazmasina gémiilii halde normal histolojik
yapida oldugu goriilmektedir. Sinir liflerinin arasindaki bag dokuda kollajen lifler (Kol)
gozlemlenmektedir. Bar = Spm.
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Sekil 57. Zonisamide tedavi grubundan 14. giinde alinan siyatik sinir dokusunun elektron mikroskobik

goriiniimii. Miyelinli sinir liflerinde iyilesmenin devam ettigi goriilmektedir. Miyelinli sinir
liflerinde aksoplazmadaki organellerin ve aksonun etrafindaki miyelin kilif (mk) yapisinin
birgok alanda normal yapida oldugu izlenmektedir. Baz1 bolgelerde miyelin kilifin lamellar
yapisinin  bozulmasi (oklar) ve akson (a) igine invajinasyonu gibi bolgesel dejeneratif
degisiklikler gortilmektedir. Ayrica yer yer aksoplazmada biiziismelerin (ok basi) meydana
geldigi goriilmektedir. Miyelinsiz sinir liflerinin (Ma) Schwann hiicre sitoplazmasina gomiilii
halde normal histolojik yapida oldugu izlenmektedir. Sinir liflerinin arasindaki bag dokuda

kollajen lifler (Kol) gozlemlenmektedir. Bar = 2um.
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Sekil 58. Zonisamide tedavi grubundan 21. giinde alinan siyatik sinir dokusunun elektron mikroskobik

goriniimii. Miyelinli sinir liflerinde aksoplazmadaki organellerin ve aksonun (a) etrafindaki
miyelin kilif (mk) yapisinin ¢ogunlukla normal histolojik yapida oldugu izlenmektedir. Buna
karsilik bazi bolgelerde hala fokal dejeneratif degisiklikler (oklar) goézlemlenmektedir.
Miyelinsiz sinir liflerinin (Ma) Schwann hiicre sitoplazmasina gémiilii halde normal histolojik
yapida oldugu izlenmektedir. Sinir liflerinin arasindaki bag dokuda kollajen lifler (Kol)

gozlemlenmektedir. Bar = 2um.
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4.5.6. Zonisamide ve Diklofenak Sodyum Kombine Tedavi Grubu

Siyatik sinir hasar1 sonrasi zonisamide ve diklofenak sodyum kombine tedavisi
uygulanan gruptan 7. Giinde elde edilen sinir dokularmnin elektron mikroskobik
incelenmesinde bazi alanlarda Schwann hiicrelerinde heterokromatin artigi, bazi
aksonlarda mitokondriyonlarda yapisal bozukluklar ve fagozom igeren makrofajlara
rastlansa da ¢ogu alanlarda sinir liflerinin akson ve miyelin kilif yapilar1 ile normale
yakin goriiniimde olduklar1 goriildii. Miyelinsiz sinir liflerinde aksonlarin Schwann
hiicre sitoplazmasina gomiilii olarak bulunduklar1 ve genellikle normal yapilarim
koruduklart izlendi (Sekil 59). Kombine tedavi uygulanan bu grubun 14 ve 21 giinliik
alt gruplarinda kontrol grubuna benzer sekilde miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerinin
cogu alanda normal histolojik yapida olduklar1t goriildi. ~Aksoplazmada
mitokondriyonlar, norotiibiil ve ndrofilamanlar normal ince yapidaydi. Miyelinli sinir
liflerinde miyelin kilifin konsantrik lamellar yapisinin ¢cogu alanda korunmus oldugu,
miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerini saran Schwann hiicrelerinin de ¢ekirdek ve
organelleriyle normal goriinimde oldugu izlendi. Sinir liflerinin aralarinda,
sitoplazmasinda fagosite edilen materyal igeren makrofajlara bu grupta da rastland.

Makrofaj sitoplazmalarinda, lizozomlar, lipid damlaciklar1 gortildii (Sekil 60, 61).
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Sekil 59. Kombine tedavi grubundan 7. giinde alinan siyatik sinir dokusunun elektron mikroskobik
goriiniimi. Miyelinsiz sinir liflerinde (Ma) aksonlarin Schwann hiicre sitoplazmasina gomiilii
olarak bulunduklar1 ve normal yapilarini koruduklar1 izlenmektedir. Bazi alanlarda miyelin
kilifin (mk) akson (a) igerisine dogru invajine oldugu goriilmektedir. Yer yer aksonla miyelin
kilif arasinda vakuollerin olustugu ve aksoplazmada biiziismelerin oldugu (oklar)
izlenmektedir. Sinir liflerinin arasindaki bag dokuda kollajen lifler (Kol) gozlemlenmektedir.

Bar =2pm.
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Sekil 60. Kombine tedavi grubundan 14. giinde alinan siyatik sinir dokusunun elektron mikroskobik

goriiniimi. Miyelinli aksonlarda (a) miyelin kilifin (mk) konsantrik lamellar yapisinin ¢ogu
alanda korunmus oldugu, buna karsilik bazi alanlarda dejeneratif degisikliklerin bulundugu (ok
baslar1) goriilmektedir. Miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerinin ¢ogu alanda normal histolojik
yapida oldugu izlenmektedir. Sinir liflerinin arasindaki bag dokuda kollajen lifler (Kol)

gozlemlenmektedir. Bar = 2um.
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Sekil 61.

Kombine tedavi grubundan 21. giinde alinan siyatik sinir dokusunun elektron mikroskobik

goriiniimi. Miyelinli aksonlarda (a) miyelin kilifin (mk) konsantrik lamellar yapisinin ¢ogu
alanda korunmus oldugu, miyelinli ve miyelinsiz sinir liflerini (Ma) saran Schwann
hiicrelerinin (Sh) de ¢ekirdek (C) ve organelleriyle normal goriiniimde oldugu izlenmektedir.

Sinir liflerinin arasindaki bag dokuda kollajen lifler (Kol) gézlemlenmektedir. Bar = 2pum.
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5. TARTISMA

Deneysel siyatik sinir hasar1 sonras1 zonisamide ve diklofenak sodyumun ayri
ayr1 ve kombine tedavilerinin, enflamasyon ve sinir rejenerasyonuna olan etkilerinin
immiinohistokimyasal, histomorfometrik ve molekiiler biyolojik yoOntemlerle
incelendigi bu calismada, iINOS ve COX-2 ekspresyonlarinin, siyatik sinir hasari
sonrasinda Schwann hiicreleri, enflamatuvar hiicreler ve kapiller endotel hiicrelerinde
arttigt bulundu. Deney kontrol grubunda her iki enflamasyon markirinin da
ekspresyonlarinin 7. giinde en yiiksek seviyede oldugu, 14. ve 21. giinlerde ise azaldig:
dikkati ¢ekti. Diklofenak sodyum tedavisi uygulanan grubun, mikroskobik diizeyde
deney kontrol grubuna benzer sonuglar gosterdigi, bununla birlikte, diklofenak sodyum
tedavisinin ozellikle COX-2 ekspresyonunda anlamli bir azalmaya neden oldugu
belirlendi. Tek basina zonisamide ile tedavi edilen ve diklofenak sodyum ile zonisamide
kombine tedavisi uygulanan gruplarda yaralanmayi takiben iNOS ve COX-2
ekspresyonlarinin azaldig1 goriildii. Ozellikle kombine tedavi uygulanan grupta iNOS
ve COX-2 ekspresyonlarmin 7. giinden itibaren diger deney gruplarina oranla anlaml
Olciide azaldig1 goriildii. Tiim gruplardan elde edilen siyatik sinir dokularindan alinan
yar1 ince kesitlerin toluidin mavisi ile boyanarak 151k mikroskobunda histomorfometrik
analizler agisindan degerlendirilmesinde deney kontrol grubunda miyelinli sinir lifi
sayisinin kontrol grubuna gore azaldigi ve bu azalmanin ozellikle 7. glinde belirgin
oldugu tespit edildi. Diklofenak sodyum tedavi grubunda 7., 14. ve 21. giinlerde
miyelinli sinir lif sayilar1 incelendiginde kontrole gbére azalmis oldugu, deney kontrol
grubuna benzer sonuglar gosterdigi belirlendi. Buna karsilik diklofenak sodyum tedavisi
verilen grubun 7, 14 ve 21 giinliik alt gruplar1 kendi aralarinda miyelinli sinir lifi
sayilar1 agisindan karsilastirildiginda, 21. giinde miyelinli sinir lifi sayisinin 7. giine
kiyasla arttig1 tespit edildi. Tek basina zonisamide uygulanan grup ve zonisamide ile
diklofenak sodyum kombine tedavi grubunda ise, her 3 giinde de deney kontrol ve
diklofenak sodyum tedavi gruplarina gére miyelinli sinir lifi sayisinda anlamli artis
oldugu ve bu artisin en yiiksek 21. giinde oldugu belirlendi. Elektron mikroskobik
incelemelerde, deney kontrol grubunda ¢ogu alanda miyelin kilifta konsantrik lamellar
diizenlenmenin bozuldugu, kilifin akson igerisine dogru invajine oldugu, miyelinli ve

miyelinsiz liflerin aralarindaki bag dokuda enflamatuvar hiicrelerin yaygin olarak
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bulundugu izlendi. Makrofaj sitoplazmalarinda fagosite edilmis miyelin kilif artiklar ile
lipid damlaciklarina rastlandi. Bu dejeneratif degisikliklerin 21. giinde nispeten daha az
oldugu tespit edildi. Diklofenak sodyum tedavi grubunun elektron mikroskobik
degerlendirmesinde de deney kontrol grubuna benzer olarak ozellikle 7. giinde cogu
alanda miyelin kilif yapisinda dejeneratif degisiklikler oldugu, aksoplazmadaki
organellerde harabiyetin oldugu goriildi. Buna karsilik diklofenak sodyum tedavi
grubundan 14 ve 21. giinde alinan dokularin elektron mikroskobik incelemesinde, ayni
grubun 7. ginil ile deney kontrol grubunun 7., 14. ve 21. giinleriyle kiyaslandiginda,
cogu alanda akson ve miyelin kilifta dejenerasyonun varligi izlense de rejeneratif
alanlarin artmis oldugu belirlendi. Tek basina zonisamide tedavisi uygulanan grup ve
kombine tedavi gruplarinda ise deney kontrol ve diklofenak sodyum tedavi gruplarina
kiyasla akson ve miyelin kilifta rejenerasyonun belirgin derecede artmis oldugu
gbzlemlendi. Her iki grupta da bu iyilesmenin 6zellikle 21. giinde en yiiksek diizeye
ulagtigi  goriildii. Miyelinizasyonun degerlendirilmesi amaciyla Krox-20 gen
ekspresyonu seviyelerine bakildiginda, siyatik sinir hasar1 sonrast Krox-20
ekspresyonunun azaldig tespit edildi. Ozellikle kombine tedavi uygulamasi sonrasi
Krox-20 gen ekspresyonunun zaman ic¢inde artarak kontrol ve sham gruplarina benzer
seviyelere ulastig1 goriildii. Bu bulgular, kombine tedavi uygulanmasinin Krox-20 gen
ekspresyonu lizerinde olumlu bir etkisi oldugunu diisiindiirmektedir. p75NTR gen
ekspresyonunun ise siyatik sinirde hasar olusumu sonrasinda arttigi gozlemlendi.
Kombine tedavinin 6zellikle 14. ve 21. giinlerde p7SNTR ekspresyonunda anlamli bir
artis sagladig: fakat tek basina zonisamide ve tek basina diklofenak sodyum tedavisi
uygulanan gruplarda bu artigin daha simirli oldugu belirlendi. Bu bulgular, diklofenak
sodyum ile zonisamide kombine tedavisinin sirastyla aksonal filizlenme ve miyelin kilif
olusumu ile iligkili p7SNTR ve Krox-20 gen ekspresyonlariin artigini uyardigini bu
nedenle siyatik sinir hasarindan sonra akson rejenerasyonu ve miyelinizasyonda
potansiyel olarak etkin bir tedavi protokolii olusturmak iizere kullanilabilecegini
distindlirmiistiir.

PSH, ciddi ve uzun siireli fonksiyonel ve fizyolojik yetersizliklere yol agarak,
insan sagligin1 ve yasam kalitesini bozan nérolojik bir bozukluktur (119). Periferik sinir
hasarindan sonra meydana gelen rejenerasyonun molekiiler mekanizmalar1 hakkindaki

bilgiler her gecen giin artmasimna ragmen, PSH giiniimiizde hala 6nemli bir saglik
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problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (120). Miyelinli sinir lifleri, farkli tiir ve siddette
maruz kalinan ezilme tipi hasar ile kolayca zarar gorebilecek hassas yapilardir. Bu
yapilar beyin ile hedef organ ve kaslar arasinda yer aldigindan, burada meydana gelen
hasarlar iletisimsel bozukluklara neden olabilmektedir (121). Sinir hasar1 iatrojenik ve
travmatik nedenler gibi bircok sebepten kaynaklanabilmektedir (122, 123). PSH’nin
bliyiik bir ¢ogunlugu, yetersiz sinir iyilesmesi, duyusal ve motor fonksiyon kaybi ile
sonuglanmaktadir. Bu durum kendini kas atrofisi, kronik agri ve zayiflama ile
gostermektedir (38). lyilesme siirecinde yeniden olusan akson filizleri, distal motor ug
bolgelerini innerve edebilmek i¢in yavas bir hizda (1-3 mm/giin) uzun mesafeler
boyunca rejencrasyon gostermelidir (124). Bu nedenle PSH’de rejenerasyon siireci
zaman alabilmektedir. Ayrica, sinir dokusunun genis alanlarda kayba ugramasi ve
sinirlerin uzun siireli denervasyonu rejenerasyonu olumsuz etkileyen faktorler olup, bu
siire¢c innerve edilen organlarin geri doniisiimsiiz atrofisine yol agarak daha koti
sonuglara sebep olabilmektedir. (125, 126). Giinimiizde, PSH tedavisinde, ileri
mikrocerrahi yontemler ile epindral dikisler kullanilarak ugtan uca anastomoz
yapilmakta, anastomozun miimkiin olmadig1 durumlarda ise otolog sinir greftleri tercih
edilmektedir (127). Yaralanma sonrasi, iyilesen hastalarin yarisindan daha azinda tama
yakin motor veya duyusal fonksiyonel iyilesme goriilebilmektedir. Bununla birlikte
uygun cerrahi miidahalelere ragmen hastalarin ticte birinden daha fazlasi, az iyilesme
gosterebilmekte veya hicbir iyilesme gosterememektedir. Bu nedenle, PSH hastalarinda
fonksiyonel iyilesmeyi saglayabilmek amaciyla, terapdtik ve yardimer stratejiler
gelistirmek {izere yeni arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (128). Periferik sinir hasari
sonrasinda meydana gelen enflamatuvar reaksiyonlarin rejenerasyon ve dejenerasyon
stirecleri tizerinde 6nemli etkileri bulunmaktadir. Hasar sonrasi, makrofajlar, notrofiller
ve lenfositler gibi enflamatuvar hiicrelerin yaralanma bolgesine gb¢ etmesi ile
enflamasyon siireci baglamaktadir (129). Bu hiicreler, yaralanma bolgesindeki hiicresel
kalintilarin ve dejenere miyelin kilif atiklarinin temizlenmesinde Schwann hiicrelerine
yardimc1 olmakta ve rejenerasyon siirecine katkida bulunan sitokinler ile biiyiime
faktorlerini salgilamaktadirlar (56). Enflamasyon, periferik sinir hasari sonrasi hem
rejenerasyonu destekleyen hem de dejenerasyona katkida bulunan bir siire¢ olarak iki
yonlii iglev gorebilir. Enflamatuvar hiicrelerin salgiladigi biiyiime faktorleri ve

sitokinler, sinir liflerinin bilylimesini ve rejenerasyonunu tesvik etmektedir (32).
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Bununla birlikte, asirt ve devamli enflamasyon, sinir hasarinin artmasina ve
dejenerasyonun hizlanmasina yol agarak, noronlarin ve sinir liflerinin fonksiyonlarini
bozabilmektedir (130). Bu nedenle, periferik sinir hasarinin tedavisi i¢in enflamasyonun
dikkate alinmasi ve yonetilmesi dnemlidir. Dikkatli bir enflamasyon kontrolii, periferik
sinir hasar1 sonrasi rejenerasyonu destekleyebilir ve dejenerasyon siirecini yavagslatabilir
(131).

PSH’nin proenflamatuvar mediyatorler olan COX-2 ve iNOS ifadelerinde artisa
neden olabilecegi daha &nceki ¢alismalarda bildirilmistir (15, 132-134). Ozellikle COX-
2’nin yaralanma bolgesinde giiclii bir sekilde arttigi ve enflamatuvar yanitin
diizenlenmesinde rol oynadigi diistiniilmektedir (132). Ayrica COX-2’nin, periferik
sinirde olusan enflamasyondan sonra merkezi sinir sisteminde gri ve beyaz madde
icindeki non-ndronal hiicrelerde ve leptomeninks igerisinde bulunan kan damarlarinda
da eksprese oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (135). Arastirmacilar PSH’nin,
noropatik agrinin erken gelisim asamasinda spinal kord ve periferik sinirlerde COX-2
ve iINOS ekspresyonlarinda artisa neden oldugunu bildirmislerdir (15, 133, 134, 136).
Yapilan bir ¢caligmada iNOS ekspresyonu yetersiz olan farelerde, periferik sinirin hasara
verdigi yamitin ve akson rejenerasyonun gecikmesi ile birlikte, miyelinli liflerde
Wallerian dejenerasyonunun yavaslamasi gibi belirtiler gozlemlenmistir(134). Lin ve
arkadaslan tarafindan yapilan bir ¢alismada ise siyatik sinir hasarindan sonra iNOS
ifadesinin, siganlarda hem mRNA, hem de protein diizeyinde énemli 6lciide yiikseldigi
ve 7. ginde zirveye ulastigi, ardindan tekrar azaldigi gosterilmistir (136). Bizim
calismamizda da Lin ve arkadaslarinin bulgularmma benzer olarak, periferik sinir
hasarindan sonra iNOS ekspresyonunun 7. giinde ¢ok yiiksek oldugu, 14 ve 21.
giinlerde ise 7. giine oranla belirgin olarak azaldigi bulunmustur. Ayrica arastirmacilar
INOS tarafindan iiretilen nitrik oksitin, sinir hasarindan sonra periferik néronal
rejenerasyona katkida bulundugunu bildirmislerdir (137). Bununla birlikte, yapilan
calismalarda sinir hasarindan sonra asir1 iNOS ekspresyonunun sinir rejenerasyonunu
engelleyebildigi gosterilmistir (136, 138). Erken asamada, biiylik miktarda nitrik
oksitin, hiicrelere zarar verebileceg§i ve hasarli hiicreleri ortadan kaldirmak igin
apoptozisi indiikleyebilecegi bildirilmistir (139). Bu nedenle arastirmacilar iNOS
inhibitorlerinin PSH tedavisinde kullanilabilecegini ve PSH’nin erken donemlerinde

sinir rejenerasyonunu kolaylastirabilecegini diistinmiislerdir (136). Giiniimiize kadar
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yapilan ¢aligmalarda, arastirmacilar, proenflamatuvar bir molekiil olan COX-2’nin sinir
hasar1 sonrasinda arttigini, bu nedenle COX-2 inhibitorlerinin PSH’den sonra
enflamasyon ve oksidatif stresi azaltmak i¢in kullanilabilecegini bildirmislerdir. COX-2
inhibitérii kullaniminin sinir liflerinin yenilenme siirecine yardimci olabilecegini ve
fonksiyonel iyilesmeyi hizlandirabilecegini belirtmislerdir (140-142). Yapilan
caligmalarda COX-2 inhibitérii olan Celecoxib’in, si¢canlarda siyatik sinir
yaralanmasindan sonra fonksiyonel iyilesmeyi hizlandirdigi gosterilmistir (140, 141).
Ayrica bagka bir calisma, COX-2 inhibitorii olarak GW406381’in, ezilme tipi sinir
hasarindan sonra sicanlarin sural sinirlerinde ndropatik agriyr azalttigini gdstermistir
(143). Aymi zamanda, baska bir arastirmada, segici bir COX-2 inhibitorii olan
etodolagin, kismi siyatik sinir ligasyonundan sonra farelerde pence geri c¢ekme
esigindeki azalmay1 kismen veya tamamen tersine ¢evirdigi gosterilmistir (140). Ganesh
ve arkadaslar ise agrili sinir kokii basis1 olusturmadan dnce COX-2 inhibitorii ile 6n
tedavi uygulamis ve bu durumun spinal kortda enflamasyonu ve periferik sinirlerde
oksidatif stresi azaltarak agri1 gelisimini 6nledigini 6ne siirmiislerdir (142). Bu nedenle
aragtirmacilar, celecoxib, etodolak, diklofenak sodyum ve meloksikam gibi segici COX-
2 inhibitorlerinin, PSH’den sonra enflamasyon ve oksidatif stresi azaltmak icin
kullanilabilecegini ve bdylece rejenerasyon siirecine yardimci olarak, fonksiyonel
iyilesmeyi hizlandirabilecegini diisinmislerdir (140-142). Sunulan bu c¢aligmada,
literatiirdeki ¢aligmalara paralel olarak, siyatik sinir hasarindan sonra COX-2 inhibitori
diklofenak sodyum uygulanan tedavi grubunda, COX-2 ekspresyonunun tedavi
uygulanmayan deney kontrol grubuyla kiyaslandiginda azalmis oldugunu goriildii. Bu
azalmanin tedaviyle birlikte 7. giinden itibaren bagladigi, 14 ve 21. giinlerde ise COX-2
ekspresyonun 7. giine oranla daha da azalmis oldugu bulundu. Bu durum diklofenak
sodyumun enflamasyonu azaltarak siyatik sinirin rejenerasyon siirecine katkida
bulunabilecegini diisiindiirmiistiir. Kakita ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
calismada diklofenak sodyumun, mikrogliya kiiltiirlerinde proenflamatuvar sitokinlerle
sinerjik etki gostererek iNOS ve NO {iretimine neden oldugu, sonug olarak mikrogliyal
fagositik aktivitenin uyarilmasina yol ac¢tig1 gosterilmistir. Arastirmacilar bu bulgular
varhiginda influenza iliskili ensefalopatide diklofenak sodyum kullaniminin 6nemli bir
mortalite artisina neden olabilecegini diisiinmiislerdir (144). Sunulan ¢alismamizda elde

ettigimiz verilere gore diklofenak sodyum verilen tedavi gruplarinda deney gruplarina
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benzer sekilde iNOS iiretiminin arttig1 tespit edildi. Bu bulgular Kakita ve
arkadaglarinin bulgularini1 destekler niteliktedir. Calismada kullandigimiz néroprotektif
ozellikleri olan, aksonal rejenerasyonu kolaylastirdigi bilinen zonisamide’in gerek tek
basina gerekse diklofenak sodyumla kombine olarak verildigi gruplarda iNOS
ekspresyonunu azalttigi goriildii. Bu durum diklofenak sodyum sebebiyle artmis olan
INOS ekspresyonunun zonisamide tarafindan inhibe edildigini ve zonisamide’in
diklofenak sodyuma karsit etki gostererek iNOS inhibitorii olarak davrandigim
distindlirmiistiir.

Bagka bir c¢alismada ise iINOS inhibitoérii olan Aminoguadinin’in (AG)
siganlarda pati 6demi modeli tizerinde diklofenak sodyumun antienflamatuvar
etkinligini belirgin sekilde arttirdig1 belirtilmistir. Arastirmacilar, AG’nin NO {iiretimini
inhibe etmesinin diklofenak Ssodyumun etkinliginin artmasinda  rol oynadigini
distinmiislerdir (145). Nitekim bizim ¢alismamizda da bununla uyumlu olarak, kombine
tedavi uyguladigimiz grupta COX-2 ckspresyonunun, tek basina zonisamide ve
diklofenak sodyum uygulanan diger tedavi gruplarina oranla daha da azalmis oldugu
goriildi. Bu durum bize, zonisamide‘in diklofenak sodyumun COX-2’yi inhibe ederek
gosterdigi antienflamatuvar etkisini arttirmis olabilecegini diislindiirdii. Noda ve
arkadaslari, zonisamide’in potansiyel etki mekanizmalar1 arasinda asirt NO {iretiminin
inhibisyonunun yer aldigini bildirmislerdir. Yapilan deneysel ¢aligmalar, zonisamide‘in
hipokampiiste NO sentazi inhibe ettigini ve NO olusumunun azaltilmasi yoluyla
noroprotektif bir etkiye sahip oldugunu gdostermistir. Ayrica bu arastirmacilar,
zonisamide‘in noroprotektif etkilerinin, antioksidan ve NO modiile edici etkileriyle
iligkili olabilecegini diisiinmiislerdir (146). Arastirmamizdan elde ettigimiz bulgularda,
Noda ve arkadaslarinin elde ettigi sonuglara benzer olarak, yalnizca zonisamide
uygulanan grupta ve diklofenak sodyumla birlikte zonisamide verilen kombine tedavi
gruplarinda, iNOS ekspresyonunun azaldigi belirlendi. Bu durum, diklofenak sodyum
sebebiyle artmis olan iNOS ekspresyonunun zonisamide kullanilarak inhibe
edilmesinin, siyatik sinir hasarindan sonra miyelinli sinir lifi rejenerasyonu ve
fonksiyonel iyilesme iizerine etkili olabilecegi hipotezimizi destekler nitelikteydi.

Arias JA ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, kronik alkol
maruziyeti olan sicanlarin hipokampiisiinde zonisamide’in COX-2 ifadesini azalttig1

bildirilmistir. Caligma, zonisamide‘in hipokampiiste COX-2 ve diger enflamatuvar
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aracilarin ifadesini azaltarak noroprotektif etkilerini gosterdigini one stirmektedir (147).
Sunulan c¢alismamizda COX-2 ifadesinin hem zonisamide hem de kombine tedavi
gruplarinda, deney kontrol grubuna gore azaldigi goriildii. Bu azalmanin kombine
tedavi grubunda belirgin oldugu bulundu. Ozellikle 21. giinde hem zonisamide grubu
hem de kombine tedavi grubunda, COX-2 ekspresyonunun kontrol grubuna benzer
olarak minimal diizeyde oldugu goriildii. Bu bulgular Arias ve arkadaslarinin
hipokampiiste yaptig1 calismanin sonuglariyla ortigmekte ve zonisamide‘in siyatik
sinirde COX-2 ekspresyonunu azalttigini, dahasi kombine tedavi olarak diklofenak
sodyumla birlikte kullanildiginda, diklofenak sodyumun COX-2’yi inhibe edici
antienflamatuvar etkisini arttirdigin1 gostermektedir.

Periferik sinir hasarindan sonra zonisamide ve diklofenak sodyumun ayri ayr1 ve
kombine tedavilerinin enflamasyon {izerine olan etkilerinin yanisira, miyelinli sinir lifi
sayillar1 ve yeniden miyelinizasyon {lizerine olan etkilerini de arastirdigimiz
calismamizda, miyelin kilif olusumu ile ilgili gen olan Krox-20 ekspresyonlarini da
degerlendirdik. Deney kontrol grubunda, tamamen saglam olan kontrol grubu ile tedavi
gruplaria oranla miyelinizasyon markirt Krox-20’nin anlamli olarak azalmis oldugunu
gosterdik. Bizim ¢alismamiza uygun olarak Nagarajan ve arkadaglari tarafindan yapilan
bir ¢alismada, sinir hasar1 sonrasinda Krox-20 ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir.
Arastirmacilar Schwann hiicrelerindeki Krox-20 eksikliginin, hiicrelerin dediferansiye
olmasina ve miyelin yapisinin bozulmasina neden olabilecegini diisiinmiislerdir (148).
Periferik sinir sistemi glial hiicreleri ile ilgili yapilan bir calismada ise Schwann
hiicrelerinde Krox-20’nin hasar sonrasi tekrar arttifi, periferik sinir hasari sonrasi
remiyelinizasyon siirecinde dnemli oldugu rapor edilmistir. Bu siire¢te, Krox-20’nin,
miyelinizasyonu diizenleyen diger genlerin aktivasyonunu da kontrol ettigi belirtilmistir
(91, 149). Bu bulgular ¢alismamizda deney kontrol grubundan alinan dokulardan elde
ettigimiz Krox-20 ekspresyon seviyelerinin azalmasini destekler niteliktedir. Yapilan bir
calismada Krox-20'nin, sinir hasar1 sonrasinda periferik sinirlerin remiyelinizasyonu
tizerine olan etkilerinin BACE1 geninin baskilanmasiyla iligkili oldugu bildirilmistir
(150). Baska bir ¢alismada ise arastirmacilar Krox-20 transkripsiyon faktoriiniin,
periferik sinir miyelinizasyonunu diizenledigini ve c-Jun ve Sox2 ile zt roller
oynadigmi ileri siirmiiglerdir. Ayrica ayni arastirmacilar Krox-20 geni susturulmus

farelerdeki Schwann hiicrelerinin, normal miyelin kilifi olusturamadigini bildirmislerdir
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(89). Buna karsilik Parkinson ve arkadaslar1 Krox-20'nin asir1 tiretilmesinin, JNK/c-Jun
aktivasyonunu engelledigini, Schwann hiicrelerinin biiylime ve Olim faktorlerine
verdigi tepkileri degistirdigini ve bu sayede Schwann hiicrelerinin aktif durumdan
miyelin {ireten sessiz duruma gegisini diizenledigini agiklamislardir (90). Decker ve
arkadasglari ise, yaptiklar1 calismada Krox-20'nin susturulmasinin, Schwann hiicrelerinin
farklilasmasinin tersine donmesine ve hiicre ¢ogalmasina yol actigini tespit etmislerdir
(91). Yapilan deneysel ¢alismalarda Krox-20'min, bircok miyelin ve lipid iiretimi ile
ilgili genin promotor bolgelerine dogrudan baglandigini, hiicredeki proteinler ve DNA
arasindaki etkilesimi arastirmak i¢in kullanilan bir tiir immiin presipitasyon deneysel
teknigi olan, ChIP deneyi ile gosterilmistir (151, 152). Ayrica, Krox-20 baglant1 noktasi
olarak gorev yapan asetillenmis histon bolgesi H3K27'deki degisiklikler belirlendiginde,
periferik sinir yaralanmasinin ardindan birgok H3K27 bolgesinin asetilasyonunu
kaybettigi gosterilmistir (153). Bu bilgilere karsilik, giincel bir ¢alisma Krox-20'nin asiri
ekspresyonunun Schwann hiicre miyelinizasyonunu in vitro ortamda artirdigini, ancak
hiicre nakli yapilan farelerde in vivo ortamda miyelinizasyonu azalttigin1 gostermektedir
(154). Arastirmacilar bu ¢eligkili bulgularin, Krox-20'nin biyolojik islevlerinin
rejenerasyon  siirecindeki  diger  faktorlerden etkilenebilecegini = gdsterdigini
belirtmislerdir. Ayrica ayni arastirmacilar C-Jun ve Sox2'nin Krox-20’ yi baskilarken,
Krox-20’ nin de karsilikli olarak c-Jun ve Sox2’ yi baskiladigini ve bdylece sinirin
yeniden filizlenmesinin birden fazla faktdriin koordineli etkilesimiyle gergeklestigini
ileri siirmiislerdir(155). Bu bulgular 1s1ginda arastirmacilar, Schwann hiicrelerinin
yeniden programlanmasi ve miyelinizasyonun temel diizenleyicisi olarak fonksiyon
goren Krox-20’nin, periferik sinir hasarindan sonra fonksiyonel iyilesmeyi ve aksonal
rejenerasyonu uyarmak iizere umut vadeden bir hedef markir olarak kullanilabilecegini
diistinmektedirler(156). Calismamizin sonuglarina bakildiginda, siyatik sinir hasari
sonrast Krox-20 ekspresyonunun azaldigi ve tedavi uygulanan gruplarda bu
ekspresyonun zamana bagl olarak artig gosterdigi gortilmektedir. Bu durum, Krox-20’
nin remiyelinizasyon ve fonksiyonel sinir iyilesmesinde 6nemli bir rol oynadigim
diistindiirmektedir. Krox-20 ekspresyonunun, tedavi uygulanan gruplarda zamanla artis
gostermesi, bu tedavilerin sinir hasar1 sonras1 miyelinizasyon siireclerini olumlu yonde
etkileyebilecegini diislindiirmektedir. Kombine tedavi grubunda 14. ve 21. giinde Krox-

20 gen ekspresyonunun kontrol ve sham gruplarina benzer seviyelere ulagmasi,
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kombine tedavinin sinir iyilesmesine ve remiyelinizasyon siirecine olumlu katki
saglayabilecegini gostermektedir. Zonisamide uygulanan grupta da 21. giinde Krox-20
ekspresyonu deney kontrol grubu ve diklofenak sodyum grubuna oranla anlamli bir artig
gosterdi. Bu da bize zonisamide tedavisinin ndroprotektif etkilerinden dolayr zamana
bagli olarak miyelinizasyonu arttirdigini, diklofenak sodyumla kombine verildiginde ise
bu etkilerin daha erken dénemde ortaya ¢iktigini gosterdi. Bu sonuglar, Krox-20’ nin
periferik sinir hasarindan sonra miyelinizasyon, aksonal rejenerasyon ve fonksiyonel
sinir iyilesmesinin degerlendirilmesinde potansiyel bir hedef markir olarak
kullanilabilecegini desteklemektedir. Ozellikle Krox-20, c-Jun ve Sox2 gibi
transkripsiyon faktorlerinin karmasik etkilesimleri, sinir yeniden biiylimesi ve
remiyelinizasyon siire¢lerinde ¢ok yonlii diizenleyici roller oynadigini gostermektedir.
Bu faktorlerin bir araya gelerek hiicre ¢ogalmasi, farklilasma ve miyelinizasyon
stireglerini diizenledigi diisliniilmektedir. Dolayistyla, bu transkripsiyon faktorlerinin
modiilasyonu ve dengeli etkilesimlerinin saglanmasi, periferik sinir hasari tedavisinde
onemli bir strateji olarak degerlendirilebilir. Farkli tedavi yontemlerinin bu siirecleri
etkileyerek sinir hasariin iyilesmesine katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
p75NTR, MSS’de oldugu gibi Schwann hiicrelerinde de oOncelikle gelisim
sirasinda ve yaralanma sonrasinda ifade edilmektedir. Schwann hiicrelerinin ana islevi,
periferik aksonlart miyelin kilifla kaplamaktir ve bu siireg, hiicre ¢ogalmasi, hiicre gogii,
miyelin proteinlerinin ekspresyonlarinin diizenlenmesi ve sonunda aksonlarin miyelinle
kaplanmas1 da dahil olmak {izere iyi diizenlenmis bir diferansiyasyon programi
gerektirmektedir. Ozellikle beyin kdkenli nérotrofik faktdr (BDNF), gelisim sirasinda
ve yaralanma sonrasinda (157) periferik sinir miyelinizasyonu iizerinde olumlu bir
etkiye sahiptir (158, 159). Cosgaya ve arkadagslari tarafindan yapilan bir ¢aligmada
p75NTR'nin BDNF'nin miyelinizasyon tizerindeki etkisini diizenlemedeki rolii
incelenmis ve dorsal kok ganglion (DRG) noéronlart ile Schwann hiicrelerinin
kokiiltiirleri kullanilarak in vitro ve p75SNTR susturulmus fareler ile yabani tip farelerin
karsilagtirilmasiyla in vivo olarak incelenmistir. Arastirmacilar bu incelemeler
sonucunda, p75NTR susturulmus farelerin miyelin kiliflarinin, yabani tip
farelerinkinden o6nemli Olglide daha ince oldugunu bildirmislerdir (159). Aym
aragtirmacilar periferik sinirlerde, p75SNTR baskilayict antikorlarin kullanilmasinin,

hipomiyelinizasyona neden oldugunu, tam tersi p7SNTR’nin stimiile edilmesinin ise
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miyelinizasyonda artisa yol a¢tigini 6ne siirmiislerdir(159). Calismamizda p75SNTR’nin
hasar sonras1 7. giinde artmaya basladig1 14. ve 21. giinlerde ise bu artisin kontrol
grubuyla kiyaslandiginda anlamli oldugu bulundu. Bu bulgular literatiirle uyumludur.
Ayrica elektron mikroskobik goriintiiler incelendiginde hasar sonrasi 14. ve 21.
giinlerde elde edilen dokularda ¢ogu alanda miyelin kilifta dejeneratif degisiklikler
bulunmasina ragmen 7. giine kiyasla bu degisikliklerin nispeten azalmis oldugu
goriildii. Bu bulgular incelendiginde ¢alismamizin sonuglari Cosgaya ve arkadaglari
tarafindan yapilan caligmayla benzerlik gostermektedir. Hasarli sinir hiicreleri ve
cevreleyen destek hiicrelerinin (glial hiicreler) etkilesimi, sinir onariminin sonucunu
belirlemektedir. Zhou ve arkadaglar1 p7SNTR’nin, bu rejeneratif siirecte 6nemli bir rol
oynadigmi ve dengeleyici bir molekiill gdrevi gordiigiinii bildirmislerdir. Ayrica
aragtirmacilar tarafindan p75NTR’nin bir yandan, sinir hiicrelerinde miyelinle iligkili
inhibe edici faktorlerin sinyallerini ileterek sinir hiicre uzantilarinin (ndrit)
kaybolmasina yol agtigl, diger yandan, sinir hiicre uzantilariin biiylimesinde
ndrotrofinler i¢in bagimsiz bir reseptor olarak ¢aligtigl ve sinir onarimi i¢in olumlu bir
sinyal gorevi yaptigi belirtilmistir (160). Sunulan bu ¢alismada deney kontrol grubu ve
diklofenak sodyum uygulanan tedavi gruplarinda p75NTR’nin zamana bagl kismi artis
gosterdigi belirlendi. Buna karsilik zonisamide ve kombine tedavi gruplarindaki artisin
diklofenak sodyum tedavi grubu ve deney kontrol grubuyla kiyaslandiginda 14. ve 21.
giinlerde daha anlamli oldugu belirlendi. Elektron mikroskobik goriintiiler
incelendiginde ise bu giinlerde zonisamide ve kombine tedavi gruplarinda dejeneratif
alanlarin azaldigi, Schwann hiicreleri ile miyelinli ve miyelinsiz liflerin normal
histolojik yapilarint korumus olduklar1 goriildii. Bu bulgular Zhou ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢aligmaya benzer olarak p75SNTR’nin aksonal filizlenme ve miyelin olusumu
tizerine olumlu etkileri olabilecegi diisiincesini destekler niteliktedir (160).

Sunulan ¢alismada, periferik sinir hasarindan sonra diklofenak sodyum ve
Zonisamide tedavilerinin ayr1 ayri ve kombine uygulamalarinin, enflamasyon, aksonal
rejenerasyon ve fonksiyonel sinir iyilesmesi ilizerine olan etkileri immiinohistokimyasal,
elektron ve 151k mikroskobik diizeyde incelenmis, ayrica molekiiler biyoloji ve
histomorfometrik analizler de uygulanarak degerlendirilmistir. Literatiirde bugiine
kadar, PSH’ den sonra meydana gelen enflamasyon iizerine zonisamide ile diklofenak

sodyumun ayri ayri1 ve kombine olarak uygulanmasinin etkisini gosteren bir ¢aligmaya
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rastlanmamistir. Elektron mikroskobik degerlendirmeler sonucunda 6zellikle kombine
tedavi uygulanan grupta 7. Giinden itibaren miyelinli sinir liflerinde rejenerasyonun
goriilmesi ve bu rejeneratif alanlarin 14. ve 21. gilinlerde daha artmis olmasi kombine
tedavinin aksonal iyilesme lizerine olan olumlu etkilerini gostermektedir. Zonisamide
tedavisi ve kombine tedavi uyguladigimiz gruplarda 6zellikle 21. giinde miyelinli akson
sayilarindaki artis da elektron mikroskobik bulgularimizi destekler niteliktedir.
Miyelinli sinir liflerinde miyelin kilif ve aksoplazmada gormiis oldugumuz
rejenerasyonun ve miyelinli sinir liflerindeki artisin, zonisamide‘in noroprotektif,
antioksidan etkileri ve diklofenak sodyumun antienflamatuvar etkilerinden
kaynaklandigin1 sdylemek yanlis olmayacaktir. Caligmamizda proenflamatuvar
molekiiller olan iINOS ve COX-2 seviyelerinin PSH olusturulan gruplarda arttigi, bu
artisin Ozellikle hasar1 takiben 7. glinde yiiksek oldugu ortaya konulmustur. PSH’den
sonra diklofenak sodyum verilen tedavi gruplarinda iNOS seviyelerinin hasar sonrasi 7.
giinde yiiksek olmakla birlikte 14. ve 21. giinlerde kismen azaldig1 belirlenmistir. Ancak
bu bulgular deney kontrol grubuyla kiyaslandiginda aralarindaki farkin anlamh
olmadig1 goriilmiistiir. Zonisamide verilen gruplara bakildiginda ise deney kontrol ve
diklofenak sodyum tedavi gruplarina kiyasla hem iNOS hem COX-2 seviyelerinin
anlamli derecede azaldigt ve bu durumun en belirgin 21. giinde gergeklestigi
goriilmiistiir. Kombine tedavi grubunda da zonisamide tedavi grubuna benzer sonuglar
elde edilmistir. iNOS ve COX-2 ekspresyonunun daha ¢ok dejenerasyonunun yiiksek
oldugu alanlarda Schwann hiicrelerinde, enflamatuvar hiicrelerde ve endotel
hiicrelerinde belirgin oldugu gosterilmistir. Literatiire uygun olarak diklofenak sodyum
uygulanmasinin iNOS ekspresyonunu arttirdigi, buna karsilik zonisamide ile kombine
olarak uygulandiginda iNOS ekspresyonunda azalma oldugu tespit edilmistir. Bu
durum bize zonisamide‘in iNOS inhibitorii gibi davrandigini diisiindiirmiistiir. Kombine
tedavi uygulanan grupta COX-2 ekspresyonunun da anlamli olarak azalmis olmasi
zonisamide‘in diklofenak sodyumun antienflamatuvar etkilerini daha da gii¢lendirdigini
diistindiirmiistiir. Kombine tedavi grubunda 14 ve 21. giinlerde, zonisamide grubunda
21. gilinde diger tedavi gruplarna kiyasla miyelinizasyon markir1 Krox-20 ve aksonal
biiyiimeyi gosteren p75NTR ekspresyonlarindaki anlamli artisin da zonisamide‘in
noroprotektif, antioksidan ve diklofenak sodyumun antienflamatuvar 6zelligini uyarici

etkilerinden kaynaklandigini diistinmekteyiz.
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Tim bulgular birlikte degerlendirildiginde periferik sinir hasar1 sonrasinda ilk
defa uygulanan zonisamide ve diklofenak sodyum kombine tedavisinin, enflamatuvar
reaksiyonlart azalttigini, aksonal filizlenme ve yeniden miyelin olusumunu arttirdigini,
miyelinli sinir lifi sayilarinda artisa neden oldugunu, dolayisi ile akson rejenerasyonu ve
fonksiyonel iyilesme iizerine olumlu etkiler gdsterdigini sodyleyebiliriz. Daha ileri
molekiiler arastirmalarla bu kombine tedavinin periferik sinir hasarinin onarilmasinda

potansiyel bir tedavi protokolii olarak kullanilabilecegi kanaatindeyiz.
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6. SONUCLAR

Deneysel periferik sinir hasar1 sonrasinda zonisamide ve diklofenak sodyum
tedavisinin ayr1 ayr1 ve kombine olarak uygulanmasinin enflamasyon ve sinir iyilesmesi
lizerine etkilerinin  ultrastriiktiirel, immiinohistokimyasal, histomorfometrik ve

molekiiler biyolojik yontemlerle incelendigi bu ¢alisma sonucunda:

1. Hasar olusturulmayan kontrol grubu ve yalnizca siyatik sinirin agia ¢ikartilip
tekrar kapandigi sham operasyon gruplarinin 1sik ve elektron mikroskobik
incelenmesinde miyelinli sinir liflerinde aksoplazmadaki organellerin, norotiibiil
ve norofilamanlarin, aksonun etrafindaki konsantrik lamellar yapidaki miyelin
kilifin ve miyelini olusturan Schwann hiicrelerinin normal yapilarim
koruduklari,

2. Kontrol ve sham gruplarinin immiinohistokimyasal incelemelerinde bu
gruplardan alinan siyatik sinir doku Orneklerinde, iINOS ve COX-2
ekspresyonlarinin minimal seviyede oldugu ve kapiller endotel hiicrelerinde
goriildiigi,

3. gRT-PCR degerlendirmelerinde kontrol ve sham gruplarinda, siyatik sinir doku
orneklerinde Krox-20 ckspresyonlarinin yiiksek seviyede oldugu, p75NTR
ekspresyonlarinin ise minimal diizeyde oldugu goriildii.

4. PSH olusturulduktan sonra yalnizca, serum fizyolojik verilen deney kontrol
grubunun 151k ve elektron mikroskobik degerlendirmelerinde, 7. ve 14. giinlerde,
siyatik sinir doku Orneklerinde miyelinli sinir lifi sayismin azaldigi, miyelinli
sinir liflerinde aksoplazmadaki organellerde ve aksonun etrafindaki miyelin
kilifta yapisal dejeneratif degisikliklerin yaygin oldugu ve bu dejeneratif
degisikliklerin 21. glinde nispeten daha az oldugu,

5. Deney kontrol grubunda ozellikle 7. ve 14. giinlerde iNOS ve COX-2
ekspresyonlarinin enflamatuvar hiicreler ile kapiller endotel hiicrelerinde yiiksek

oldugu, ancak 21. giinde her iki sitokin immiinoreaktivitesinin nispeten azaldigi,
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6.

10.

Deney kontrol grubunda 7. ve 14. giinlerde Krox-20 ekspresyonunun kontrol ve
sham operasyon grubuna kiyasla anlamli olarak azaldigi, buna karsilik p7SNTR
ekspresyonunun kontrol ve sham operasyon gruplarina kiyasla 6zellikle 14 ve
21. giinlerde artmis oldugu goriildii.

PSH olusturulduktan sonra diklofenak sodyum tedavisi uygulanan grubun 1sik ve
elektron mikroskobik incelemelerinde, 6zellikle 7 ve 14. giinlerde miyelinli sinir
lifi sayisinin deney kontrol grubuna benzer sekilde azalmis oldugu goriildii.
Miyelinli sinir liflerinde akson ve miyelin kilif arasinda vakuol olusumlari,
miyelin kilifin konsantrik lamellar yapisinda bozulmalar, Schwann hiicrelerinde
heterokromatin artis1 ve organellerde kismi dejeneratif degisikliklerin oldugu, bu
degisikliklerin 21. giinde daha hafif seyrettigi ve bu glinde miyelinli sinir lifi
sayilariin da artmig oldugu bulundu.

Diklofenak sodyum tedavi grubunda ozellikle 7. ve 14. giinlerde iNOS
ekspresyonunun enflamatuvar hiicreler ve endotel hiicrelerinde yiiksek oldugu,
21. giinde bu iki giine kiyasla enflamatuvar hiicrelerde bu ekspresyonun azaldigi,
COX-2 ekspresyonunun ise enflamatuvar hiicrelerde ve endotel hiicrelerinde 7.
giinde yiiksek oldugu, 14. giinde azalmis oldugu ve 21. giinde ise ekspresyonun
minimal diizeyde oldugu,

Diklofenak sodyum tedavi grubunda Krox-20 ekspresyonunun kontrol ve sham
operasyon gruplarina kiyasla ve deney kontrol grubuna benzer olarak 7. ve 14.
giinlerde azaldigi, p75NTR ekspresyonunun ise 14. Ve 21. giinlerde kontrol ve
sham operasyon gruplarina kiyasla anlamli olarak arttig1 goriildii.

PSH olusturulduktan sonra zonisamide tedavisi uygulanan grubun isik ve
elektron mikroskobik incelemelerinde, miyelinli sinir lifi sayisinin deney kontrol
ve diklofenak sodyum tedavi gruplarina kiyasla anlamli derecede arttigi bu
artisin en belirgin 21. giinde oldugu bulundu. Miyelinli sinir liflerinde
aksoplazma ve miyelin kilifta bazi alanlarda dejeneratif degisiklikler hala
goriilmekle birlikte bu degisikliklerin 6zellikle 14 ve 21. giinlerde ¢ok daha az

oldugu izlendi.
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11. Zonisamide tedavi grubunda iNOS ekspresyonunun enflamatuvar hiicrelerde 7.,
14. ve 21. ginlerde diklofenak sodyum grubuna oranla azaldigi, bu
ekspresyonda anlamli azalmanin 21. giinde gorildigi izlendi. COX-2
ekspresyonunun 7. Ve 14. giinlerde enflamatuvar hiicreler ve endotel
hiicrelerinde diklofenak sodyum grubuna benzer sekilde oldugu 21. Giinde ise
ekspresyonun minimal diizeyde oldugu goriildii.

12. Zonisamide tedavi grubunda Krox-20 ekspresyonunun deney kontrol grubuna
kiyasla ozellikle 21. Gilinde artis gosterdigi, ekspresyonun kontrol ve sham
gruplarina yaklastigi goriildi. p75NTR ekspresyonundaki artisin kontrol ve
sham operasyon gruplarina kiyasla 14. Ve 21. giinlerde anlamli oldugu 21.
giinde bu artigin en yiiksek seviyede oldugu belirlendi.

13. PSH olusturulduktan sonra zonisamide ve diklofenak sodyum birlikte verilen
kombine tedavi grubunun 1s1k ve elektron mikroskobik incelemelerinde, kontrol
ve sham gruplarina benzer olarak miyelinli sinir lifi sayisinin arttigi goriildii.
Miyelinli sinir liflerinde aksoplazmadaki organel, ndrotiibiil ve ndrofilaman
yapilarinin, miyelin kilif lamellar yapisinin genel olarak ¢ogu alanda korunmus
oldugu izlendi.

14. Kombine tedavi grubunda iNOS ve COX-2 ekspresyonlarinin kontrol grubuna
benzer sekilde minimal seviyede oldugu ve bu azalmanin 6zellikle 14 ve 21.
giinde c¢ok belirgin oldugu goriildii.

15. Kombine tedavi grubu Krox-20 ekspresyonunun deney kontrol grubuna oranla
arttig1 ve bu artisin en belirgin olarak 21. Giinde goriildiigli bulundu. p75NTR
ekspresyonunda deney kontrole oranla 14. ve 21. giinlerde artisin oldugu bu

artigin ise en yiiksek 21. giinde bulundugu belirlendi.

Sonug olarak periferik sinir hasarindan sonra zonisamide ve diklofenak sodyum
kombine tedavisinin, enflamatuvar sitokinler olan COX-2 ve iNOS ekspresyonlarini
azalttigi, miyelinli akson sayisinda artisa neden oldugu, aksonal rejenerasyon ve
miyelinizasyon markirlart olan p75NTR ile Krox-20’yi arttirdigt goriildi. Bu durumun
zonisamide’in  noroprotektif, antioksidatif etkileri ile diklofenak sodyumun
antienflamatuvar etkilerinin  bir araya gelmesinden kaynaklandigini; dahasi

bulgularimiza bakildiginda, kombine tedavi uygulanan grupta zonisamide‘in INOS
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inhibitérii  gibi davrandigi ve diklofenak sodyumun COX-2’yi inhibe edici
antienflamatuvar 6zelligini arttirdigini séylememiz yanlis olmayacaktir. Biitiin bulgular
birlikte degerlendirildiginde, deneysel periferik sinir hasari sonrasi zonisamide ve
diklofenak sodyum kombine tedavi uygulamasinin, enflamasyonu baskilayarak,
miyelinli sinir lifi sayilarinda artisa neden olarak, aksonal biiylimeyi ve yeniden
miyelinlenmeyi indiikleyerek periferik sinir rejenerasyonu ve fonksiyonel iyilesmeye
katki saglayabilecegi sOylenebilir. Bu alanda daha ileri diizeyde molekiiler
arastirmalarla, bu kombine tedavinin periferik sinir hasarinin onarilmasi tlizerine farkli
etkilerinin ortaya konabilecegini ve potansiyel bir tedavi protokolii olarak

kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
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